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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Arzneimittelforschung

Die gezielte Entwicklung von Arzneimitteln ist ein alter Menschheitstraum. Schon die
Alchemisten haben nach einem Elexir, dem Arcanum, gesucht, welches alle Krankheiten zu
heilen vermag.' Die Anfinge der Arzneimittelforschung liegen in der Volksmedizin. Bereits
im Altertum kannte man die narkotische Wirkung des Mohns oder die Wirkung der
Meerzwiebel bei Wassersucht. Im 19. Jahrhundert begann die systematische Untersuchung
der biologischen Wirkungen von Pflanzenextrakten, tierischen Giften aber auch synthetisch
hergestellter Substanzen am Tiermodell. Die Verwendung molekularer und anderer in vitro-
Testsystemen, als gegeniiber Tierversuchen priziseren Modellen, konnte die
Medikamentenentwicklung in der Folgezeit erheblich voranbringen. Die technischen
Fortschritte des zwanzigsten Jahrhundert bereicherte die Wirkstoffforschung um
experimentelle und theoretische Methoden wie die Proteinkristallographie oder das gezielte

computergestiitzte Design neuer Wirkstoffe.

Die Suche nach einem Medikament beginnt mit der Identifikation eines fargets, als
Angriffspunkt eines potentiellen Wirkstoffs.”® Dieses farget ist in den meisten Fillen ein
Protein. Anschlieend erfolgt die Suche nach einer Leitstruktur. Diese ist oft der natiirliche
Ligand, kann aber auch durch screenings gewonnen werden oder ist eine aus der Literatur
bekannte oder abgewandelte Verbindung. Diese wird anschlieend, je nach therapeutischem
Nutzen, chemisch modifiziert, z.B. zu einen Enzyminhibitor, Agonisten oder Antagonisten
des Rezeptors. Anschlieend wird die Substanz auf ihre Wirkung in vitro und in vivo getestet.
Erfolgsversprechende Substanzen miissen hierbei in den meisten Féllen beziiglich ihrer
pharmakologischen Eigenschaften in mehreren Designcyclen weiter optimiert werden, bis sie

als Kandidaten fiir die weitere Entwicklung zur Verfiigung stehen.

Bei der Entwicklung neuer, potenter Wirkstoffe hat sich in letzter Zeit vor allem das rationale
drug design hervorgetan. Hierbei geht man haufig von einer dreidimensionalen Struktur des
Proteins und des daran gebundenen Liganden aus. Dies hilft bei dem gezielten Entwerfen
potentieller Liganden und fiihrt im Gegensatz zu klassischen Methoden hiufig zu potenteren

und spezifischer wirkenden Strukturen. Ebenfalls ist es moglich, so mehr iiber die Struktur-
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Wirkungsbeziehungen (structure activity relationchip (SAR)) der Substanzen zu verstehen.

Es gibt mittlerweile einige erfolgreiche Beispiele fiir das rationale drug design, z.B. die
Neuraminidase-Hemmer Oseltamivir und Zanamivir oder der HIV-Fusions-Inhibitor

Enfuvirtide.

[ Leitstruktur ]

gt

Proteinkristallographie,

Computergestitzies
Design
Syntheseplanung
Design- Struktur-Wirsungs-
ﬂ CyCI?JS Eezichung (SAR)
Synthesen

biologische Tests

g

[Kandidaten fiir die ]

weitere Entwicklung

Abbildung 1: Wirkstoffentwicklung durch rationales drug design. Mittels dreidimensionaler
Daten einer Rontgenkristallstruktur kann eine bekannte Leitstruktur gezielt modifiziert
werden. Nach Planung und Durchfithrung der Synthesen werden die Verbindungen getestet. Die
Ergebnisse konnen zum Verstindnis von Struktur-Wirkungsbeziehungen beitragen.

Die Kandidaten fiir die weitere Entwicklung werden dann auf ihre toxikologischen und
pharmakologischen Eigenschaften untersucht. Weiterhin muss eine nach 6konomischen
Anforderungen grof3technische Synthese entwickelt werden. Die Entwicklungssubstanz wird
anschlieBend am Tiermodell getestet. Nach positiven Ergebnissen der Versuche, kann das
Medikament nach rechtlichen Zulassungsverfahren in umfangreichen klinischen Studien am
Menschen beziiglich dessen Wirksamkeit, Vertraglichkeit und Verfiigbarkeit getestet werden.
In allen Stadien der Entwicklung kann sich ein potentieller Kandidat oder eine ganze

Wirkstoftklasse als ungeeignet erweisen und muss teilweise oder ganz verworfen werden.
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Insbesondere diese Risiken und die lange Forschungsdauer von 5-15 Jahren begriinden die

hohen Kosten fiir die Entwicklung eines neuen Medikamentes von ca. 700-1000 Mio. USS.

1.2 Protein-Ligand-Wechselwirkungen

1.2.1 Die Stédrke von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Damit ein Medikament seine Wirkung ausiiben kann, muss es an ein bestimmtes Zielmolekiil,
welches in den meisten Féllen ein Protein ist, binden.! Hierfiir ist es erforderlich, dass das
Molekiil in seiner Grofle und Gestalt optimal in die Proteinbindungstasche hineinpasst um
spezifische Wechselwirkungen ausbilden zu konnen. Die Stirke dieser Interaktion lésst sich
mit verschiedenen Methoden messen. Die charakteristische Grofe hierfiir ist die
Bindungskonstante K; bzw. die Dissoziationskonstante Kp. Sie ist eine thermodynamische
Gleichgewichtsgrole und beschreibt wie hoch der Anteil der am Protein gebundenen

Liganden ist:

_ [Ligand ]-[ Protein]
P [Ligand -  otein]

Gleichung 1: Definition der Dissoziationskonstante Kp mit [Ligand] = Konzentration des
Liganden, [Protein] = Konzentration des Proteins und [Ligand * Protein] = Konzentration des
Protein-Ligand Komplexes

Die Einheit von Kp hat die Dimension einer Konzentration und ist in der Einheit mol/L
angegeben. Entspricht die Ligandkonzentration dem Ky so ist die Hélfte der Bindungsstellen
durch Ligandmolekiile belegt. Statt der Bindungskonstante kann auch die freie
Bindungsenthalpie zur Quantifizierung der Bindungsstirke dienen. Diese hingt mit der

Bindungskonstante wie folgt zusammen:

AG=-RTIhK,

Gleichung 2: Zusammenhang zwischen freier Bindungsenthalpie (AG) und der
Bindungskonstante (Kp) mit R = allgemeine Gaskonstante und T = Temperatur.

Ein guter Binder mit einem Kp-Wert von 1 nM entspricht somit bei 298 K einer freien

Bindungsenthalpie von -51 kJ/mol.

Eine weitere hidufig benutzte GroBe ist der sogenannte ICsy Wert. Dieser gibt die



1 Einleitung

Ligandkonzentration an, bei der die Aktivitit des Proteins auf die Hilfte absinkt. Dieser ist

leichter ermittelbar und stimmt in guter Naherung mit dem Kp-Wert {iberein.

1.2.2 Typen von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Allgemein gibt es zwei Arten von molekularen Interaktionen zweier Bindungspartner: polare

und unpolare Wechselwirkungen.

Zu den polaren Wechselwirkungen gehdren Wasserstoftbriickenbindungen und ionische
Wechselwirkungen. Wasserstoffbriicken werden durch Wasserstoffdonoren (protontragende
NH- oder OH-Gruppen) und Wasserstoffakzeptoren (elektronegative O- oder N-Atome)
gebildet. Der Abstand eines Wasserstoffdonors und dessen -akzeptors ist dabei in engen
Grenzen zwischen 2.8-3.2 A definiert. Auch die Geometrie einer Wasserstoffbriicke ist stark

in ihrem Winkel eingeschréankt.

\L e %<>

N H

_/
<IN-H O

Abbildung 2: Schematische Abbildung einer Wasserstoffbriickenbindung (links) und einer
ionischen Wechselwirkung (rechts). Die Wasserstoffbriickenbindung ist in Threr Geometrie
stark winkelabhéingig. Der Winkel N-H-O liegt zwischen 150-180°, der zwischen C=0O-H in
einem Bereich von 100-180°.

Die elektrostatische Anziehung von entgegengesetzt geladenen Gruppen, einer so genannten
Salzbriicke, ist hdufig besonders stark. Ein Beispiel hierfiir ist die Interaktion einer positiv
geladenen Aminogruppe des Lysins eines Liganden mit der Carboxylgruppe einer
Asparaginsdure. Diese ionischen Wechselwirkungen konnen mit einem typischen Abstand

von 2.7-3.0 A einen groBen Beitrag zur Bindung leisten.

Hydrophobe Kontakte spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei Ligand-Protein-Interaktionen.
Typische Abstinde zwischen den hydrophoben Gruppen zweier Bindungspartner betragen
3.5-4.0 A.* Im Gegensatz zu den polaren Wechselwirkungen sind diese ungerichtet, mit
Ausnahme so genannter m-n Wechselwirkungen zwischen Aromaten (z-stacking).” Diese

haben dann bestimmte relative Anordnung zueinander. Bei hydrophoben Kontakten kénnen
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Wassermolekiile aus einer fiir sie ungiinstigen Umgebung freigesetzt werden, wodurch die
Zahl der H-Briicken steigt. Diese und entropische Faktoren sind Griinde, weshalb unpolare
Wechselwirkungen trotz ihrer relativ geringen Anziehungskréfte eine tragende Rolle in
Ligand-Protein Wechselwirkungen zukommen kann. Des Weiteren kénnen Aromaten auch
durch Kationen-n-Wechselwirkungen mit positiv polarisierten Aminogruppen konstruktiv zur

Bindung beitragen.’

1.2.3 Entropische Faktoren der Protein-Ligand-Wechselwirkung

Eine grofBe Bedeutung bei hydrophilen und hydrophoben Interaktionen ist die Verdringung
von Wassermolekiilen aus den Bindungsarealen, da in biologischen Systemen Proteine und
Liganden in wissriger Umgebung vorliegen. Steigt die Anzahl nicht assoziierter
Wassermolekiile wéhrend der Bindung, so wird ein positiver entropischer Beitrag zur
Bindung geleistet. Da polare Gruppen oft solvatisiert vorliegen, ist es bei hydrophilen
Kontakten stark davon abhédngig, wie viel Energie fiir das Abstreifen der Hydrathiille
aufgewendet werden muss und wie stark die gebildeten H-Briicken des Liganden mit dem
Protein sind. Bei hydrophoben Bindungsarealen liegen die Wassermolekiile lose assoziiert
vor, so dass sie leicht und mit hohem entropischen Gewinn verdringt werden kénnen. Ein
weiterer wichtiger Punkt ist die Flexibilitdt des Liganden. Durch die Bindung an das Protein
verliert der Ligand an Translations- und Rotationsfreiheitsgraden. Dieser Effekt ist entropisch
ungiinstig. Durch die Erh6éhung der Rigiditit des Liganden, zum Beispiel durch die
Etablierung von Doppel- oder Amidbindungen statt Alkylketten und unter Beibehaltung der

fiir die Bindung relevanten Konformation, kann dieser negative Beitrag minimiert werden.

1.3 Influenza

Die Influenza (Grippe) ist eine gefdhrliche, durch Viren iibertragende, respiratorische
Erkrankung. Sie kann insbesondere bei jungen, alten und geschwichten Menschen zum Tode
fithren. Die vordergriindige letale Ursache ist eine virale Pneumonie.® Influenzaviren gehdren
der Familie der Orthomyxoviridae an’ und sind in drei verschiedene Gattungen unterteilt:
Influenza A, B und C. Die Viren der Gattung A befallen Menschen und verschiedene Tiere,
wie z.B. Schweine, Pferde und Vogel. Influenza B und C-Viren infizieren hauptsichlich den
Menschen. Diese beiden Gattungen verursachen groftenteils lokale Epidemien bei Menschen,

welche meist harmlos und mit schwachen Symptomen verlaufen. Im Gegensatz dazu



1 Einleitung

kann es aufgrund der genetischen Vielfdltigkeit von Influenza A Viren, dessen Wirte vor
allem Wasservogel sind, und ihrer hohen Infektiositit, jederzeit zum Ausbruch einer
gefdhrlichen Grippepandemie kommen. Bei dem grofiten pandemischen Grippeausbruch in
den Jahren 1918 und 1919, welche auch unter dem Namen ,,Spanische Grippe* in die
Geschichte eingegangen ist, starben weltweit 20-50 Millionen Menschen an der Folge der
Infektion.® Weitere Grippepandemien folgten, jedoch nicht in dem gleichen verheerenden
AusmaB: z.B. 1957 (Asien), 1968 (Hongkong) und 1977 (Russland). Trotz ausbleibender
groBBer pandemischer Ausbriiche infizieren sich jdhrlich 5-15% der Bevolkerung mit dem
Influenza-Virus, wobei 250000-300000 Menschen weltweit an den Folgen der Krankheit

1
sterben.'®

1.3.1 Aufbau und Replikationszyklus des Influenza-Virus

Die Influenzatypen A, B und C werden auf der Basis ihres inneren Hauptantigens, dem
Nucleoprotein (NP) und dem Matrixprotein (M1) unterschieden.® Die Klassifizierung der
jeweiligen Virenstimme beriicksichtigt die Gattung, gegebenenfalls den Wirt, den Ort der
Isolierung, die fortlaufende Nummer am Ort der Isolierung, das Jahr und eventuell den

Subtyp des Virus (z.B. A/Sydney/5/97 [H3N2] oder A/duck/HK/862/80 [H12N5])."!

Das Genom des Influenza A Virus umfasst acht RNA Einzelstrange negativer Polaritit. Diese
sind von einer zweischichtig aufgebauten Zellwand umgeben (Abbildung 3). Die innere
Schicht besteht aus Matrixproteinen (M1), die AuBere aus einer Lipiddoppelschicht. Auf der
Oberfliche des Virus sind drei verschiedene Membranproteine, das Matrixprotein M2, und
die beiden Hauptantigene der Hiillmembran, das Hamagglutinin (HA) und die Neuraminidase
(NASE) eingebettet. Von den Influenza A Viren sind 16 verschiedene Typen des

Héamagglutinins und neun verschiedene Typen der Neuraminidase bekannt.
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Matrixprotein M2

Hamagglutinin

— RNP

/l ol ‘\\“Neuraminidase
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Abbildung 3: Aufbau des Influenza A Virus. Auf der Hiillmembran befinden sich die zwei
Antigene, das Himagglutinin (HA) und die Neuraminidase (NASE), die wichtige Aufgaben bei
der Replikation des Virus iibernehmen. '*

Der Replikationszyklus des Influenza A-Virus beginnt mit dem Andocken eines
Viruspartikels iiber das Hémagglutinin an 02,3 oder 02,6 verkniipfte Sialinsdure (N-
Acetylneuraminsdure) -resten der Glycocalyx von  Epithelzellen des oberen

Atemwegstraktes."

COOH

o— Glycan

Abbildung 4: Sialinsdure (/NV-Acetylneuraminsiure) befindet sich 02,3 oder 2,6 glycosidisch
verkniipft auf den Epithelzellen des oberen Atemwegstraktes. Das Himagglutinin des Influenza-
Virus bindet an diese und ermoglicht so das Andocken des Virus an die Wirtszelle.

Das Virus wird anschlieBend, als Endosom eingekapselt, in die Zelle eingeschleust. Die
Matrixproteine M2 verringern anschlieBend den pH-Wert im Endolysosom. Dies fiihrt zu
einer Konformationsédnderung im Subteil HA-2 des Himagglutinins und zur Ausbildung einer
Fusionspore (uncoating). Im Anschluss werden durch viruseigene Polymerasen (PB1, PB2
und PA) die RNA-Segmente repliziert.'* Dann werden das Genom und die in der Zelle
synthetisierten Virusproteine durch den Golgi-Apparat in die Membran der Wirtszelle
eingebaut. Letztlich erfolgt das Ausknospen (budding) der Virusnachkommen. Wéhrend
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dieses Prozesses werden Sialinsdureglycoside auf der Oberfliche der Wirtszelle durch die
viruseigene Neuraminidase katalytisch gespalten, wodurch sich das Virus vom Wirt ablosen
kann."” Das Influenzavirus ist aufgrund seiner hohen Mutationsrate sehr wandlungsfahig.
Durch die hohen Reproduktionsfehler der RNA-Polymerase von 1 in 10* Basen, kommt es
hdufig zu Punktmutationen einzelner Aminosiuren.” Dieser Vorgang ist auch als antigenic
drift bekannt. Ein weiteres Phidnomen ist der antigenic shift. Da die viruseigene RNA
segmentiert vorliegt, kann es zu einer Kreuzung ganzer Genome (reassortment) kommen.
Dies kann erfolgen, wenn eine Zelle gleichzeitig von verschiedenen Virenstimmen infiziert
wird. Die daraus resultierenden Nachkommen koénnen sich von ihren Vorfahren z. B. in ihrer
Pathogenitit stark unterscheiden. Der antigenic shift wird als Hauptursache fiir den Ausbruch
der groflen Grippepandemien angesehen. Die ,,Spanische®, ,,Asiatische* und ,,Russische
Grippepandemien sind Beispiele fiir die Entstehung gefahrlicher neuer Virenstimme durch

reassortment zwischen Mensch- und Tier-spezifischen Influenzaviren.

1.3.2 Das Hamagglutinin

Das Hidmagglutinin ist ein homotrimeres Lektin mit einer Molmasse des Monomeren von
maximal 76 kDa.'® Der Name riihrt von seiner Eigenschaft bei 4°C Erythrozyten zu
agglutinieren. Es wird auf der Oberfliche des Virus exprimiert, wobei sich auf 100 nm* 2-4
Kopien befinden. Hierdurch ist das Virus in der Lage, trotz seiner relativ geringen Affinitét
des monomeren Hémagglutinins zur Sialinsdure (Kp = 10° M), durch polyvalente
Wechselwirkung eine deutlich hohere Bindungsstirke beim Andocken an die Wirtszelle zu
erreichen. Dieser Faktor wird auf 10'" geschitzt.'” Das Himagglutinin besteht aus zwei
Untereinheiten, HA1 und HA2, die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Das
sechs Aminosduren lange Verbindungsstiick zwischen den beiden Untereinheiten, wird erst
bei der Reifung des Virus auBlerhalb der Wirtszelle im Vorldufermolekiil HAO durch
wirtseigene Proteasen gespalten.'”'® Das Hiamagglutinin besitzt zwei Bindestellen.” Die
Rezeptorbindungstasche, mit der das Virus an Sialinsdureglycane bindet, befindet sich, als
eine kleine Vertiefung ausgebildet, am Kopf des Lektins. Sie ist in ihrer
Aminosdurensduresequenz bei allen Influenzasubtypen weitestgehend konserviert. Eine
zweite Bindungstasche befindet sich im Trimer zwischen zwei HA1 Doménen und einer HA2
Doméne. Allerdings ist die Bindung viel schwicher. Es ist unklar, ob dieser zweiten

Bindungstasche tliberhaupt eine biologische Rolle zukommt.
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1.4 Das aviare Influenza-Virus H5N1

Die avidre Influenza HS5N1 fiihrte das erste Mal 1997 in Hongkong, verbunden mit
Infektionen an Menschen, zu einer Epidemie an domestizierten Gefliigelbestinden.® Die
Ubertragung des Virus auf den Menschen erfolgte dabei durch direkten Kontakt mit
infizierten Vogeln. Durch gro3 angelegte Massentdtungen von Nutzvogeln schien man den
pandemischen Ausbruch zunéchst unter Kontrolle zu bekommen. Doch kehrte die avidre
Influenza, lange Zeit unentdeckt, 2003 nach Asien zuriick und fiihrte 2004 zu groflen
pandemischen Ausbriichen in Thailand und Vietnam, wiederum mit Infektionen am
Menschen verbunden. Zum Dezember 2007 bestitigte die WHO bis dahin insgesamt 340
Fille einer HSN1 Infektion beim Menschen in Europa, Asien und Afrika. Die Mortalitdtsrate

des Virus ist mit 61% ungemein hoch und unterstreicht die Geféhrlichkeit des Virus.?

1.4.1 Pathogenitéat und Spezifitidt des Himagglutinins H5

Der Grund fiir die hohe Pathogenitidt des HSN1-Virus wird im Hédmagglutinin H5 gesehen.
Sowohl das HS5, als auch das H7 konnen sich in domestizierten Vogeln zu hoch pathogenen
Influenzaviren (highly pathogenic avian influenza (HPAI)) entwickeln. Diese Variante kann
sich, im Gegensatz zu den niedrig pathogenen Formen (low pathogenic avian influenza
(LPAI)), welche nur Zellen des respiratorischen und Gastrointinental-Traktes befallen, im
ganzen Korper ausbreiten. Der Grund fiir das Ausbleiben einer humanen H5N1-Pandemie
liegt in der Spezifitdt des Himagglutinins HS. Dieses préferiert 02,3 glycosidisch verkniipfte
Sialinsdureglycane, wie sie in den Epithelzellen von Végeln vorkommen.” Im Gegensatz
dazu, befinden sich auf den Epithelzellen des oberen menschlichen Atemwegstraktes
vorwiegend 02,6 verkniipfte Sialinsdureglycane. Deswegen sind pandemische Ausbriiche des
H5N1 Virus bis jetzt auf Vogel beschrinkt. Eine Ubertragung auf den Menschen kann nur bei
engem Kontakt mit infizierten Vogeln stattfinden. Es wird jedoch befiirchtet, dass eine
Mutation des Virus zu einer Anderung dieser Priferenz und damit zu einer effektiveren
Mensch zu Mensch Ubertragung, verbunden mit einem groBen, humanen, pandemischen
Risiko fiihren kann. Neuere Erkenntnisse zeigen, das bereits zwei Aminosduremutationen des
Hamagglutinins zu einem Priaferenzwechsel von 02,3 zu 02,6 verkniipften

T . 21,18,22,2
Sialinsdureglycanen fiihrt, >



1 Einleitung

1.4.2 Rontgenstrukturen des Hamagglutinins H5

Im Jahr 2001 wurde von Wiley et. al. die Rontgenstrukturen des Hadmagglutinins HS5
(A/duck/Singapore/3/97), als Monomer, cokristallisiert mit den natiirlichen avidren und
humanen Rezeptoren: 02,3 (PDB: 1JSN) bzw. «2,6 (PDB: 1JSO) verkniipfte
Sialinsdureglycane, veroffentlicht.”® Neben dem dargestellten Protein und den
Kohlenhydraten enthdlt die Struktur Kristallwasser. In der Rontgenstruktur des 02,6
verkniipften Pentasaccharides konnte nur die endstindige Sialinsdure, in der des «2,3
verkniipften Pentasaccharides nur die von der Sialinsdure ausgehenden ersten drei

Kohlenhydrate abgebildet werden. Die 1JSO-Struktur ist in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: Stereo-Darstellung der Rontgenstruktur 1JSO. Das Himagglutinin HS ist als
ribbon-Modell dargestellt: a-Helix (gelb), f-Faltblatt (blau) und random-coil (gelb). Am Kopf des
Proteins befindet sich die Bindungstasche des Proteins mit der Sialinsiure. Rot gepunktet
dargestellt sind Sauerstoffatome des Kristallwassers. Darstellung der Sialinsdure: space fill

Des Weiteren konnten 2006 zwei Rontgenstrukturen, die des trimeren HS,
A/Vietnam/1203/2004 (PDB: 2FK0) '® und die des trimeren H5 A/Vietnam/1194/2004 (PDB:
2IBX) # verdffentlicht werden. Diese wurden jedoch ohne die an dem Protein bindenden

Sialylglycane kristallisiert.
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1 Einleitung

1.5 Medikamente gegen Influenza

Allgemein gibt es zwei therapeutische Optionen gegen Influenza: Impfwirkstoffe oder
antivirale Medikamente. Erstere haben den Nachteil, dass sie aufgrund der Verdnderung der
Viren permanent angepasst werden miissen und dass die Entwicklung eines neuen
Impfwirkstoffes normalerweise 8 Monate dauert.”” Fiir den Einsatz im Falle einer sich schnell
ausbreitenden Grippepandemie kommt diese Option somit nicht in Frage. Bei den bisher zur
Marktreife gelangten antiviralen Mitteln unterscheidet man zwei Wirkstoftklassen:
M2-Tonenkanalinhibitoren und Neuraminidasehemmer.”” Die M2-Ionenkanalinhibitoren
Adamantadin und Rimantadin sind die ersten, als antivirale Wirkstoffe gegen Influenza
zugelassenen Medikamente. Sie wirken auf das M2-Membranprotein und inhibieren das
uncoating. Beide Medikamente wirken nur gegen Influenza A Viren. Aufgrund bereits vieler
gebildeter Resistenzen von Viren, sind diese Wirkstoffe nur zweite Wahl in der Behandlung
von Grippe. Der Durchbruch in der Influenza Chemotherapie gelang durch die Entwicklung
von Hemmern der Neuraminidase. Als Ubergangszustandsanaloga der Sialinsiure-
Neuraminidase Wechselwirkung, verhindern sie das Ablosen des Virus von der Wirtszelle.
Ihre Erforschung gehort zu den ersten Beispielen des rationalen drug designs.
Neuraminidasehemmer werden seit 1999 fiir die Behandlung von Influenza eingesetzt.
Wéhrend Zanamivir (Handelsname: Relenza) als Aerosol inhaliert werden muss, ist

Oseltamivir (Tamiflu) eine orale Formulierung.

COOH /j/ (0] COOEt

OH OH

2 M 3

Abbildung 6: Die bekanntesten fiir die Behandlung von Influenza zugelassenen, antiviralen
Wirkstoffe: die Neuraminidasehemmer Zanamivir 2, und Oseltamivir 3

Zanamivir und Oseltamivir sind effektive Wirkstoffe gegen alle Typen der Influenza.
Rechtzeitig eingenommen verkiirzen sie die Krankheitsdauer um 1-2 Tage und reduzieren die
mit dem Virus verbundenen Folgekomplikationen.”® Allerdings haben sich auch schon

resistente  Virenstimme gegen das oral verfligbare Oseltamivir entwickelt.”*?’
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1 Einleitung

1.5.1 Inhibitoren des Hamagglutinins

Neben dem M2-Matrixprotein und der Neuraminidase ist ein weiterer moglicher
Angriffspunkt fiir Medikamente das Hémagglutinin. Durch hochaffine Binder wire es
moglich das Andocken des Virus an die Wirtszelle zu verhindern. Allerdings gibt es auf
dieser Basis bis jetzt noch keine bis zur Marktreife gelangten Medikamente. In bisherige
Studien zu dieser Wirkstoftklasse gibt es sowohl Ansdtze von Sialinsdurederivaten,
Peptiden®™ und RNA-Aptamere.”” Die zahlreichen Arbeiten von Sialinsdurederivaten
unterteilen sich dabei in monovalente und polyvalente Liganden. Die entwickelten
polyvalente Liganden zeigten, bei bivalenten eine bis zu 100-fach bessere Bindung®®, bei

3233 eine

tetravalenten eine bis zu 1200-fach bessere Bindung®' und bei polyvalenten Bindern
noch weiter verbesserte Affinitdt gegeniiber dem monovalenten o-Methylglycosid der
Sialinsdure (NeuSAco2Me). Allerdings ist es fraglich, ob solche Verbindungen als
Medikamente wirklich eingesetzt werden konnen. Insbesondere die Frage nach der

Bioverfiigbarkeit und nach einem geeigneten Trigergrundgeriist spielen hier eine grofBe

Rolle."”

Es gibt ebenfalls einige Arbeiten zu monovalenten Sialinsdurederivaten. Durch die
Derivatisierung der Sialinséure selber, bis auf an Position vier substituierte Derivate, konnte
bis jetzt keine wesentliche Steigerung der Bindungsaffinitit im Vergleich zu den
monovalenten natiirlichen a2,3 und 02,6 verkniipften Sialinsdureglycane, die einen Kp ~2mM
haben, erreicht werden.”*”” Im Gegensatz dazu zeigten Sialinsiureglycoside, die iiber einen
Alkylspacer an einen Aromaten gebunden sind (Abbildung 7),”° eine bis zu 64-fache
Steigerung der Bindungsaffinitit zum Himagglutinin H3.®® Von diesen konnten,
cokristallisiert mit dem Protein, Réntgenstrukturen angefertigt werden.”” Die Verbindung 4,
zusitzlich an Position 4-O-Dansylglycyl substituiert, zeigte sogar eine um den Faktor ~1000

gesteigerte Bindungsaffinitit am Himagglutinin H3 gegeniiber dem Neu5Aca2Me.*®

Abbildung 7: Beispiel eines glycosidisch, aromatisch verlinkten Sialinsidureliganden 4, der in
Agglutinnationsstudien am Himagglutinin H3 eine 64-fach hohere Bindungsaffinitiit gegeniiber
dem Methylglycosid (NeuSAca2Me) der Sialinsdure aufzeigte.
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2 Methoden

2.1 Molecular Modeling

Allgemein versteht man unter dem molecular modeling die computergestiitzte Darstellung,
Bearbeitung und Berechnung dreidimensionaler Molekiilstrukturen.! Die Grundlage hierfiir
konnen kristallographischen Daten einer Rontgenkristallstrukturanalyse oder durch NMR-
Spektroskopie ermittelte Strukturinformationen darstellen. Die 3D-Strukturdaten sind iiber
Datenbanken im Internet erhéltlich, z.B. die Brookhaven-Proteindatenbank (PDB). Molekiile
aus Rontgenstrukturen besitzen anfangs hiufig eine sehr hohe Energie. Eine Minimierung
(basierend auf einem Kraftfeld z.B. CHARMM®, Amber*' oder Tripos™) fiihrt zu einem
lokalen energetischen Minimum des Molekiils® und somit zu einer verniinftigeren
Startkonformation. Durch die Modifizierung interessanter Molekiilbereiche und deren
Einpassung in die Bindungstasche konnen anschlieBend die Kontakte zwischen den
Bindungspartnern verbessert werden. Hierbei muss allerdings auf eine sinnvolle Gestaltung

der neuen Strukturen geachtet werden (sieche Abschnitt 1.2.2).

Die auf diesem Wege entwickelten und iiberpriiften Strukturen konnen anschlieend einem
docking unterzogen werden, um die potentielle Bindungsaffinitit zu {liberpriifen. Die hier
angewandte Methode beginnt mit einer kurzen Minimierung (100 Iterationen) des Protein-
Ligand-Komplexes. AnschlieBend werden die Energien des separierten Liganden und des
Proteins von der Energie des Protein-Ligand-Komplexes abgezogen. Das Ergebnis ergibt
einen theoretischen Wert fiir die Bindungsenergie und kann im Vergleich mit dem Wert eines

Referenzliganden einen Hinweis auf die mdgliche Bindungsaffinitit des Liganden liefern.

2.2 Oberflachen-Plasmonen-Resonanz Studien (SPR)

Anfang der neunziger Jahre wurde von der damaligen Firma Biacore (Uppsala, Schweden) ein
auf dem Oberflichen-Plasmonen-Resonanz Phanomen basierendes Sensorchip-Messverfahren
entwickelt. Mit diesem System ist es unter anderem mdglich, biologische Bindungsereignisse
zwischen Liganden und deren Rezeptoren in Echtzeit zu verfolgen.”* Die Methode ist

mittlerweile zu einem Standardmessverfahren der pharmazeutischen Industrie geworden. Ein
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groler Vorteil dieses Assays gegeniiber anderen Verfahren ist, dass die zu vermessenden
Bindungspartner, im Gegensatz zu klassischen Verfahren, keine Markierung wie z.B.
Fluoreszenzlabel bendtigen. Weiterhin kann bei dieser Methode unter fast physiologischen
Bedingungen mit verschiedenen wissrigen Puffersystemen gemessen werden. Aufgrund der
hohen Empfindlichkeit sind fiir die Untersuchungen nur sehr geringe Mengen des
biologischen Materials notwendig. Neben chemischen Analyten ist die SPR-Methode mit
geeigneten Geriten auch fiir die Untersuchung groBerer Systeme anwendbar wie z.B. Viren®,

Bakterien*® oder Zellen®’.

Wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, konnen die Studien mit der Immobilisierung eines Proteins
(H5) auf der diinnen Goldoberfldche des Sensorchips (CMS5 von Biacore) beginnen, welche
durch eine Dextranmatrix funktionalisiert ist. Die Verkniipfung erfolgt iiber die Aktivierung
der Dextranmatrix mit EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid)
und NHS (N-Hydroxysuccinimid) und der anschlieBenden kovalenten Bindungskniipfung des
Proteins. Anschlielend kdnnen die geldsten Liganden iiber den Chip geleitet werden. Im Falle
einer Bindung kommt es zu einer Massenzunahme auf der Oberfliche des Chips. Der
hierdurch verdnderte Brechungsindex wirkt direkt auf die Plasmonen der Goldschicht. Dies
kann auf der Riickseite der Oberfliche durch die Anderung des Totalreflexionswinkels des
eingestrahlten Lichtes detektiert werden. Dieser Winkel wird in resonance units (RU)

angegeben, wobei eine Zunahme von einem RU etwa 1 pg gebundenem Material entspricht.

SPR-Signal % &
[RU o eveble
= Dissoziation
Th >
R A § Kinetik
Y¥¥yyvyy _éu- ' Regeneration
o
9 : :
< Konzentration A
Y:;’\;VTYY_{;;} |
prvorvy, proseenty
T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Zeit [s]

Abbildung 8: Idealisierte Messkurve eines SPR-Experiments mit Assoziation, Dissoziation und
anschlieBender Regeneration.
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Eine idealisierte Messkurve ist in Abbildung 8 abgebildet. Diese ist in Assoziation,
Dissoziation und Regeneration unterteilt. Durch die Anpassung des Signalverlaufes einer
Messung an die Langmuir-Funktion (Gleichung 3) kann man die Geschwindigkeitskonstanten
der Assoziation (ko) und Dissoziation (ko) bestimmen. Aus diesen ldsst sich nach

Gleichung 4 die Dissoziationskonstante Kp berechnen.****

Assoziation: R(f)=R,, — R, * ko i) (Koppy =k, *Cy + ko)

Dissoziation: R(r) = R, *e "™

Gleichung 3: Langmuir-Gleichung zur Beschreibung der Assoziation bzw. Dissoziation.
R(t) = RU-Antwort als Funktion der Zeit, R,, = RU-Antwort im steady state, R, = RU-Antwort
am Anfang der Dissoziation, k,,s = empirische Geschwindigkeitskonstante der Assoziation,
C,; = Konzentration des Analyten im Laufpuffer

on

Gleichung 4: Berechnung der Dissoziationskonstante aus den Geschwindigkeitskonstanten.

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante Kp ist auch durch die Vermessung und
Auswertung von Konzentrationsreihen moglich. Die im steady state gemessenen response
units (RU) verhalten sich nach dem one-site-binding Modell proportional zur Konzentration
(conc.), wie in Gleichung 5 angegeben. Die Auftragung der Gleichgewichts-RU-Werte gegen
die Ligandkonzentrationen und eine anschlieBende Regressionsanalyse fiihren zu einer

Funktion, deren Wert bei RU,,,,/2 der Dissoziationskonstante Kp entspricht.

R * :
RU = U, *conc

K, +conc.

Gleichung 5: One-site-binding Modell
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2.3 Saturation Transfer Difference (STD) NMR-Spektroskopie

Eine sehr leistungsfiahige Methode zur Untersuchung von Interaktionen zwischen Liganden
und Proteinen stellt die STD-NMR Spektroskopie dar.*° Dieses Verfahren erméglicht die
Bestimmung der Dissoziationskonstante und die Charakterisierung des Bindungsepitopes von
Liganden.”' Weiterhin kénnen auch ganze Substanzbibliotheken nach bindenden Substanzen

durchsucht werden.*°

Bei der STD-NMR Spektroskopie wird das Protein selektiv durch einen elektromagnetischen
Puls gesittigt (Abbildung 9). Dies ist moglich, da Proteine aufgrund ihrer hohen Molmasse
stark verbreitete Protonensignale haben, deren gemeinsame Hiillkurve iiber den iiblichen
'H-ppm Bereich hinausreicht. Aufgrund der so genannten Spindiffusion, die bei Molekiilen
mit einer Masse grofler ca. 10 kDa auftritt, verteilt sich die Séttigung gleichméBig iiber das
Protein.”? Im Fall einer Bindung wird, je nach rdumlicher Nihe, ein Teil dieser Sittigung auf
den Liganden iibertragen. Dies fiihrt zu einem Intensititsverlust der Ligandsignale, sobald der

Ligand wieder dissoziiert in Losung vorliegt.

Nichtbinder Ligand Selektive
Sattigung

H off-resonance Spektrum

H on-resonance Spektrum

'H —M Differenz- (STD) Spektrum

Abbildung 9: Prinzip der saturation transfer difference Spektroskopie. Die selektive Sittigung
des Proteins wird wihrend eines Bindungsereignisses auf den Liganden iibertragen. Das
resultierende on-resonance Spektrum des Liganden ist in seiner Signalintensitit gegeniiber dem
off-resonance Spektrum vermindert. Die Differenz beider ergibt das STD-Spektrum.

Ein STD-Spektrum setzt sich zusammen aus dem off-resonance-Spektrum (ohne Vorséttigung

des Proteins) und dem on-resonance-Spektrum. Die Differenz der beiden Spektren zeigt nur
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noch Protonensignale bindender Liganden. Die Signale des Proteins konnen durch die
Anwendung eines spinlock-Filters weitestgehend aus dem Spektrum entfernt werden. Da sich
die Intensitdt der Protonensignale des Liganden mit zunehmender Ndhe zum Protein aufgrund
effektiveren  Sittigungstransfers erhoht, kann mit Hilfe des STD-Spektrums ein
Bindungsepitop formuliert werden. Die STD-Intensitit jedes Ligandprotons wird im
Allgemeinen durch dessen abs. STD% angegeben. Dieser berechnet sich aus dem Quotienten
der Integrale des STD-Spektrums (Ip-Isar) und dem off-resonance Spektrums Iy (Gleichung 6).

I, -1
STD% = —>——=%*100

0

Gleichung 6: Berechnung der absoluten STD-Prozente
Nach Gleichung 7 erhélt man den so genannten STD-Amplifikationsfaktor (STDAmp).

I,-1
STD,, = % * Ligandiiberschuss

Amp
0
Gleichung 7: Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors (STD spp)

Triagt man den STD-Amplifikationsfaktor gegen die Konzentration des Liganden auf, kann
man durch eine Regressionsanalyse, vergleichbar mit dem aus Abschnitt 2.2., durch einen fit
nach dem one-site-binding Modell die Dissoziationskonstante (Kp) bestimmen. Durch die
STD-Spektroskopie kann man die Dissoziationskonstanten in einem weiten Wertebereich
untersuchen (pM-mM). Allerdings ist es notwendig, dass die Liganden eine flir das System
entsprechende Dissoziationsgeschwindigkeit (kofr) besitzen. Ist diese zu groB3, kann nicht
gentigend Sittigung auf den Liganden libertragen werden. Im Gegensatz dazu liegen bei einer
zu kleinen off-rate zu wenige geséttigte Molekiile dissoziiert in Losung vor. In beiden Féllen

fiihrt dies zu einem STD-Spektrum mit schlechtem Signal-/Rauschverhiltnis.

Neben den "H-STD-Spektren lisst sich das Verfahren auch auf viele andere Pulsprogramme
anwenden (z.B. das STD-HSQC). Die erfolgreiche Ubertragung der Methode auf in
Liposomen eingebettete Transmembranproteine™ und auf ganze Zellen™* beweist das grofie

Potential der STD-Spektroskopie.
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3 Aufgabenstellung

Influenza ist eine gefdhrliche, durch Viren iibertragende respiratorische Erkrankung. Das
homotrimere Hamagglutinin des Influenzavirus ist hierbei essentiell fiir die Infektion, indem
es den Kontakt zur Wirtszelle herstellt. Das Influenzavirus HSN1 gehort zu den besonders
gefdhrlichen Stimmen, da es in einer hochpathogenen Form auftauchen kann. Bis jetzt fiihrte
diese Variante nur zu groflen Pandemien an domestizierten Nutzvogeln, wobei allerdings
vereinzelt Infektionen am Menschen auftraten. Eine mogliche Mutation des Virus, verbunden
mit einer direkten Mensch zu Mensch Ubertragung, konnte zu einer weltweiten, humanen
Pandemie mit dramatischen soziookonomischen Folgen fithren. Aufgrund bereits
vorkommender Resistenzen des H5N1-Virus gegen moderne Neuraminidasehemmer sind
neue therapeutische Optionen unbedingt erforderlich. Ein moglicher Ansatzpunkt ist dabei die
Inhibierung der adhédsiven Wechselwirkung des viralen Hdmagglutinins mit Sialinsdure-

terminierten Glycoproteinen der Wirtszelle.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Sialinsdureanaloga mit besseren Bindungseigenschaften zum
Hamagglutinin HS, als die der natiirlichen Sialinsdureglycane, mit Hilfe des molecular
modelings entworfen und anschlieBend synthetisiert werden. Fiir eine Steigerung der
Bindungsaffinitdit kommen sowohl Modifikationen an der Sialinsdure selber, als auch am

Aglycon in Betracht.

Die synthetisierten und charakterisierten Verbindungen sollen anschlieBend auf ihre
Bindungsaffinitdt und ihren Bindungsmodi zum Hé&magglutinin H5 mittels Oberflachen-
Plasmonen-Resonanz-(SPR)-Spektroskopie und Sattigungs-Transfer-Differenz-(STD)-NMR-

Spektroskopie verifiziert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Entwicklung von Inhibitoren der Sialinsdure-Hamagglutinin (H5)-Wechselwirkung
wurde ein iterativer Ansatz gewdhlt. Jeder Iterationsschritt sollte dabei den
computergestiitzten Entwurf von Liganden, ihrer Uberpriifung mittels docking, ihrer
anschlieBenden Synthese und letztlich die Uberpriifung der Bindungsaffinitit zum
Hamagglutinin H5 umfassen. Die Ergebnisse aus den Bindungsuntersuchungen sollten zu
einer Verbesserung der Leitstruktur und somit zu potenteren Liganden fithren. Fiir das
computergestiitzte, rationale Design neuer Verbindungen wurde vorbereitend zundchst eine
geeignete Rontgenstruktur ausgewdhlt und tberpriift. Des Weiteren mussten sowohl die
Methoden der SPR- und der STD-NMR-Spektroskopie, zur Bestimmung der
Bindungsaffinitdt entwickelter Liganden, an bekannten Bindern validiert werden. Die
anschlieBende Arbeit unterteilt sich in zwei Abschnitte: Der Erste (Abschnitt 4.4) befasst sich
mit der Untersuchung von Ligandmodifikationen an der Kohlenhydratstruktur der Sialinsdure.
Der zweite Abschnitt behandelt die Darstellung und Untersuchung von am Aglycon

modifizierten und a-glycosidisch verkniipften Sialinséurederivaten (Abschnitt 4.5).

4.1 Wahl und Diskussion der Réntgenstruktur

Fiir das computergestiitzte Design potentieller Liganden wurden zunichst die vier publizierten
Rontgenstrukturen  analysiert: PDB(1JSO):  (H5(Monomer)  A/duck/Singapore/3/97
cokristallisiert mit einem «2,6 Sialylpentasaccharid, PDB(1JSN): (H5(Monomer)
A/duck/Singapore/3/97 cokristallisiert mit einem a2,3 Sialylpentasaccharid), PDB(2IBX):
(H5(Trimer) A/Vietnam/1203/2004) und PDB(2FKO0): (H5(Trimer) A/Vietnam/1194/2004).

Aufgrund der besten Aufldsung von 2.4 A, dem Vorhandensein des natiirlichen
Sialylliganden in der Rontgenkristallstruktur, des aufgelosten Kristallwassers und der
besseren kristallographischen Qualitit wurde die weitere Untersuchung mit der

1JSO-Réngenstruktur durchgefiihrt.'$#22*

Um Aussagen iiber die Genauigkeit innerhalb der
Rezeptorbindungsdoméne (RBD) und der daran gebundenen Sialinsdure zu treffen, wurden
anschlieBend die Temperaturfaktoren (B-Faktoren) der Rontgenstruktur iiberpriift. Fiir die

dargestellten Schweratome des vorliegenden Proteins im Bereich der RBD des HA1-Teils
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betragen diese 20-40. Auch die B-Faktoren der Sialinsdure liegen mit 40-50 fiir

Kohlenhydratatome in einem relativ zuverldssigen Bereich (Abbildung 10).

Abbildung 10: Ausschnitt aus der 1JSO-Struktur. Im oberen Teil des Himagglutinins HS5
befindet sich die Rezeptorbindungsdomiine, mit der gebundenen Sialinsiure (Neu5Ac). Es sind
die B-Faktoren der einzelnen Bereiche nach der links aufgefiihrten Farbskala von 10-50
dargestellt. Der Pfeil zeigt auf die NeuSAc. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche,
NeuSAc: connolly Oberfliche, crossed-eye Modus)

4.1.1 Vorbereitung der Réntgenstruktur fiir das docking

Um eine gute Startkonformation fiir das Design und die docking-Studien der Liganden zu
erhalten, wurde die Rontgenstruktur mit dem Programmpaket Sybyl 8.0 iiberpriift. Bei der
Untersuchung der Struktur stellte sich heraus, dass 24 Aminosdureseitenketten des Proteins
falsch dargestellt waren (allerdings keine davon in der RBD) und die vorhandene
N-Acetylgruppen der Sialinsdure, als auch der Glycane des HS5-Proteins, beziiglich ihres
Torsionswinkels (NH-CO) von 180° abwichen. Diese Fehler wurden mit dem structure-
preparation-tool von Sybyl 8.0 behoben. Im Anschluss daran wurden die terminalen
Aminosduren des HA1- und HA2-Subteils entsprechend positiv oder negativ geladen, das
Wasser aus der Struktur entfernt und die Wasserstoffatome zu dem Protein und den
Kohlenhydraten addiert. Die Atome der Struktur wurden mit Ladungen (Gasteiger-Marsili)

versehen. Die Energie der daraus resultierenden Struktur war mit 500 Mio. kcal/mol sehr
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hoch. Deswegen wurde eine Minimierung {iber 500 Iterationen bei einem ¢ = 15 durchgefiihrt.
Die hieraus resultierende Struktur besal3 eine realistischere Energie von -797.23 kcal/mol,
wobei die geringe Verdnderung der Energie in den spéten Iterationsschritten auf das Erreichen
eines lokalen Minimums hindeutete. Der Unterschied in der Struktur, vor und nach der
Minimierung, war mit einem RMSD Wert von 0.295 A sehr gering. Eine Uberpriifung der fiir
die Arbeit wichtigen Rezeptorbindungsdoméne des Proteins und der Sialinsdure zeigte kaum

eine Verdnderung in Bezug auf Position und Konformation der Strukturen (Abbildung 11).

Abbildung 11: Darstellung der Rezeptorbindungsdoméne des HS mit der bindenden Sialinsiure.
Die Struktur vor der Minimierung ist in griin, die nach der Minimierung in blau dargestellt.
(Darstellungsform: Protein: ribbon/helix, NeuSAc: capped sticks, crossed-eye Modus)

4.2 Uberpriifung des SPR-Systems fiir das H5 Protein

Wie bereits im Abschnitt 2.2 beschrieben, ist das Oberflichen-Plasmonen-Resonanz (surface-
plasmon-resonance (SPR)) Experiment eine sehr empfindliche und schnelle Methode, um die
Bindungsaffinitdit und -kinetik von Ligand-Rezeptor-Systemen zu bestimmen. Fiir die
SPR-Studien kamen zwei Maoglichkeiten beziiglich der zu immobilisierenden Spezies in
Betracht. In der Literatur sind sowohl Systeme bekannt, bei denen das Himagglutinin® als
auch bei denen ein Ligand (sialinsdurehaltiges Glycoprotein)’® immobilisiert wurden. Im

Falle einer Ligandimmobilisierung fiihrt das Himagglutinin (M ~ 72 kDa) als Analyt zu sehr
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hohen RU-Antworten und damit zu einem guten Signal-Rausch Verhiltnis. Im umgekehrten
Fall ist im Bereich niedermolekularer Liganden (M = 300-1000 g/mol) die SPR-Antwort
deutlich geringer und damit das Signal-Rausch-Verhiltnis schlechter. Allerdings miissten
geeignete Modifikationen von Sialinséureliganden fiir die Immobilisierung gefunden werden.
Des Weiteren ist das bei jeder Messung verbrauchte Himagglutinin schwierig zuriick zu
gewinnen. Zusétzlich kann, im Falle der Immobilisierung des Kohlenhydrates, wihrend der
Messung ein so genanntes rebinding stattfinden, das die Kp Werte bis zu 10000fach
verfdlscht. Daher stellte sich die Immobilisierung des Proteins als praktikabler, giinstiger und

fiir die Messung genauer heraus.

4.2.1 Uberpriifung des SPR-Systems an bekannten Sialinsdureanaloga

Fiir die Bestimmung der Bindungsaffinitdt potentieller Liganden wurden zunédchst bekannte
Binder des Hamagglutinins, das a-Methylglycosid der Sialinsdure (NeuSAca2Me) 5, und die
a2,3-Sialyllactose 6, auf ihre Affinitdt zum H5 hin untersucht. Die Messungen wurden mit

HBS-P als Laufpuffer an einem Biacore T100 durchgefiihrt.

OH
OH OH OH
HO COOH HO COOH o OH
HO e D HO 11D (e}
H o) OMe H o) o o]
Ac”” ac” OH HO OH
HO HO OH
5 6

Abbildung 12: Literaturbekannte Binder des Himagglutinins, das NeuSAca2Me 5 und die
02,3-Sialyllactose 6

Fiir die Belegung wurden ca. 8221 pg (114 fmol (Monomer)) des geldsten Himagglutinins
auf einen CM5 Chip immobilisiert. AnschlieBend wurden die beiden Referenzliganden 5 und
6 in einem ansteigenden Konzentrationsbereich von 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 und 2 mM,
einer Assoziationszeit von 120 s und einer Dissoziationszeit von 600 s vermessen. Die
Flussgeschwindigkeit fiir die Messung betrug 5 plL./min. Eine Regeneration brauchte aufgrund

der gewihlten Dissoziationszeit nicht vorgenommen zu werden.
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Abbildung 13: SPR-Sensorgramme der Konzentrationsreihe des NeuSAca2Me 5, aufgenommen
am Biacore T100.
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Abbildung 14: SPR-Sensorgramme der Konzentrationsreihe der o2,3-Sialyllactose 6,
aufgenommen am Biacore T100.

Wie aus Abbildung 13 und Abbildung 14 zu ersehen, sind die RU-Antworten der
Verbindungen 5 bzw. 6 konzentrationsabhéngig. Nach einer Assoziationszeit von 120 s ist bei
allen Konzentrationen das steady-state erreicht. Die RU-Antworten der -einzelnen

Konzentrationen (4 s vor Injektionsende) wurden anschlieend fiir den jeweiligen Liganden

nach dem one-site-binding Modell angefittet (Abbildung 15).

23



4 Ergebnisse und Diskussion

254

Ligand 5 . ] Ligand 6
20 1 .
201
5 S 15
Z 154 =
= = .
o o
£ 104 = . ’
@ o
Z K= 143+ 124 mM % 5 K,=0.88 £ 0.54 mM
RU =36+17 | RU =27+8
RU_ (th)=37 . RU, (th.) =72
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Konzentration [mM] Konzentration [mM]

Abbildung 75: SPR-Antworten der Liganden 5 und 6 als Funktion ihrer Konzentration. Die
Messdaten wurden mittels der Software Origin 6.0 an das one-site-binding Modell angefittet.

Die sich nach dem one-site-binding Modell ergebenen Dissoziationskonstanten von
Kp=1.43 + 1.24 mM fiir Ligand 5 und Kp = 0.88 = 0.54 mM fiir Ligand 6 sind im erwarteten
einstelligen, millimolaren Bereich. NMR-Bindungsstudien am Hémagglutinin H3 ergaben
Dissoziationskonstanten von Kp = 2.8 mM fiir 5 und Kp = 3.2 mM fiir 6.°**° Die gemessenen
Werte liegen somit in der gleichen Grdéfenordnung. Fiir die Verbindung 5 betrdgt der
RUpmax = 36.1 = 17.0. Dieser liegt sehr nahe am theoretischen RU,x-Wert von 41.2. Im Falle
des Liganden 6 betrdgt der RUpx = 26.65 = 7.6 gegeniiber einem RU . (theoretisch) = 80.8.
Neben der thermodynamischen Analyse der SPR-Bindungskurven kann aus den
Sensorgrammen auch auf die Kinetik der Liganden geschlossen werden. Hierfiir wurden die
Bindungskurven der héchsten Konzentration von 5 und 6 mittels der Software Biaevaluation
an die Langmuir-Gleichung angepasst, woraus sich die Geschwindigkeiten kon und Ko
ermitteln lieBen, aus denen nach Gleichung 4 ebenfalls der Kp-Wert bestimmt werden konnte

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die Anpassung des Sensorgrammes der hiochsten Konzentration (2 mM) des
Liganden 5 an die Langmuir-Gleichung. Hieraus lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten k,,
und K., und damit die Dissoziationskonstante Kp ermitteln.

Die bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fiir 5 betragen fiir k,, = 142.8 £ 11 M's! und
fiir kogr = 0.028 £ 0.002 s™'. Aus den kinetischen Daten ergibt sich eine Dissoziationskonstante
von Kp = 0.19 mM. Diese liegt etwa eine GroBenordnung niedriger als die der
thermodynamischen Daten. Ahnlich verhielt es sich auch bei dem Liganden 6 mit
kon = 1183+ 190 M'ls'l, kot = 0.36+0.06 s' und einer sich daraus ergebenden
Dissoziationskonstante von Kp = 0.03 mM. Der Unterschied in den Dissoziationskonstanten
der thermodynamischen bzw. kinetischen Auswertung kann damit begriindet werden, dass die
kinetischen Ergebnisse von Liganden mit kleinem Molekulargewicht haufig sehr ungenau
sind und die niedrigen Flussgeschwindigkeit von 5 puL/min zu Massentransportlimitierung

unter Beeintrichtigung der on-rate und damit des Kp-Wertes fiihren kann.

4.3 Etablierung der STD-NMR-Methode fiir das H5-Protein

Eine zweite, sehr leistungsfihige Analysemethode von Bindungsereignissen ist das
Séttigungs-Transfer-Differenz-(STD)-NMR Experiment (siehe Abschnitt 2.3). Fiir die STD-
NMR-Untersuchungen wurde ein deuterierter PBS-Puffer mit einem pH = 7.0 verwendet.™*
Das Protein wurde in deuterierten PBS-Puffer mittels Dialysekappen iiberfiihrt. Die

Proteinkonzentration wurde nachfolgend mittels UV/VIS-Photometrie bestimmt.
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4.3.1 Optimierung der Séttigung des H5-Proteins

Fiir die STD-Messungen war es zundchst erforderlich eine moglichst gute und selektive
Sattigung des Proteins zu erreichen. Umso hoher die Sittigung des Proteins ist, desto
effizienter kann diese auf den Liganden iibertragen werden. Entscheidende Parameter fiir die

Optimierung der Sattigung sind der Einstrahlpunkt und die Sattigungsleistung.

Die Sattigungsbestimmungen wurden durch die Aufnahme von STD-NMR-Spektren am
Hamagglutinin ohne Proteinunterdriickung bei unterschiedlichen Einstrahlpunkten von
-1.0 ppm und -0.5 ppm und Séttigungsleistungen von 45-25 dB durchgefiihrt. Die jeweiligen
ermittelten prozentualen Sittigungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Theoretisch sollte
sich die Séttigung durch Spindiffusion gleichmifBig auf jedes Proton des Proteins ausbreiten.
Im alkylischen Bereich wurde das Protein jedoch stirker gesittigt. Deswegen wurde zur
besseren Bestimmung der Sattigung das prozentuale Verhéltnis der Integrale zwischen 0.7-1.0

ppm im off- bzw. on-resonance Spektrum verwendet.

Tabelle 1: Séttigungsbestimmung am HS5-Protein durch die Variierung des Einstrahlpunktes
und der Sittigungsleistung

Einstrahlpunkt | Sattigungsleistung | Sattigung

[ppm] [dB] %
-1.0 45 6
-1.0 40 1
-1.0 35 17
-1.0 30 26
-0.5 30 35
-0.5 25 31

Wie zu erwarten, nimmt die Proteinsittigung mit einer sich néher an der Protonenresonanz
befindenden Einstrahlfrequenz von -0.5 ppm und mit héherer Sattigungsleistung zu. Der
wichtigere Faktor fiir eine verbesserte Sattigung des Proteins scheint in diesem Fall in einer
Erhohung der Sittigungsleistung zu liegen. Die Sittigung bei den Experimenten mit
Einstrahlleistungen von 45 bzw. 25 dB weichen jedoch geringfiigig in der Reihenfolge
gegeniiber den anderen Experimenten ab, was durch geringe Fehler in den Messungen bzw. in
der Integration begriindet werden kann. Ein Einstrahlpunkt von -0.5 ppm und

Sattigungsleistungen von 30 oder 25 dB fiihrten zu zufriedenstellenden Séttigungen.
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4.3.2 Uberpriifung der STD-NMR Methode an Neu5Aca2Me 5

Vorbereitend fiir die STD-Messungen des Liganden 5 wurden Artefaktmessungen mit der
hochsten zu vermessenden Ligandkonzentration von 547.5 puM durchgefiihrt. Eine
Einstrahlfrequenz von -0.5 ppm und eine Séttigungsleistung von 25 dB fiihrten nur zu
geringen Artefaktsignalen (max. 1.3%). Fiir die STD-Titration der gepufferten HS5-
Proteinlosung wurden ansteigende Ligandkonzentrationen von 37.4 bis 547.5 uM in der zu
vermessenden Probe eingestellt und mit 2k scans, bei der hochsten Konzentration mit
1k scans, vermessen. Die einzelnen Messungen fiihrten zu konzentrationsabhdngigen,
prozentualen STD-Antworten des Liganden bis in den oberen einstelligen Bereich. Das off-
resonance-Spektrum und das Differenzspektrum bei der hochsten vermessenden

Konzentration sind in Abbildung 17 dargestellt.

off-resonance-Spektrum

U It N .

CHs-0-(C2) NH-Ac

STD-Spektrum

Ubrige Protonen
der Sialinsaure H-3eq H-3ax

Mﬁ“w-wl\ VORI | N TP JWWM
N S e

T T T 1

T I T T [ T T T T | T T T I

| |
3.5 3.0 2.5 2.0 [ppm]

Abbildung 17: Off-resonance- und STD-Spektrum des Liganden 5. Im STD-Spektrum erkennt
man die an der Bindung beteiligten Protonen. ¢(H5) = 1.01 puM, c(NeuSAca2Me 5) = 575 uM,
700 MHz, T = 298 K, sp13 = 25 dB, Sittigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses
= -0.5 ppm. Das STD-Spektrum ist gegeniiber dem off-resonance Spektrum um das 20fache
vergrofiert.
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Fiir die Bestimmung des Kp-Wertes wurde aufgrund des besten Signal-Rausch Verhéltnisses,
das STD-Signal der N-Acetylgruppe ausgewéhlt. Die STD-Amplifikationsfaktoren wurden als
Funktion der Konzentration an das one-site-binding Modell angefittet (Abbildung 18). Der
sich ergebene Kp-Wert flir Verbindung 5 betrug 2.78 = 0.98 mM. Dies entspricht ziemlich
genau dem Kp-Wert von 2.8+ 0.3 mM der mittels NMR-Studien am Hamagglutinin H3
ermittelt wurde® und liegt nur geringfiigig hoher als die durch SPR bestimmte

Dissoziationskonstante von Kp = 1.43 £ 1.24 mM.

| Ligand 5

STD-Amplifikationsfaktor
=
a

K,=2.78 £ 0.98 mM

0 T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konzentration [mM]

Abbildung 18: Auftragung des STD-Amplifikationsfaktors der N-Acetylgruppe des Liganden 5
als Funktion dessen Konzentration bei der Bindung am HS. Die einzelnen Messpunkte wurden
nach dem one-site-binding Modell angefittet. Aus dem fir ergibt sich ein Kp-Wert fiir den
Liganden 5 von Kj = 2.78 £ 0.98 mM.

Aus den Daten der STD-NMR Messungen wurde zusétzlich das Bindungsepitop des
Liganden 5 aufgestellt. Hierfiir wurde das Proton mit dem hochsten absoluten STD-Prozent
(H-3,) auf 100% gesetzt und die anderen Signale darauf normiert. Das so erhaltene
Bindungsepitop zeigte besonders starke Wechselwirkungen des H-3,x und der
N-Acetylgruppe. Die niedrigsten relativen STD-Prozente wurden fiir das H-8, das H-4 und die
glycosidische Methylgruppe erhalten.
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Abbildung 19: Aufgestelltes Bindungsepitop des Liganden 5. Die relativen STD-Prozente der
Protonen sind unterteilt in 100-70 % (rot), 70-40% (blau) und 40-0% (magenta) und geben die
jeweilige Nihe zu Aminosiureprotonen des Himagglutinin an. c(HS) = 1.01 pM,
c¢(NeuSAco2Me 5) = 575 uM, 700 MHz, T=298 K, sp13 = 25 dB, Sittigungsdauer = 2 s,
Einstrahlpunkt des Séttigungspulses =-0.5 ppm.

Das erhaltene Bindungsepitop deckt sich nur teilweise mit den Daten der Rontgenstruktur. In
dieser zeigten besonders die Protonen der N-Acetylgruppe sowie die Protonen H-4, H-7 und
H-9a,b engen Kontakt zum Protein. Die hohen STD-Prozente des H-3, und die Niedrigen des
H-4 weichen jedoch von den Daten der Rontgenstruktur ab. Ein moglicher Grund ist eine
hohere Flexibilitdt des monosaccharidischen Liganden NeuSAca2Me 5 in der Bindungstasche
des H5 im Vergleich zur Sialinsdure des cokristallisierten Pentasaccharids der 1JSO-Struktur.
Auch ist eine geringfiigige Verdnderung des Bindungsepitopes des monosaccharidischen
Liganden 5 im Vergleich zu der Sialinsdure des Pentasaccharides aus der Kristallstruktur

moglich.

4.4 Modifikationen an der Sialinsaure

4.4.1 Diskussion der Rezeptorbindungsdoméne

Fir die Entwicklung potenter Sialinsdureanaloga wurden zundchst bestehende
Wechselwirkungen der bindenden Sialinsdure mit den Aminosduren des HS5 tberpriift, um
anschlieend deren Bindungsaffinitit durch geeignete Modifizierungen zu erhéhen. Die
N-Acetylgruppe der Sialinsdure liegt in der Rontgenstruktur in einer engen hydrophoben
Tasche (Abbildung 20), wobei die NH-Gruppe der Sialinsdure eine H-Briicke zur
Carbonylgruppe des Val 131 ausbildet. Neben diesen H-Briicken gibt es weitere von der
Carboxylgruppe der Sialinsdure zum Ser 133 und GIn 222 und von den OH-Gruppen der
Glycerolseitenkette des C-8 und C-9 zum Tyr 91, Gln 222 und Glu 186. Die OH-Gruppe am

C-7 ist in der Rontgenstruktur zu weit von Aminosduren entfernt, um bindende Interaktionen
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einzugehen. Andere Gruppen wie die Carbonylfunktion der N-Acetylgruppe und das OH am
C-4 zeigen aus der Bindungstasche heraus und besitzen nicht die Moglichkeit direkt mit den

Aminoséduren des HS5 zu interagieren.

Abbildung 20: Darstellung der Sialinsiure in der Bindungstasche des Himagglutinins H5. Gelb
dargestellt sind Wasserstoffbriickenkontakte zwischen den Schweratomen der NeuSAc und
Aminosdureatomen des Proteins. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche (translucent),
Fragmente der an der Bindung beteiligter Aminosiuren: capped sticks (translucent), NeuSAc:
capped sticks, crossed-eye Modus)

Aufgrund des freien Platzes in der Bindungstasche des HS5 im Bereich der
Glycerolseitenkette, schien dieser Teil am vielversprechendsten fiir erfolgreiche
Modifikationen zu sein. Versuche, wie die Substitutionen der N-Acetylgruppe durch andere
Molekiilfragmente, der Wechsel von a- zu B-glycosidischen Strukturen, oder Modifikationen
an der Carboxylgruppe fiihrten bei fritheren Untersuchungen von Sialinsdureanaloga am
Hamagglutinin H3 in den meisten Fillen zu einem deutlichen Verlust oder Abbruch der
Bindungsaffinitdt. Doch auch an der Glycerolseitenkette fiihrten die in der Literatur
bekannten Modifikationen bis jetzt, zu einer dhnlich starken oder schlechteren Bindung an das

Himagglutinin.*>~°
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4.4.2 Uberpriifung seitenkettenverkiirzter Sialinsdurederivate

Fir Ligandmodifizierungen an der Glycerolseitenkette war es zundchst sinnvoll, die
Wichtigkeit der ausgebildeten H-Briicken der OH-Gruppen am C-8 und C-9 in Hinblick auf
die Bindung zum H5 zu tiberpriifen. Hierfiir boten sich Sialinsdurederivate mit einfach 7 oder
zweifach 8 verkiirzter Glycerolseitenkette an. Fiir die direkte Vergleichbarkeit mit dem

Referenzliganden NeuS5Aco2Me 5 wurde ebenfalls das a-Methylglycosid der Glycane

verwendet.
OH
COOH COOH
HO

HO| P

H o) OMe H 0 OMe

~ ~
Ac Ac
HO HO
7 8

Abbildung 21: Das C-8 Konjugat 7 und das C-7 Konjugat 8 der trunkierten Sialinsiure. Die
Verkiirzung der Glycerolseitenkette erlaubt Riickschliisse iiber die Relevanz der ausgebildeten
Wasserstoffbriicken der OH-Funktionen am C-8 und C-9.

Die mittels des docking berechneten Bindungsenergien fiir Verbindung 7 und 8 zeigten eine
deutliche Abnahme gegeniiber dem Referenzliganden 5 auf (Tabelle 2). Insbesondere die OH-
Gruppe am C-9 scheint theoretisch, durch die grole Abnahme der berechneten

Bindungsenergie, eine potentielle Rolle in der Bindung zum Hédmagglutinin H5 zu spielen.

Tabelle 2: Die mit dem Programm Sybyl 8.0 berechneten theoretischen Bindungsenergien der
einfach 7 und zweifach 8 trunkierten Sialinsduremethylglycoside. Im Vergleich dazu ist der
Referenzligand NeuSAcaMe 5 aufgefiihrt.

Digand berechnete Bindungs-
energie [kcal/mol]
5 -28.6
7 -23.9
8 -20.2

4.4.2.1 Synthese trunkierter Sialinsiuremethylglycoside

Der erste Schritt in der Darstellung von Sialinsdurederivaten war die mehrstufige
Uberfiihrung der Sialinsdure 9 in ihren entsprechenden a-Methylglycosidmethylester 13. Dies
begann mit der Umsetzung der Sialinsdure 9 im Sauren zum entsprechenden o-/B-
Anomerengemisch des Methylesters 10.°"* AnschlieBend wurden freie Hydroxygruppen

mittels  Essigsdureanhydrid und Pyridin acetyliert. Dies ergab das Produkt 11. "% Im
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Anschluss wurde die Verbindung 11 mit in situ hergestellten HCI, aus Acetylchlorid und
Methanol in das B-Sialylchlorid 12 iiberfiihrt.. Die Verbindung 12 wurde bei pH = 9 mit einer
methanolischen Natriummethanolatlosung umgesetzt, wodurch in einem Schritt selektiv das
a-Methylglycosid gebildet und die O-Acetylschutzgruppen entfernt wurden.””® Die
Verbindung 13 wurde iiber alle Stufen in einer Ausbeute von 78% erhalten. Die direkte

Verseifung von 13 mit 0.1 M Natronlauge ergab dariiber hinaus den Referenzliganden 5.

H*, MeOH
COOH RT, 20 h, 86% COOMe
Ac,0, Pyridin
0°C>RT, 16 h
AcO Ausb. n. b.
AcCl, MeOH
COOMe 0°C > RT, 48 h, 94% COOMe
AcO
12
NaOMe, MeOH, pH =9 COOR R=Me 13 RT, 1 h, 83%
RT, 3 h, 96%
0.1 M NaOH

OMe R=H 5 -

Abbildung 22: Darstellung des Methylesters 13 und des NeuSAca2Me 5

AnschlieBend wurden der Methylester 13 in zwei Ansitzen mittels 0.9 bzw. 2.4 Aquivalenten
Natriumperiodat zu den jeweiligen Aldehydhydraten 14 bzw. 15 oxidativ gespalten
(Abbildung 23) und in sifu mit Natriumcyanoborhydrid zu den entsprechenden Alkoholen 16
und 17 reduziert.®’ Die Verbindung 16 und 17 wurden im Basischen zu den Liganden 7 und 8
verseift. Die Ausbeuten der Verbindung 16 von 10% bzw. von 17 mit 15% waren hinsichtlich
gleicher oder analoger Verbindungen gegeniiber der Literaturvorschrift allerdings sehr
gering. Der Grund konnte an einem unzureichend sauren pH-Wert liegen, da Aldehyde erst
unter pH = 4 optimal mit Natriumcyanoborhydrid zu den entsprechenden Alkoholen reduziert
werden.”” Eine andere Moglichkeit zur Verbesserung der Ausbeute besteht in der

Verwendung des stirkeren Reduktionsmittels Natriumborhydrid.
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Abbildung 23: Darstellung der trunkierten Sialinsiuremethylglycoside. Die Synthese des C-8
Konjugates 7 ist oben, die des C-7 Konjugates 8 unten illustriert.

4.4.2.2 Untersuchung der trunkierten Sialinsduremethylglycoside mittels SPR

Die Verbindungen 7 und 8 wurden anschlieBend auf ihre Bindungsaffinitit zum HS5 mittels
SPR untersucht. Hierbei zeigten beide Liganden eine Bindung zum HS. Die aus dem one-site-
binding Modell ermittelten Bindungskonstanten betrugen fiir 7 Kp = 1.28 £ 0.18 mM und fiir
8 Kp=1.35+0.18 mM (Abbildung 24).
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Abbildung 24: SPR-Antworten der Liganden 7 und 8 als Funktion ihrer Konzentration. Die
Messdaten wurden mittels der Software Origin 6.0 an das one-site-binding Modell angefittet. Der
rot markierte Datenpunkt des Liganden 8 wurde aufgrund seiner grofien relativen Abweichung
nicht beriicksichtigt.

Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da die Bindungskonstanten der Verbindungen 7 und 8
nahezu identisch mit dem Referenzliganden NeuSAca2Me 5 (Kp = 1.43 £+ 1.24 mM) sind und
die docking-Studien auf eine deutliche Abnahme der theoretischen Bindungsaffinitit im
Vergleich zum Referenzliganden 5 hindeuteten. Die Ergebnisse fiir den Liganden 7 decken
sich in etwa mit denen aus der Literatur. Dort fiihrte ein zu 7 dhnliches 9-Desoxyderivat des
NeuS5Aca2Me zu keiner Abnahme der Bindungsaffinitit zum H3, verglichen mit dem
NeuSAca2Me 5. Demgegentiber fiihrte die Modifikation des NeuSAca2Me zum Liganden §
zu einer Abnahme der Bindungsaffinitit zum H3 um den Faktor 23.%° Die Ergebnisse lieBen
darauf schlieBen, dass fiir die Bindung zum Hidmagglutinin HS, die ausgebildeten H-Briicken
durch die OH Gruppen des NeuSAca2Me am C-8 und C-9 nicht essentiell sind. Aufgrund
dessen schienen vor allem Modifikationen unter Beibehaltung der C-7 OH-Funktion

vielversprechend.
4.4.3 Amino- und Amido-Konjugate der trunkierten Sialinsdure

4.4.3.1 Design und molecular modeling

Ausgehend von den vorangegangenen Untersuchungen wurden computergestiitzt Liganden
mit Modifikationen an der Glycerolseitenkette des Methylglycosides 13 entworfen. Dabei
wurden verschiedene Motive zur Steigerung der Bindungsaffinitét beriicksichtigt. Diese sind

in Abbildung 25 zu sehen. Ein aussichtsreiches Ziel bestand zum einen in der Etablierung von

34



4 Ergebnisse und Diskussion

Wechselwirkungen mit der Glu 186 der RBD. Zu dessen Carboxylfunktion kdnnte eine
Salzbriicke durch eine Amino- oder Guanidiniumgruppe ausgebildet werden. Ein weiteres
Motiv war der freie hydrophobe Bereich der Bindungstasche. Unpolare Gruppen koénnten
diesen optimal ausfiillen. AuBerdem wire durch die Verdrangung des wahrscheinlich
vorliegenden Hydratwassers in der RBD (in der Rontgenstruktur sind dort zwei
Wassermolekiile dargestellt), ein zusitzlicher entropischer und enthalpischer Gewinn an
Bindungsenergie zu erwarten. Ein drittes potentielles Ziel ist das sich in der Nédhe der
Bindungstasche befindliche Lys 218. Eine sich in Reichweite befindende Carboxylgruppe

konnte eine Salzbriicke zur Aminogruppe des Lysins ausbilden.

T NR : 7 2

: o N ”
Abbildung 25: Darstellung des Glu 186 und des Lys 218 in der Bindungstasche des H5, zu denen
zusitzliche Interaktionen durch modifizierte Sialinsdure-Liganden aufgebaut werden konnten.
Sowohl die Glutaminséure, wie auch das Lysin sind potentielle Ziele zur Ausbildung von starken
ionischen Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriicken. Zwischen den beiden Aminosiuren
befindet sich ein relativ hydrophober Bereich, welcher durch unpolare Gruppen optimal
ausgefiillt werden konnte. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche (translucent), sowie
capped sticks (translucent), NeuSAcu2Me 5: capped sticks, crossed-eye Modus)

Unter Beriicksichtigung dieser Motive wurden entsprechend modifizierte Liganden
entworfen. Aminokunjugate der trunkierten Sialinsdure stellten hierbei eine synthetisch
praktikable Verbindungsklasse dar. Hierdurch konnten entsprechende funktionelle Gruppen

zur Ausbildung der angesprochenen Interaktionen an Sialinsdureanaloga etabliert werden.
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Aussichtsreiche mittels des molecular modelings entworfene C-8§ Aminokonjugate sind in

Abbildung 26 dargestellt.

COOH

18 19 20

Abbildung 26: Mit der Software Sybyl 8.0 entworfene C-8 Aminokonjugate der trunkierten
Sialinséure. Die Modifikationen an der Glycerolseitenkette zielen auf zusitzliche Interaktionen
in der Bindungstasche des Himagglutinins H5.

Alle drei Verbindungen nutzen den hydrophoben Teil der Bindungstasche durch ihren
Alkylanteil in der Seitenkette optimal aus. Der Ligand 18 ist gegeniiber den anderen beiden
Liganden allerdings durch eine Cyclopropylgruppe sterisch anspruchsvoller und rigider. Trotz
dessen hat die Cyclopropylgruppe geniigend Platz im hydrophoben Bereich der
Bindungstasche (Abbildung 27). Die Aminofunktion am C-8 befindet sich bei allen drei
Liganden im Abstand einer Salzbriicke von 2.8-3.0 A zur Carboxylfunktion des Glu 186.

Abbildung 27: Darstellung des Liganden 18 in der Bindungstasche des HS nach der
Minimierung. Die positiv geladene Aminofunktion des Liganden befindet sich in einem Abstand
von 2.8 A zur Carboxylgruppe der Glutaminsiure 186 des HS. Der Cyclopropylrest fiillt die
hydrophobe Tasche optimal aus. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand:
capped sticks, crossed-eye Modus)
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Die Carboxylfunktion von Ligand 20 kdnnte mit einem Abstand von ~ 3 A zusitzlich
Interaktionen mit der Aminofunktion der flexiblen Seitenkette des Lys 218 ausbilden

(Abbildung 28).

_—
-~

£

Abbildung 28: Darstellung des Liganden 20 in der Bindungstasche des HS nach der
Minimierung. Die positive geladene Aminofunktion des Liganden befindet sich in einem
Abstand von 2.9 A zum Carboxylsauerstoff der Glutaminsiure 186 des H5. Die endstindige
Carboxylgruppe konnte zusétzlich eine Salzbriicke zur Aminogruppe des Lysins 218 aufbauen.
(Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand: capped sticks, crossed-eye Modus)

Neben den C-8 Konjugaten wurden ebenfalls C-7 Aminokonjugate entworfen. Diese
erlaubten den Einbau sterisch anspruchsvollerer Aromaten, die in dem hydrophoben Teil der

Bindungstasche so geniigend Platz hatten.
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Abbildung 29: Mit der Software Sybyl 8.0 entworfene C-7 Aminokonjugate der trunkierten
Sialinsdure.

37



4 Ergebnisse und Diskussion

Wihrend der Ligand 21 nur zusitzliche hydrophobe Kontakte in der RBD nutzt, zielt die
Carboxylgruppe des Liganden 22 ebenfalls auf die Ausbildung einer Salzbriicke zum Lys 218
(Abbildung 30).

Abbildung 30: Darstellung des Liganden 22 in der Bindungstasche des HS nach der
Minimierung. Die endstindige Carboxylgruppe konnte eine ionische Wechselwirkung zur
Aminogruppe des Lys 218 aufbauen. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand:
capped sticks, crossed-eye Modus)

Neben den C-8 Aminokonjugaten kamen ebenfalls C-8 Amidokonjugate der trunkierten
Sialinséure in Betracht. Die Amidofunktion ist zum einen rigider als die Aminofunktion und
zum anderen besitzt sie aufgrund ihres weniger polaren Charakters bessere pharmakologische
Eigenschaften. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde das zur Verbindung 19 analoge

Amidokonjugat 23 ausgewéhlt.

OOH

OMe

HO
23

Abbildung 31: Entworfenes C-8 Amidokonjugat 23 der trunkierten Sialinsiure als Analogon
zum C-8 Aminokonjugat 19.
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Anschliefend wurden die entworfenen Liganden mit der docking-Methode auf ihre
berechnete relative Bindungsenergie hin tliberpriift. Hierbei stellte sich insbesondere bei den
C-8 Aminokonjugaten der trunkierten Sialinsdure in allen Féllen eine theoretische Steigerung
der Bindungsaffinitit gegeniiber dem Referenzliganden Neu5Aca2Me 5 heraus, wobei fiir die
Verbindung 20 (Tabelle 3) die beste Bindungsenergie berechnet wurde. Die beiden C-7
Aminokonjugate zeigten nur im Fall des Liganden 22 eine Verbesserung der berechneten
Bindungsenergie gegeniiber dem Referenzliganden 5. Sowohl bei den C-8 als auch bei den
C-7 Aminokonjugaten scheint somit theoretisch vor allem ein Salzbriickenkontakt zum Lys
218 durch eine Carboxylgruppe einen groflen Beitrag zur Bindung zu leisten. Das C-8
Amidokonjugat 23 konnte im Vergleich mit den anderen Verbindungen nur eine relativ
geringe Verbesserung der theoretischen Bindungsaffinitit gegeniiber dem Referenzliganden 5

aufweisen.

Tabelle 3: Die mit dem Programm Sybyl 8.0 berechneten theoretischen Bindungsenergien der
C-8 Aminokonjugate 18, 19, 20 und C-7 Aminokonjugate 21, 22 und des C-8 Amidokonjugates
23 des NeuSAca2Me 5.

Ligand berechnete Bindungs-
energie [kcal/mol]
5 -28.6
18 -30.8
19 -30.7
20 -32.7
21 -27.7
22 -32.6
23 -29.8

4.4.3.2 NMR-spektroskopische Untersuchung der Periodatspaltung des Methylesters 13

Durch die geringen Ausbeuten bei der Synthese der trunkierten Sialinsdurederivate 7 und 8
und bekannten Schwierigkeiten bei der reduktiven Aminierung von Aldehydanaloga der

6364 wurde vorbereitend fiir die Synthesen der Amino- und Amidokonjugate die

Sialinsdure
Periodatspaltung des Methylesters 13 untersucht. Dies sollte Aufschluss iiber die Quantitit
der fiir die reduktive Aminierung eingesetzten Edukte geben und zu einer eventuellen
Verbesserung der Reaktionsbedingungen fiihren. Die Glycerolseitenkette des Methylesters 13
kann zweimal nacheinander oxidativ gespalten werden. In Abbildung 32 ist die

Reaktionskaskade vereinfacht illustriert.%
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Abbildung 32: Vereinfachte Illustrierung der Periodatspaltung von 13 zum einfach 24 oder
zweifach 25 verkiirzten Aldehyd der trunkierten Sialinsédure.

Wihrend bei Anwendung von 2 eq NalOs das Methylglycosid 13 vollstindig zum C-7
Aldehyd 25 umgesetzt wird, ist die selektive Darstellung des C-8 Aldehydes 24 durch die
Zugabe von 1 eq NalO4 aufgrund der Weiterreaktion zum C-7 Aldehyd nicht méglich. Es
wird hierbei ein Gemisch aus Edukt, C-8 und C-7 Aldehyd erhalten. Somit wurde als erstes
iiberpriift, wie hoch der Anteil am C-8 Aldehyd in der Reaktionslosung durch Zugabe von
0.8eq, 1 eq und 1.2 eq NalOy ist. Hierzu wurden zu einer Losung von 13, geldst in D,O
schrittweise NalO4, gelost in DO, zugegeben. Die Reaktion wurde mittels
'"H-NMR-Spektroskopie verfolgt. Hierbei stellte sich heraus, dass die Reaktion sehr schnell
verlief, da bereits das jeweils erste Spektrum (aufgenommen ca. 3 min nach Zugabe) einen
quantitativen Umsatz durch das zugegebene Periodat aufzeigte. Die 'H-NMR-Spektren des
jeweiligen H-3.4 der Aldehydanaloga und des Eduktes 13 sind in Abbildung 33 zu sehen. Die
Aldehyde lassen sich im 'H-NMR-Spektrum aufgrund der chemischen Verschiebung als
entsprechende Hydrate deuten. Eine mdgliche intermolekulare Hemiacetalbildung im Falle
der Verbindung 24 (C-4 Sauerstoff mit dem C-8) ist auszuschlieBen, da dies mit einer
Konformationsédnderung des Kohlenhydrates einhergehen miisste. Dies hitte sich in dem
Verlust der diaxialen Kopplungskonstante von ~12 Hz zwischen dem H-3 und H-4 geduBert,

was jedoch nicht beobachtet wurde.
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Abbildung 33: Untersuchung der Periodatspaltung am Methylglycosid 13. Abgebildet ist das
jeweilige H-3.,, im '"H-NMR-Spektrum nach Zugabe unterschiedlicher Aquivalente
Natriumperiodat.

Aus den Verhiltnissen der Teilintegrale der H-3.4-Protonen des Eduktes 13 und dem C-7
Aldehydhydrat 15 zu dem Integralgemisch aller H-3.-Protonen, kann man auf die
Verbindungsanteile im Reaktionsgemisch schlieBen. Der Anteil des C-8 Aldehydhydrates ist
dabei nach Zugabe von einem Aquivalent NalO4 mit 72% am hdchsten. AnschlieBend wurde
tiberpriift, ob der Anteil des C-8 Aldehydes durch kontinuierliche Einstellung des pH-Wertes
auf pH=7 wihrend der Periodatspaltung oder durch Pufferung der Reaktionslosung
beeinflusst werden kann. Die entsprechenden 'H-NMR-Spektren sind in Abbildung 34 zu

sehen.
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Abbildung 34: Untersuchung der Periodatspaltung am Methylglyc051d 13. Abgebildet ist das
jeweilige H-3., im "H-NMR-Spektrum nach Zugabe eines Aquivalentes Natriumperiodat Eine
kontinuierliche pH-Wert Korrektur auf pH = 7, wihrend der Zugabe von NalQ, oder eine
Pufferung der Losung mittels 0.1 M Acetatpuffers pH = 5.5 fiihrt nicht zu einem hoheren Anteil
des C-8 Aldehydhydrates in der Reaktionslosung.

Die Anteile des Eduktes, des C-8 Aldehydhydrates und des C-7 Aldehydhydrates in der
Reaktionslosung sind bei allen drei Versuchen relativ dhnlich. Tendenziell nimmt der Anteil
des C-8 Aldehydhydrates sogar leicht ab wenn man eine pH-Wert-Korrektur auf pH = 7
vornimmt (62%) oder die Reaktionslosung bei pH = 5.5 gepuffert wird (66%).

4.4.3.3 Synthese von C-7 Aminokonjugaten der trunkierten Sialinsdiure

Die Darstellung der zweifach verkiirzten Aminokonjugate der Sialinsdure begann mit der
oxidativen Spaltung von 13 mit 2.2 eq Natriumperiodat. Das Rohprodukt von 15 wurde ohne
weitere Reinigung fiir die ndchste Reaktion eingesetzt. Die anschlieBende reduktive
Aminierung von 15 mit Benzylamin 26 in methanolischem Acetatpuffer pH = 5 und
Natriumcyanoborhydrid als Reduktionsmittel ergab das Produkt 27. Durch die basische
Verseifung von 27 wurde der Ligand 21 erhalten.
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Abbildung 35: Synthese des C-7 Aminokonjugates 21 der trunkierten Sialinséure.

Durch eine analoge reduktive Aminierung des Aldehydhydrates 15 mit 3-
Aminomethylbenzoesdure 28 konnte das Amin 29 erhalten werden. Die nachfolgende

basische Verseifung ergab den Liganden 22.

COOMe
COOMe e
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OMe ; N 2 e
H,0, RT, 25 min Ac H
HO
15
COOR
NaCNBH,, MeOH,
0.1 MNaAc, pH =5
) oo MeOOC NH. | RT, 25 min, 25%
R=Me 29 N %
0.1 M NaOH
RT, 1h, 75% N o OMe
R=H 22 N
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HO

Abbildung 36: Synthese des C-7 Aminokonjugates 22 der trunkierten Sialinsiure.

Die Ausbeuten des Aminokonjugates 21 von 83% sind im Gegensatz zum Analogon 22 mit
25% deutlich hoher. Ein Grund fiir die geringere Ausbeute von 22 konnte in der
unterschiedlichen Nucleophillie des Aminostickstoffes der Amine 26 und 28 liegen. Der
pH-Wert von pH = 5.0 scheint fiir die reduktive Aminierung mit Benzylamin in einem
vorteilhaften Bereich zu liegen. Demgegeniiber ist dieser pH-Wert fiir die reduktive
Aminierung mit 3-Aminomethylbenzoesdure vermutlich zu niedrig, um eine optimale

Nucleophillie des Aminostickstoffes fiir die vorgelagerte Bildung des Imins zu gewéhrleisten.

4.4.3.4 Synthese von C-8 Aminokonjugaten der trunkierten Sialinsiure

Fiir die Darstellung der C-8 Aminokonjugate der Sialinsdure wurde der Methylester 13 im
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ersten Schritt mit einem Aquivalent Natriumperiodat oxidativ gespalten. Die anschlieBende
reduktive Aminierung zu C-8 Aminokonjugaten fiihrte an dhnlichen Aminokonjugaten nur zu
sehr geringen und nicht reproduzierbaren Ausbeuten.” Deswegen wurde die reduktive
Aminierung an C-8 Aldehydhydraten, unter Schlenk-Bedingungen und mit Molsieb 3 A
durchgefiihrt, um die Bildung des vorgelagerten Imins zu begiinstigen. Des Weiteren wurde
der pH-Wert im Verlauf der Reaktion regelmiBig tiberpriift und gegebenenfalls auf pH = 7

korrigiert, da das pH-Optimum fiir die reduktive Aminierung zwischen pH = 6-8 liegt.®*

Durch die Umsetzung des Rohproduktes 14 mit den Aminen 30 bzw. 32 und
Natriumcyanoborhydrid konnten erfolgreich die entsprechenden C-8 Aminokonjugate mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie identifiziert werden. Allerdings
war in diesem Schritt eine Reinisolierung von 31 und 33 nicht moglich, da im Eluenten fiir
die Saulenchromatographie notwendiges Triethylamin selbst durch mehrmalige Codestillation
mit Toluol und Trocknung nicht abgetrennt werden konnte. Eine Abtrennung des
Triethylamins durch Gelpermeationschromatographie an Biogel P2 war ebenfalls nicht

moglich. Die basische Verseifung von 31 und 33 ergab die Liganden 18 und 19.

COOMe COOMe
1 eqNalO,

OMe H,0, RT, 2 min

> \ > NaCNBH,
GOOR MeOH, pH = 7
R=Me 31 HN HN P .
0.1 M NaOH, HO 30 2 RT, 20 h, Ausb. n. b.
RT, 1h, 18%

HO

COOMe COOMe
1eqNalO,
OMe H,0, RT, 2 min OMe
—\ NaCNBH,

R=Me 33 HN COOR —\ MeOH, pH =7,
0.1 M NaOH, = 32 HN RT, 20 h, Ausb. n.b.
RT, 1 h, 14% HO 2

R=H 19 N 0 OMe

= ~
Ac
HO

Abbildung 37: Darstellung der C-8 Aminokonjugate 18 und 19 der trunkierten Sialinsiure.
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Die Darstellung von 35 (Abbildung 38) erfolgte durch reduktive Aminierung von 14 mit
yv-Aminobuttersdure 34. In diesem Fall war eine Isolierung des Produktes 35 durch
Gelpermeationschromatographie an Biogel P2 moglich. Die anschlieBende basische

Verseifung ergab quantitativ den Liganden 20.

COOMe COOMe
leqNalO,
OMe
OMe H,0, RT, 2 min
HooC
x\ HOOC NaCNBH,
_ COOR x\ MeOH, pH = 7,
0.1 M NaOH, R=Me 35 HN 34 .\ | RT.20h17%
RT, 1 h, 99% HO' 2
R=H 20 N (@] OMe
- ~
Ac
HO

Abbildung 38: Darstellung des C-8 Aminokonjugates 20 der trunkierten Sialinsiure.

Die Ausbeuten aller drei aminierten Verbindungen 18, 19, 20 von durchschnittlich 16% sind
trotz der Tatsache, dass nur ca. 72% des Eduktgemisches fiir die reduktive Aminierung den
C-8 Aldehydhydrat 14 darstellt (siche Abschnitt 4.4.3.2) nicht sehr hoch, wenn man die
anschlieBende Verseifung von 31 und 33 als quantitativ betrachtet. Diese liegen mit
unterschiedlichen Aminen als Edukte allerdings in einem reproduzierbaren Bereich. Eine
Steigerung der Ausbeute ist durch eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen
(z.B. pH-Wert, Aminkonzentration, Lodsungsmittel oder Reduktionsmittel) und der
Aufarbeitung denkbar.

4.4.3.5 Versuch der Darstellung eines C-8 Amidokonjugates der trunkierten Sialinsdure

Fiir die Darstellung von 14 wurden im ersten Schritt das NeuSAcoa2Me 13 mit nur 0.6
Aquivalenten Natriumperiodat oxidativ gespalten. Dies sollte das Entstehen des C-7-
Aldehydhydrates weitestgehend verhindern, um Aufarbeitungsprobleme des nachfolgenden
Reaktionsschrittes zu vermeiden. Das Rohprodukt von 14 wurde anschliefend mit
Natriumchlorit und Wasserstoffperoxid umgesetzt, um das C-8 Aldehydhydrat in die
entsprechende Saure 36 zu iiberfithren. Um Nebenreaktionen der im néchsten Reaktionsschritt
folgenden Amidverkniipfung zu vermeiden, wurden die freien Hydroxyfunktionen acetyliert.
Aus der anschlieBenden Umsetzung der acetylierten Sdure 37 mit n-Propylamin 32,

Dicyclohexylcarbodiimid und kat. DMAP konnte die Produktmasse des Amides 38 per
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MALDI-TOF-Massenspektrometrie gefunden werden. Eine Aufarbeitung und Isolierung von
Verbindung 38 gelang jedoch nicht, so dass der Ligand 23 durch eine mdgliche basische

Verseifung des Methylesters sowie der Acetylgruppen nicht erhalten werden konnte.

COOMe

0.6 eq NalO,
—_—
OMe H,O, RT, 13 min,
Ausb. n. B.
NaClO,, H,0,
H,0, RT, 2.5 h, 86%
COOMe
Ac,0, Pyridin
-~
OMe RT, 24 h, 49%

DCC, DMAP, DCM/DMF COOH
0°C>RT, 18 h, Ausb. n. b.
OMe
32 H,N -

Abbildung 39: Versuch der Darstellung des Amidokonjugates 23 der trunkierten Sialinsdure.
Das Produkt 38 konnte nicht isoliert werden. Die basische Verseifung der Verbindung 38 wiirde
zum Liganden 23 fiihren.

4.4.3.6 Bindungsanalyse mittels SPR

Im Anschluss wurden die synthetisierten Liganden mittels SPR vermessen. Die ermittelten
Datenpunkte aus den Sensorgrammen des C-7 Aminokonjugates 21 sind in Abbildung 40
aufgefiihrt. Aufgrund des linearen Verlaufes der Datenpunkte hoherer Konzentrationen, kann
nur dann das one-site-binding Modell angewandt werden, wenn man die beiden hochsten
Konzentrationen nicht berilicksichtigt. Dies ergibt eine Dissoziationskonstante von
Kp =1075+668 uM und ist damit dem Kp-Wert des Referenzliganden 5 mit Kp = 1430 +
1240 puM sehr dhnlich.
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Abbildung 40: SPR-Antworten des C-7 Aminokonjugates 21 als Funktion dessen Konzentration.
Aufgrund des linearen Verlaufes der Datenpunkte im oberen Konzentrationsbereich, kann
durch ein fit iiber alle Datenpunkte keine Dissoziationskonstante erhalten werden (links). Dies
ist vermutlich ein Resultat von unspezifischen Wechselwirkungen im hdheren
Konzentrationsbereich des Liganden. Lisst man stattdessen die Datenpunkte der beiden
hochsten Konzentrationen bei der Kurvenanpassung unberiicksichtigt, ist ein Kp-Wert durch
das one-site-binding Modell bestimmbar (rechts).

Die Auswertung der Datenpunkte des C-7 m-Carboxybenzylaminokonjugates 22 nach dem
one-site-binding Modell ist in Abbildung 41 zu sehen. Hierbei konnte iiber alle Datenpunkte

angefittet werden.

16- Ligand 22
14 " '
12 N

SPR-Antwort [RU]
?

4- K, = 342 + 106 UM
5] RU_=18+2

1 RU__(th) =82
0 T T T T

0 500 1000 1500 2000

Konzentration [uM]

Abbildung 41: SPR-Antworten des C-7 Aminokonjugates 22 als Funktion dessen Konzentration.
Diese Datenpunkte sind an das one-site-binding Modell angefittet.

Der hierdurch bestimmte Kp-Wert flir Verbindung 22 betrigt 342 = 106 uM, was einer etwa
vierfachen Verbesserung gegeniiber dem Referenzliganden Neu5Aco2Me 5 mit einem
Kp =1430 £+ 1240 uM, entspricht. Der bestimmte RU,,,x-Wert von 18.2 ist jedoch gegeniiber

dem theoretischen RUp.x-Wert von 81.9 deutlich geringer. Deswegen wurde im Fall
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der Verbindung 22 ebenfalls die kinetische Anpassung der Bindungskurve an die Langmuir-

Gleichung tiberpriift (Abbildung 42).

20+
15- 0 k_ =0.657 £0.035 M's’
B ‘ k.. =0.0018 + 8.2*10° &
=) K,= 27 x 10° uM
= 104
(o]
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o
75}
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-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Abbildung 42: Anpassung des SPR-Sensorgramms der hochsten Konzentration des Liganden 22
an die Langmuir-Gleichung.

Die hierdurch bestimmte Dissoziationskonstante von Kp = 27 x 10° uM ist um den Faktor
~100 schlechter als die des thermodynamischen fits. Die GroBenordnung dieser Abweichung
der kinetischen bzw. thermodynamischen Auswertung wurde allerdings schon bei den
Referenzliganden 5 und 6, festgestellt, wenn auch dort die kinetische Auswertung zu einem

kleineren Kp-Wert fiihrte.

Die Vermessung der C-8 Aminokonjugate wurde an einem anderen Biacore-Chip
vorgenommen. Exemplarisch fiir die C-8 Aminokonjugate (20-22) sind die Sensorgramme
des Liganden 20 in Abbildung 43 aufgefiihrt. Bei der Betrachtung der Rohsensorgramme ist
festzustellen, dass am Anfang und Ende einer Messreihe schon die Pufferinjektionen zu
starken RU-Antworten fiihrten. Die RU-Antworten des Puffers waren zudem nicht stabil,
sondern nahmen im Verlauf der Injektionen ab. Des Weiteren zeigt ein Vergleich der beiden
Sensorgramme der Pufferinjektionen zueinander einen RU-Unterschied von ca. 5 RU. Dies
fiihrt dazu, dass die RU-Antworten der einzelnen Sensorgramme aus der Konzentrationsreihe
des Liganden relativ zueinander eine Unsicherheit aufwiesen. Ein dhnlicher Verlauf der
Sensorgramme der Pufferinjektionen konnte auch bei den Liganden 18 und 19 festgestellt

werden.
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Abbildung 43: Sensorgramme der Konzentrationsreihe des Liganden 20. Die Sensorgramme der
reinen Pufferinjektionen sind in schwarz dargestellt. Die positiven sowie am Anfang und Ende
der Messreihe unterschiedlichen RU-Antworten der Pufferblindinjektionen kénnen nicht
erklirt werden und lassen auf eine Unsicherheit in den Messergebnissen schlielen.

Ein eindeutiger Grund fiir das Signal der Pufferinjektion, dessen Abnahme wéhrend der
Injektion und der RU-Unterschied der Pufferinjektionen am Anfang und am Ende der
Messreihe, konnte bisher nicht gefunden werden. Bereinigt man jedoch die SPR-Signale der
einzelnen Konzentrationen von dem Signal der Pufferinjektion, so kommt man fiir die
Liganden 18 und 20 zu konzentrationsabhéngigen RU-Antworten, die sich sehr gut an das
one-site-binding Modell anfitten lieBen. Fiir den Ligand 19 konnte allerdings keine

Konzentrationsabhingigkeit der RU-Antworten gefunden werden.

1 Ligand 18 - 12: Ligand 20
251 . n "
10 "
5 201 5
& X 8-
g5y /" 5 ]
E E 694
c [ c 4
< 104 < .
x | x 41
& . K, =68 23 uM & K, =59 + 15 uM
1 RUmax:27i2 21 RU =12+1
0 ] RU_(th.) =36 o T RU __ (th.)=39
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Abbildung 44: SPR-Antworten der C-8 Aminokonjugate 18 und 20 als Funktion ihrer
Konzentration. Die einzelnen Datenpunkte sind an das one-site-binding Modell angefittet.

49



4 Ergebnisse und Diskussion

Die Dissoziationskonstanten der beiden C-8 Aminokonjugate betragen fiir Ligand 18
Kp=68+23 uM bzw. fir Ligand 20 Kp = 59+ 15 pM. Sie weisen damit beide eine
wesentlich hohere Bindungsaffinitit auf als der Referenzligand Neu5Aca2Me § mit einem

Kp= 1430 £ 1240 uM.

4.4.3.7 Bindungsanalyse mittels STD-NMR

Das C-7 Aminokonjugat 22 und die C-8 Aminokonjugate 18-20 wurden anschlieBend mittels
der STD-NMR Methode auf ihre Bindungseigenschaften zum HS5 hin untersucht. Fiir die
STD-Messungen wurde sowohl die Leistung des Séttigungspuls sp13 (30 dB), als auch dessen
Einstrahlpunkt (-1.5 ppm) zur Minimierung der Artefaktsignale angepasst. Eine
anschlieBende Uberpriifung der verinderten Parameter zeigte weiterhin eindeutige STD-
Signale des schon vermessenden Referenzliganden 5. Allerdings konnten bei den
vermessenen Aminokonjugaten 22 sowie 18-20 fiir keine der Verbindungen STD-Signale
detektiert werden. Dies kann zwei Griinde haben: Zum einen kann eine zu niedrige off-rate
der Liganden dazu fiihren, dass zu wenig gesittigte Ligandmolekiile undissoziiert in Losung
vorliegen, wodurch aufgrund des niedrigen Signal-Rausch-Verhéltnis im STD-Spektrum kein
Signal detektiert werden kann. Ein anderer Grund wire eine viel schlechtere Bindung oder ein
vollstdndiger Bindungsabbruch. Dies ist aber eher unwahrscheinlich, da die Liganden 18, 20,

21 und 22 in den SPR-Studien auf spezifische Interaktionen mit dem H5-Protein hindeuteten.

Um dies zu verifizieren wurde eine exemplarische STD-Kompetitionstitration des
Referenzliganden NeuS5Aco2Me 5 mit einem der C-8 Aminokonjugate (Ligand 20)
durchgefiihrt. Durch die Zugabe des Liganden 20 sollte, im Falle einer spezifischen Bindung,
der Referenzligand 5 aus der Bindungstasche verdringt werden. Dies wiirde sich in einer
Abnahme der STD-Amplifikationsfaktoren der individuellen Protonen von 5 bemerkbar
machen. In Abbildung 45 sind die STD-Amplifikationsfaktoren der N-Acetylgruppe von 5
gegen die logarithmische Konzentration des Liganden 20 aufgetragen (mit Ausnahme des
Datenpunktes bei 10° mM). Die STD-Amplifikationsfaktoren der N-Acetylgruppe von 5
nehmen durch die Zugabe von 20 ab. Diese Abnahme ist allerdings nicht vollstindig und
hitte durch die Vermessung von hoheren Konzentrationen des Liganden 20 verstirkt werden
konnen. Trotzdem ist es mdglich unter der Annahme, dass bei hohen Konzentrationen des
Liganden 20 (10° mM) die STD-Signale des Liganden 5 auf null gehen, aus den Werten einen
ICso-Wert des Liganden 20 zu bestimmen.*’
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Die Bestimmung des ICso-Wertes erfolgt durch eine Anpassung der Datenpunkte an das one-

site-competition-Modell.
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Abbildung 45: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren der N-Acetylgruppe des
NeuSAcao2Me 5 gegen die logarithmische Konzentration des Liganden 20. Ein fif nach dem one-
site-competition-Modell ergibt den ICs-Wert des Inhibitors 20. c¢(H5)=1.15 pM,
c(Ligand 5) =210 uM, c(Ligand 20)=65-193 uM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm

Durch den bestimmten ICso-Wert von 20, der Konzentration des Liganden 5 und dessen

ermittelten Kp-Wert kann man nach Gleichung 8 die Bindungskonstante des Liganden 20

berechnen.
IC
K< — 50
' n c(Ligand 5)
K, (Ligand5)

Gleichung 8: Bestimmung des Ki-Wertes des Inhibitors 20 durch die Cheng-Prusoff-Gleichung.

Der so bestimmte K;-Wert fiir Ligand 20 betrdgt K; = 450 uM und bestétigt den Erhalt der
Bindung und dariiber hinaus die Verbesserung der Bindungsaffinitit des Liganden 20
gegeniiber dem Referenzliganden 5. Im Vergleich zu dem aus den SPR-Studien ermittelten
Wert von Kp = 58.9 uM ist dieser um den Faktor ~8 hoher. Die Abweichung liegt vermutlich
an der geringen Anzahl der Datenpunkte der STD-Kompetitionstitration und dem damit
einhergehenden Fehler bzw. an dem Fehler aus dem SPR-Experiment. Weiterhin sind die
durch STD-NMR bestimmten Dissoziationskonstanten, wie schon beim NeuSAca2Me 5,

haufig etwas hoher als die durch SPR bestimmten Werte.
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4.4.4 Ubersicht der an der Sialinsdure modifizierten Liganden

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse des dockings und der Bindungsanalyse der Liganden

zusammengefasst.

Tabelle 4: Zusammenstellung der berechneten Bindungsenergien der modifizierten
Sialinsdurederivate und deren mittels SPR oder STD-NMR ermittelten Kp-Werte. Im ersten
Cyclus wurde die Relevanz der Glycerolseitenkette durch die trunkierten Sialinsiurederivate 7
und 8 iiberpriift. Dies fiihrte im zweiten Designcyclus zu C-8 und C-7 Aminokonjugaten, die
gegeniiber dem NeuSAca2Me deutlich verbesserte Bindungsaffinititen aufwiesen.

Ligand beer:z:‘g“izt[ek]:;‘l‘/‘:;‘(‘)‘ﬁs Kb (SPR) [uM] | Kp (NMR) [uM]

Referenz 5 -28.6 1430 2780

7 239 1350 n.b,
1. Cyclus 8 0.2 1280 nb.

18 30.8 68.0 kein STD

19 130.7 ; kein STD
2. Cyclus 20 327 58.9 K; = 450 uM

21 277 1075 n.b,

22 326 342 kein STD

Nach den vorliegenden Ergebnissen sind zwei der C-8 Aminokonjugate mit Kp-Werten von
Kp =68 + 2 uM fiir Ligand 18 bzw. Kp = 59 + 15 pM fiir Ligand 20 die besten Binder der an
der Glycerolseitenkette modifizierten Liganden. Dies korrespondiert mit den durchgefiihrten
docking-Studien, bei denen sich die Liganden 18 und 20, sowie Verbindung 22 als am
aussichtsreichsten herausstellten. Somit flihrten zum ersten Mal Modifizierungen an der
Glycerolseitenkette der Sialinsdure zu einer deutlichen Verbesserung der Bindungsaffinitit

am Hamagglutinin.

[ HOOC x\
COOH

HN COOH HN
HQu e HQ e
AC/ Ac

HO HO
18 20

Abbildung 46: Die Liganden 18 und 20, die im Vergleich zur Referenzsubstanz NeuSAca2Me 5
eine um den Faktor 21 bzw. 24-fache Bindung in den SPR-Studien zeigten.
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4.5 Modifikationen am Aglycon

Der zweite Forschungsschwerpunkt dieser Arbeit war die Entwicklung von am Aglycon
modifizierten Sialinsdureglycosiden. Hierdurch sollten zusitzliche Interaktionen aufBerhalb
der eigentlichen Bindungstasche ausgebildet werden, die ebenfalls zu einer Steigerung der

Bindungsaffinit fiihren sollten.

4.5.1 Entwicklung von am Aglycon modifizierten Sialinsdureglycoside

Das O-Glycosid der Sialinsdureglycoside ist je nach Aglycon mehr oder weniger sdurelabil.
Deswegen war es neben der Entwicklung hochaffiner Liganden durch die Modifizierung am
Aglycon wichtig, zu iiberpriifen, ob stabilere Analoga von O-Glycosiden nicht zu einer
Beeintrichtigung der Bindungsaffinitit zum Hamagglutinin fiihren. Da der glycosidische
Sauerstoff der Sialinséure aus der Bindungstasche heraussteht und somit vermutlich keine
bindenden Wechselwirkungen leistet, ist dies eigentlich nicht zu erwarten. Das O-Glycosid 39

sollte flir diese Zwecke mit dem &hnlichen C-Glycosid 40, welches von S. Meinke zur
66,67

verglichen werden.

Verfligung gestellt wurde,

Abbildung 47: Zwei dhnlich aufgebaute Glycoside der Sialinsidure. Verbindung 39 ist das 2-0-
Benzylglycosid, Verbindung 40 ein dhnliches a2-C-Glycosid.

Fiir die Entwicklung hochaffiner Sialinsdureglycoside des Hamagglutinin HS stellten die von
der Arbeitsgruppe um Toogood fiir das H3 des H3N2-Virus entwickelten O-Glycoside, eine
interessante Leitstruktur dar.® Das gemeinsame Strukturelement dieser Liganden
(Abbildung 48) besteht aus der Sialinsdure, welche am Aglycon iiber einen Alkyllinker mit
verschiedenen Aromaten verbunden ist. Die Bindungskonstanten dieser Verbindungen waren

zum Hémagglutinin H3 bis zu 64-fach besser als zum Referenzliganden Neu5Aca2Me 5.
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Abbildung 48: Allgemeines Strukturelement der von der Arbeitsgruppe um Toogood
entwickelten Sialinsidureglycoside. Die beste Verbindung hatte eine um den Faktor 64 bessere
Bindungsaffinitit zum H3 als der Referenzligand NeuSAco2Me S.

Des Weiteren konnten zwei dieser Verbindungen mit dem H3 cokristallisiert und

Rontgenstrukturen der Protein-Ligand-Komplexe erhalten werden.™

Abbildung 50: Rontgenstruktur des H3 mit daran gebundenen Liganden 42.°® Die alkylische
Seitenkette nutzt einen hydrophoben Bindungskanal des Himagglutinins H3 aus. Der
Naphtylacetamidrest steht in nahem Kontakt zu den hydrophoben Aminosiuren des Proteins.
(Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand: capped sticks, crossed-eye Modus)

Die unpolare Seitenkette im Falle beider Liganden befindet sich in einem hydrophoben Kanal
des H3, welcher aus der Bindungstasche herausfiihrt. Der endstindige Naphtylring zeigt

nahen Kontakt zu Aminosduren des Proteins. Die Rontgenstruktur des Komplexes, bestehend
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aus dem H3 und dem daran gebundenen Liganden 42 wurde fiir diese Arbeit von S. J.
Watowich zur Verfiigung gestellt.”® In Abbildung 50 ist dieser Komplex im Bereich der
Protein-Ligand-Interaktion dargestellt. Bei dem anschliefenden Vergleich des H3 mit dem HS
stellte sich heraus, dass das HS an gleicher Position nahe der Bindungstasche ebenfalls einen
hydrophoben Kanal ausbildet. Dieser ist allerdings nicht ganz so stark ausgepragt wie im H3.
Um die Position des Liganden vom H3 auf das H5-Protein zu iibertragen, wurde ein protein-
alignment beider Proteine (H3 mit Ligand 42 und HS5) durchgefiihrt. Die daraus resultierende
Struktur zeigte einen &dhnlichen Bindungsmodus des Liganden 42 zum HS5, wie zu der

Originalstruktur des H3 auf (Abbildung 51).

Abbildung 51: Durch ein protein-alignment des H3 mit dem Liganden 42 auf das H5 konnte die
Position und Struktur des Liganden auf das HS iibertragen werden. (Darstellungsform: Protein:
connolly Oberfliche, Ligand: capped sticks, crossed-eye Modus)

Um zu iberpriifen, ob dieses Strukturelement auch beim Hamagglutinin HS eine Steigerung
der Bindungsaffinitit zur Folge hat, wurde nach gleichen oder &hnlichen Verbindungen
gesucht, die am HS5 vermessen werden sollten und aus verfiigbaren Chemikalien darstellbar
waren. Als Basis wurde aus der Struktur des besten von Toogood et al. publizierten Binders 4
der Ligand 43 abgeleitet, bei dem der Amid-Stickstoff und der Carbonyl-Kohlenstoff

miteinander ausgetauscht wurden.
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Abbildung 52: Der aus der Struktur 4 abgeleitete Ligand 43.

Basierend auf der Position des Liganden 42 wurden die zusétzlichen Molekiilfragmente des

Liganden 43 in die H5-Rontgenstruktur eingepasst (Abbildung 53).

- 3/

a4

Abbildung 53: In die Struktur des H5 eingepasster potentieller Ligand 43. Dessen Alkylkette
kann den ebenfalls im HS ausgebildeten, aus der RBD fiihrenden Kanal nutzen. Der
Naphtylacetamidrest kann Interaktionen mit einem hydrophoben Bereich des Proteins eingehen.
(Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand: capped sticks, crossed-eye Modus)

Bei der Betrachtung der resultierenden Struktur wird deutlich, dass es im Bereich der
Amidbindung des Liganden schwierig ist, potentielle Kontakte zum HS5-Protein durch
Wasserstoftbriickenbindungen auszubilden. Hierdurch sollte der Austausch der amidischen

Carbonylgruppe mit dem Stickstoff keine Beeintrachtigung der Bindung zur Folge haben. Der
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Naphtylacetamidrest hat positionell gute Kontakte zu einem hydrophoben Bereich des
Proteins. Durch die Variierung, sowohl in der Linge der Seitenkette wie auch des Aromaten,
sollte ein potentieller Bereich bindender Interaktionen tiberpriift werden (Abbildung 54). Die
aus dem Liganden 43 hervorgehenden, modifizierten Verbindungen zeigten beim Einpassen
in die Rontgenstruktur des HS5 ebenfalls gute, unpolare Kontakte des Aromaten zu den

Aminosduren des Proteins.

Abbildung 54: Durch die Modifizierungen der Linge der glycosidischen Seitenkette bzw. der
Art des Aromaten ergeben sich aus dem Liganden 43 die Verbindungen 44, 45 und 46.

Im Anschluss an das Design wurde das theoretische Potenzial der Liganden durch das
docking uberpriift (Tabelle 5). Wéhrend vor allem das O-Glycosid Neu5Aca2Bn 39 im
docking kaum eine theoretisch bessere Bindungsaffinitit im Vergleich zum Neu5SAca2Me 5
zeigte, deuteten die entworfenen Glycoside (43-46) auf eine deutliche Zunahme dieser hin.
Uberraschenderweise zeigte hier auch schon das C-Glycosid eine theoretische Zunahme der

berechneten Bindungsenergie.
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Tabelle 5: Die mit dem Programm Sybyl 8.0 berechneten theoretischen Bindungsenergien des
2-0-Benzylglycosides 39 und des C-Glycosides 40 der Sialinsidure, sowie der O-Glycoside (43-46).
Im Vergleich dazu ist der Referenzligand NeuSAca2Me 5 aufgefiihrt.

Ligand berechnete Bindungs-
energie [kcal/mol]

5 -28.6
39 -31.6

40 -35.3

43 -40.6

44 -38.4

45 -42.1

46 -35.6

4.5.1.1 Synthese des 2-O-Benzylglycosides der Sialinsiure

Fiir die Synthese des a-Benzylglycosides 39 wurde der von S. Scheid bereitgestellte
Methylester 47° basisch verseift.

OH

HO
0.1 M NaOH

—_—

RT, 1 h, 85%

Abbildung 55: Darstellung des Liganden 39.

4.5.1.2 Synthese der Aglycon-modifizierten Sialinsdureglycoside

Im ersten Schritt zur Synthese der O-Glycoside wurden die amidischen Strukturen des
Aglycons dargestellt. Die amidischen Verkniipfungsreaktionen zu den aromatischen Linkern
wurden mit der jeweiligen aromatischen Sdure, dem Aminoalkohol und mittels des

Aktivatorengemisches TBTU/DIPEA durchgefiihrt (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Synthese der Linker durch amidische Verkniipfung von Aminoalkoholen und
entsprechenden aromatischen Sauren mittels TBTU und DIPEA.

AnschlieBend wurden die Alkohole 53 und 54 unter Konigs-Knorr-Bedingungen®’’ mit

Ag>COs3 in Dichlormethan glycosidisch mit dem B-Sialylchlorid 12 verkniipft (Abbildung 57).

OAc

AcO OAc -
COOM _Rup Ag,CO,, Molsieb 4A R
e DCM, 4 h, dunkel, Ausb. n. b.
heo R, (57)
R, (58)
NaOMe’ MeOH, pH =10
RT,3h
R, (59) = 7%
0.1 M NaOH R = Me 5.
i 5 Rue R, (60) = 9%

R, (43) 77%
R, (44) 96%

Abbildung 57: Synthese der Liganden 43 und 44.

Die anschlieBende Reinigung der Glycoside 57 und 58 war aufgrund eines nahezu identischen
Re-Wertes von Nebenprodukten trotz mehrmaliger Sdulenchromatographie nicht vollstidndig
moglich. Somit wurden die Rohprodukte der Glycoside 57 und 58 zur besseren Abtrennung
der Verunreinigungen direkt mit Natriummethanolat umgesetzt.”’ Dies ergab die entschiitzten

Glycoside 59 und 60. Diese wurden im ndchsten Schritt im Basischen zu den Liganden 43
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und 44 umgesetzt. Fiir die Darstellung der anderen zwei Liganden 45 und 46 wurden die
entsprechenden Alkohole im ersten Schritt auf gleiche Weise glycosidisch mit dem
B-Sialylchlorid 12 verkniipft (Abbildung 58). AnschlieBend wurden die Rohprodukte der
O-Glycoside 61 und 62 direkt im Basischen verseift, um so in einem Schritt die
O-Acetylgruppen und den Methylester zu entschiitzen. Dieser Weg fiihrte jedoch zu
Problemen bei der anschlieBenden Reinigung der Liganden. Nur durch mehrmalige Reinigung
mittels Gelpermeationschromatographie an Biogel P2 war es moglich, die Liganden 45 und

46 zu erhalten. Durch die notwendigen Reinigungsschritte reduzierten sich die Ausbeuten

allerdings erheblich.
0A
Ao PAC al AcO ¢ OOMe
Ao D + R s Ag,CO,, Molsieb 4A Ao R
H o COOMe Ho™ Y o o)
_N DCM, 4 h, dunkel, Ausb. n.b. .~
Ac
Ao Aeo R, (61)
= R, (62)
0.1 M NaOH
MeOH, RT, 1 h
o OH
OOH R, (45) = 3%
HO® _Rau R, (46) = 3%
H o 0 <

HO

o

RB: /\/\/\/ 4 N H ‘
o

Abbildung 58: Synthese der Liganden 45 und 46.

4.5.1.3 Bindungsstudien der Liganden mittels SPR

Die SPR-Experimente mit dem aromatischen O-Glycosid 39 und dem aromatischen
C-Glycosid 40 zeigten in beiden Fillen eine konzentrationsabhingige Zunahme der

RU-Antworten, die sich nach dem one-site-binding Modell anfitten lieBen (Abbildung 59).
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Abbildung 59: SPR-Antworten der Liganden 39 und 40 als Funktion ihrer Konzentration. Die
Datenpunkte sind nach dem one-site-binding Modell angefittet.

Wie erwartet wurde, zeigen beide Liganden eine Bindung zum Himagglutinin H5 im
niedrigen millimolaren Bereich. Dies deckt sich beim Liganden 39 mit literaturbekannten

Ergebnissen bei Bindungsstudien am H3-Protein.’®’’

Die Bindungskonstanten von
Kp=2.98+2.73 mM bzw. 2.01 = 0.37 mM des O- bzw. C- Glycosides sind sehr dhnlich und
deuten darauf hin, dass die Art des Glycosides keinen oder nur geringen Einfluss auf die

Bindungsaffinitit der Sialinsdure zum HS5 hat.

Die SPR-Studien der am Aglycon modifizierten O-Glycoside zeigten ebenfalls
konzentrationsabhéngige Zunahmen der RU-Antwort. Diese konnte man {iber alle
Datenpunkte nach dem one-site-binding Modell anfitten (Abbildung 60). Bei der Betrachtung
der Graphen ist jedoch festzustellen, dass die RU-Antworten der hochsten
Ligandkonzentrationen zu einem linearen Verlauf im oberen Bereich der Datenpunkte fiihren.
Hierdurch kann der fit nach dem one-site-binding Modell fehlerbehaftet sein. Des Weiteren ist
der sich nach dem fit ergebene RU,,,x-Wert im Fall des Liganden 45 ca. dreimal so hoch, als
dessen theoretischer RU .-Wert. Ein Grund fiir das Abweichen der RU-Werte der hoheren

Konzentrationen kénnen unspezifische oder unbekannte Interaktionen darstellen.
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Abbildung 60: SPR-Antworten der Liganden 43-46 als Funktion ihrer Konzentration. Der
beginnende lineare Verlauf der Kurven im oberen Konzentrationsverlauf fiihrt beim Anfitten
der Datenpunkte an das one-site-binding Modell zu ungenauen Ergebnissen. Mogliche Griinde
konnen unspezifische oder unbekannte Wechselwirkung im hoheren Konzentrationsbereich der
Liganden sein.

Léisst man die RU-Werte der hochsten Konzentrationen der Liganden bei dem fit jedoch
unberiicksichtig, kommt man zu an das one-site-binding Modell besser angepassten Kurven

(Abbildung 61).
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Abbildung 61: SPR-Antworten der Liganden 43-46 als Funktion ihrer Konzentration. Die RU-
Antworten der hochsten Konzentration des jeweiligen Liganden (in rot dargestellt) wurde fiir
die Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt. Dies fiihrt zu besseren fits nach dem one-site-binding
Modell.

Die sich hierdurch ergebenden Dissoziationskonstanten zeigen bei allen Verbindungen eine
Verbesserung der Bindungsaffinitit gegeniiber der des Referenzliganden 5 mit
Kp=1430 + 1240 uM. Der beste Ligand 43 hat, bezogen auf die SPR-Studien, mit
302 + 89 uM eine flinffach bessere Bindungsaffinitit gegeniiber dem Referenzliganden 5. Die
vom Liganden 43 abgeleiteten Strukturen 44-46 fiihren jeweils zu etwas schlechteren
Bindungskonstanten, sind jedoch ebenfalls besser als die des Referenzliganden 5. Demnach
scheint eine Affinitétssteigerung unter Ausnutzung hydrophober Kontakte glycosidischer
Seitenkettenstrukturen auch beim H5-Protein zum Tragen zu kommen. Die Steigerung der

Bindungsaffinitdt sind hierdurch jedoch nicht so stark wie am Hamagglutinin H3.
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4.5.1.4 Bindungsstudien der Liganden mittels STD-NMR

Um die ermittelten Dissoziationskonstanten zu bestitigen und genauere Informationen iiber
die Proteinkontakte der Liganden zu erhalten, wurden anschlieBend STD-Titrationsstudien
mit den aus den SPR-Studien besten und schlechtesten Liganden 43 und 45 durchgefiihrt. Die
Parameter spl3 und die Einstrahlfrequenz mussten hierbei zur Minimierung von
Artefaktsignalen angepasst werden. Bei der Messung zeigten beide Liganden, insbesondere
im aromatischen Bereich, starke STD-Antworten. Als Beispiel ist hier das off-resonance- und

STD-Spektrum des Liganden 43 illustriert.

off-resonance-Spektrum

Y (AN

NH-Ac
aromatische tibrige Protonen Alkyl-
Protonen protonen
der NAA H11-H14
STD-Spektrum
HDO H-3eq H-3ax
Ml‘“ P = i “...,T it WJMM
| T T 1 1 1T [ 1T 1T T 1 | T 1T T 7 17 1T 11 | T T T 7 1T T 1T T1T7]
8 7 6 5 4 3 2  [ppm]

Abbildung 62: Off-resonance- und STD-Spektrum des Liganden 43. Im STD-Spektrum erkennt
man die an der Bindung beteiligten Protonen. Im Bereich von 2.7 ppm befindet sich ein
zusitzliches Protonensignal, welches vermutlich eine Verunreinigung der Probe mit DMSO ist.
Dieses Signal macht sich jedoch im STD-Spektrum bis auf geringe Artefakte unter 1% nicht
bemerkbar. ¢(HS) = 1.51 uM, c(Ligand 43) = 336 uM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.
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Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten der Verbindungen, wurden die ermittelten
STD-Amplifikationsfaktoren gegen die jeweiligen Ligandkonzentrationen aufgetragen. Wie
schon bei den SPR-Studien wurde bei hoheren Konzentrationen der Beginn eines linearen
Verlaufes der Datenpunkte beobachtet. Diese wurden daher im Kontext einer besseren

Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 63: Bestimmung der Kp-Werte der Protonen der N-Acetylgruppe der Liganden 43
und 45 durch STD-Titration. Die rot markierten Datenpunkte lassen keinen optimalen fif an das
one-site-binding Modell zu, was vermutlich ein Resultat unspezifischer Wechselwirkungen ist.
Deswegen wurden diese bei der Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt.

Die durch die STD-Titration erhaltene Dissoziationskonstante von Kp = 341 pM + 25 uM fiir
Ligand 43 deckt sich sehr gut mit den Ergebnissen der SPR-Studien mit Kp = 302 + 89 uM,
fiir Ligand 45 ist der Kp = 462 + 67 uM etwas besser (SPR: Kp = 841 £ 393 uM). Die
Dissoziationskonstante des Liganden 43 ist beziiglich der STD-Studien um den Faktor 8
besser als die des Referenzliganden 5 mit Kp=2780+ 980 uM. Aus den 'H-STD-NMR-
Messungen konnten ebenfalls die Bindungsepitope beider Liganden erhalten werden
(Abbildung 64, Abbildung 65). Aufgrund einiger im 'H-Spektrum iiberlappender Signale

waren die relativen STD-Prozente aller Ligandprotonen jedoch nicht bestimmbar.
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Abbildung 64: Bindungsepitop des Liganden 43. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-20% (magenta), 20-60% (blau) und 60-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c(H5)=1.51 puM, c(Ligand 43)=336 uM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.
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Abbildung 65: Bindungsepitop des Liganden 45. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-30% (magenta), 30-60% (blau) und 60-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. ¢ (H5)=1.17 pM, c (Ligand 45) =259 uM, 700 MHz, T = 298 K, spl13 = 30 dB,
Sattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.

Die Bindungsepitope der Liganden 43 und 45 sind zueinander relativ dhnlich: Die groBten rel.
STD-Prozente sind in beiden Fillen an den aromatischen Protonen zu erkennen. Dies
unterstreicht nahe und damit vermutlich bindungsunterstiitzende Kontakte des Aromaten zum
Protein. Demgegeniiber zeigen die Kohlenhydratprotonen nur relative STD-Prozente im
mittleren Bereich, wobei die jeweils stirksten an den Methylprotonen der N-Acetylgruppe
und dem H-7 zu finden sind. Die geringen rel. STD-Prozente der Alkyl-Seitenkette deuten auf
nur geringe Wechselwirkungen mit dem Protein hin. Allerdings ist der Unterschied zwischen
den rel. STD-Prozenten der aromatischen Protonen und den Kohlenhydratprotonen im Falle
des Liganden 43 groBer. Unter der Annahme, dass sich die Position des Kohlenhydrates in der

Bindungstasche durch das jeweilige Aglycon nicht verdndert, kann dieser relative Unterschied

auf einen engeren Kontakt des Aromaten von Ligand 43 zum Protein hindeuten.
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Die Bindungsepitope der Liganden bestirken dariiber hinaus die durch das modeling in die
Rontgenstruktur eingepassten und minimierten Strukturen, beziiglich ihrer Position und
Konformation. Auch in der modellierten Struktur des Liganden haben sowohl der Aromat als
auch das Kohlenhydrat die engsten Kontakte zum H5-Protein, wihrend besonders der Anfang
der glycosidische Seitenkette (C-10 und C-11) der Liganden 43 und 45 aus dem Protein
herausragt. Hinsichtlich der Position des Naphtylacetamidrestes bestitigen die hoheren rel.
STD-Prozente der dulleren Aromatenprotonen die Position des 1-Naphtylacetamidrestes des

Liganden 43 zum H5-Protein.

4.5.2 Entwicklung von am Aglycon peptidisch modifizierter
Sialinsédureglycoside (1)

4.5.2.1 Design von am Aglycon modifizierten peptidischen Sialinsdurestrukturen

Da der Ligand 43 den besten Kp-Wert dieser Ligandgruppe aufwies, wurde dieser als
Leitstruktur fiir eine weitere Optimierung in den Fokus genommen. Fiir eine deutliche
Verbesserung dessen Bindungsaffinitit konnen zwei Moglichkeiten in Betracht gezogen
werden. Zum einen sollte eine Versteifung des Aglycons zu einer stirkeren Bindung fiihren
(siche Abschnitt 1.2.3). Hierfiir kann sowohl die Anbringung einer Doppelbindung als auch
einer Amidbindung in Frage kommen. Eine weitere Moglichkeit der Affinitétssteigerung stellt
die Etablierung zusitzlicher Interaktionen zwischen dem Aglycon des Liganden und dem

Protein dar.

Zur Uberpriifung dieser Optionen wurde zuniichst der zu optimierende Ligand 43 in der
Rontgenstruktur betrachtet und analysiert (Abbildung 66). Hierbei stellte sich heraus, dass
eine trans-Doppelbindung zwischen Position 13 und 14 die gleiche bindende Konformation
des Aglycons, wie die in der Leitstruktur 43 ermdglicht. In nahem Abstand zu dieser befindet
sich zudem die Aminogruppe eines Lysins (Lys 218) des H5-Proteins. Zu diesem konnten

polare Interaktionen oder eine n-Aromatenwechselwirkung ausgebildet werden.
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Abbildung 66: Abbildung der Leitstruktur 43 in der Bindungstasche des HS. Die Kohlenstoffe
13 und 14 des Aglycons (mit den daran gebundenen H-Atomen violett dargestellt) konnten
durch ihre bereits bestehende #rans-Orientierung (180°-Winkel-Torsionswinkel mit den
angrenzenden C-Atomen) durch eine trans-Doppelbindung ersetzt werden. Dies wiirde mit einer
Zunahme der Rigiditit des Liganden einhergehen. In der Nihe der Position befindet sich
auflerdem das Lys 218, zu dem eine polare Interaktion oder eine m-Aromatenwechselwirkung
aufgebaut werden konnte. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand: capped
sticks, crossed-eye Modus)

AnschlieBend wurde nach einer synthetisch praktikablen Mdglichkeit zur Etablierung der
oben genannten Modifikationen gesucht. Eine beide Aspekte beriicksichtigende Mdoglichkeit,
sowohl beziiglich einer Erhéhung der Rigiditit, als auch der Etablierung zusétzlicher
Wechselwirkungen, stellt hierbei das Einsetzen von Aminosduren in die Seitenkette der
Leitstruktur 43 dar (Abbildung 67). Hierdurch kommt es zur gewiinschten Versteifung der
Seitenkette, durch die ausgebildete Amidbindung. Des Weiteren ist es aufgrund der Diversitét

erhéltlicher Aminosduren moglich, die gewiinschten Interaktionen zum Lys 218 auszubilden.
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Abbildung 67: Durch das Einsetzen von Aminosiuren in die glycosidische Alkylkette des
Liganden 43 wird einerseits eine Versteifung der Seitenkette erreicht. Zum anderen kénnen
durch funktionelle Gruppen der Aminosiuren neue bindende Kontakte etabliert werden. Diese
Modifikationen konnten zu einer starken Verbesserung der Bindungsaffinitit fiihren.

Eine Moglichkeit der Modifikation stellt das Einbinden der Aminosdure Glycin in die
Seitenketten dar. Hierdurch kann man den separaten FEinfluss der Rigiditdtszunahme
tiberpriifen, da keine zusétzlichen Kontakte aufgrund der fehlenden Aminosédureseitenkette

ausgebildet werden konnen (Abbildung 68).

Abbildung 68: Der Einbau der Aminosiure Glycin fithrt zu einer Versteifung der glycosidischen
Seitenkette des Liganden 64.

Wihlt man statt des Glycins die L-Asparaginséure, so befindet sich deren Saurefunktion etwa

im Abstand einer Salzbriicke zu der Aminogruppe des Lys 218 (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Die Sidurefunktion der L-Asparaginsiure des Liganden 65 konnte eine potentielle
Salzbriicke zur Aminogruppe des Lys 218 ausbilden.

Abbildung 70: Darstellung des Liganden 65 in der Bindungstasche des HS. Das Einsetzen der
L-Asparaginsiure in die Seitenkette erlaubt zusétzliche Interaktionen dessen Carboxylgruppe
mit dem Lys 218 des HS. (Darstellungsform: Protein: connolly Oberfliche, Ligand: capped
sticks, crossed-eye Modus)

Die erwdhnte m-Aromatenwechselwirkung ist durch die Aminosdure L-Phenylalanin des

Liganden 66 priifbar (Abbildung 71).

Abbildung 71: Durch das Phenylalanin in der Seitenkette des entworfenen Liganden 66 ist die
Etablierung eine m-Aromatenwechselwirkung zum Lys 218 denkbar.
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Zur Kontrolle der durch das modeling entworfenen Strukturen wurden diese anschlieend
wiederum durch docking-Berechnungen iiberpriift. Die berechneten Bindungsenergien sind in
Tabelle 6 angegeben. Diese sind bei den Liganden 64 und 66 gegeniiber der Leitstruktur 43

verbessert. Die theoretische Bindungsenergie des Liganden 65 ist allerdings etwas schlechter.

Tabelle 6: Die mit dem Programm Sybyl 8.0 berechneten theoretischen Bindungsenergien der
aus der Verbindung 43 abgeleiteten peptidischen Sialinsidureglycoside (64-66). Im Vergleich
dazu sind die Leitstruktur 43 und der Referenzligand NeuSAcaMe 5 aufgefiihrt.

Ligand berechnete Bindungs-
energie [kcal/mol]
5 -28.6
43 -40.6
64 -41.8
65 -39.4
66 -46.2

4.5.2.2 Synthesedesign der am Aglycon peptidisch modifizierten Sialinsiureglycoside

Anschliefend wurde nach einer effizienten Synthesestrategie zur Darstellung der Liganden
gesucht. Das Augenmerk fiel hierbei auf zwei Eigenschaften der Zielmolekiile. Zum einen
besteht die Seitenkette aller drei Liganden aus den gleichen Grundelementen (n#-Propylamido-
Einheit, Aminosdure und 1-Naphtylacetamid), die amidisch miteinander verkniipft sind. Zum
anderen ist die Carbonsdurefunktion der gemeinsamen Sialinsdurestruktur an ein Harz

verankerbar. Dies macht eine Festphasensynthese der Liganden méglich.

Aus der Literatur sind bereits Festphasensynthesen von Sialinsdurederivaten bekannt.”' Da in
diesem Fall jedoch die freie Carboxylfunktion nach der Abspaltung wieder erhalten werden
sollte, musste ein geeignetes Harz gefunden werden. Eine Moglichkeit stellt hier das
2-Chlorotritylharz  dar.”*”> Die Abspaltung, der an der Festphase dargestellten
Sialinsdureanaloga, kann bei Verwendung dieses Harzes im leicht sauren Milieu und unter
Wiederherstellung der  Carboxylfunktion  durchgefiihrt werden. Ein  geeignetes
Vorldufermolekiil fiir die Festphasensynthese zur Darstellung der allgemeinen Zielstruktur 63
ist die Verbindung 67 (Abbildung 72). Diese beinhaltet bereits die n-Propylamino-Einheit in
der glycosidischen Seitenkette, welche als Carbamat Fmoc-geschiitzt ist.”* Die
Hydroxygruppen der Sialinsdure sind acetyliert, um Nebenreaktionen wihrend der
Amidkupplungen zu vermeiden. Das Vorldufermolekiil 67 ist mehrstufig durch die Wahl

geeigneter Schutzgruppen aus Sialinsdure 9 und dem Fmoc-geschiitzten Linker 68
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synthetisierbar. Fiir die glycosidische Verkniipfung an das Glycan kann nicht, wie in
vorherigen Synthesen, der Methylester des B-Sialylchlorides 12 verwendet werden. Weder die
Fmoc-Schutzgruppe, noch die Acetylschutzgruppen sind orthogonal zu dieser. Stattdessen ist

ein Benzylester 69 als Schutzgruppe der Saurefunktion geeignet.”

OH
(0]
H
/\/\ N
(6] N

OH

O/\/\NHFmoc

HO
9

Abbildung 72: Allgemeine Synthesestrategie zur Darstellung peptidisch verlinkter
Sialinsaureglycoside. Diese erhilt man effizient durch Festphasensynthese des gemeinsamen
Vorlaufermolekiils 67. Dieses ist aus dem B-Sialylchloridbenzylester 68 und Fmoc-Propanolamin
69 darstellbar.

4.5.2.3 Synthese der am Aglycon peptidisch modifizierten Sialinsiiureglycoside

Fiir die Synthese des fiir die Festphasensynthese einsatzfahigen Sialylglycans 67 wurde als
erstes der Fmoc-geschiitzte Linker 69 dargestellt (Abbildung 73). Dieser konnte durch die

Umsetzung von n-Propanolamin 70 mit Fmoc-succinimidylcarbonat erhalten werden.”®”’
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Abbildung 73: Darstellung des Carbamates 69.

Im Anschluss wurde die Sialinsdure 9 mit Essigsdureanhydrid in Pyridin und unter Zusatz von
DMAP acetyliert (Abbildung 74). Das aufgearbeitete Rohprodukt 71 wurde mit
Césiumcarbonat in das entsprechende Salz iiberfiihrt und mit Benzylbromid in DMF zu

Verbindung 72 umgesetzt.

Ac,0, Pyridin,

0°C, 44 h, Ausb. n. b.

AcO

OAc .
1. CsCO,, H,O:DMF 1:1, RT, 2 min

2. Bn-Br, DMF, RT, 16 h,

0,
COO0Bn 36%

AcCl, MeOH 2
0°C>RT, 40 h, 92%

Ag,CO;, AgCIO,, Molsieb 4 A, Drierite
Toluol:DCM 1:1, RT, 60 h, Ausb. n. b.

OAc

AcO

COOR 0
H,, PdIC 10%ig R=Bn I3 AcOny” /\/\N)J\O O
MeOH, 20 h, 18% AC/N H -
R=H 67 AcO i

Abbildung 74: Synthese des fiir die Festphasensynthese einsatzfihigen Bausteins 67.

o

Die anschlieBende Reaktion mit Acetylchlorid und Methanol ergab den Benzylester des
B-Sialylchlorides 68.”%" Dieser konnte mit dem Fmoc-geschiitzten n-Propanolamin 69 zum
entsprechenden a-Glycosid 73 umgesetzt werden. Zur Steigerung der Ausbeute wurde im

Gegensatz zur den vorherigen Glycosidverkniipfungen neben Silbercarbonat und
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Molsieb 4 A, zusitzlich katalytische Mengen an Silberperchlorat und auBerdem Drierite als
Trockenmittel zugesetzt.*® Eine vollstindige Reinigung des Produktes 73 war jedoch auch
hier, durch zu geringe Unterschiede der R-Werte mit Verunreinigungen, nicht moglich. Die
anschlieBende  hydrogenolytische  Entschiitzung von 73 mit Wasserstoff und
Palladium/Aktivkohle (10%) ergab den fiir die Festphasensynthese einsatzfahigen

Baustein 67.

Die Festphasensynthese der peptidisch verlinkten Sialylglycane begann mit der Kupplung der
Carbonséurefunktion des Bausteins 67 an das 2-Chlortritylchloridharz in abs. Dichlormethan
unter Zusatz von DIPEA (Abbildung 75). Eine photometrische Uberpriifung der
Methylenfluoren-Werte ergab eine Kupplungsausbeute an das Harz von 30-46%.

OH O — Harz
2-Chlorotritylharz-
chlorid, DIPEA
/\/\ > O/\/\NHFmoc
° NHFmoS  pewm, RT, 4-16 h
AcO
AcO 67 74
O —Harz
(0]
H Peptidsynthese,
PN N Fmoc-Strategie.
O N

P H)H/ _ TBTUIDipea
AcO R 1/2/3 (@]

R, (75), R, (76), R, (77)

OH
ACOH:TFE:DCM  , o o
1:1:3 H
s AcO /\/\ N I

N
AcO Ryzs O

R; (78), R, (79), R; (80)
OH
o 1. Hydrazinhydrat:MeOH 1:4, 3 h
§ 2. TFA:H,0 20:1, 5 min (80)

O/\/\N
H R, = 64 (15%)
Ryza O R, = 66 (12%)

R, = 65 (6%)

o

R, = (Gly) R, = (Phe) R, = (Asp) R,= k (Asp)

COOtBu COOH

Abbildung 75: Festphasensynthese der Liganden 64, 65 und 66.

Im Anschluss wurden durch Peptidsynthesen nach Fmoc-Strategie die entsprechenden

Aminosduren und nachfolgend die 1-Naphtylessigsdure durch jeweils Zweifachkupplungen an
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das verankerte Sialylglycan gekniipft. Als Aktivatorengemisch hierfiir wurde TBTU/DIPEA
verwendet.®' Die dargestellten Verbindungen 75, 76 und 77 wurden im Anschluss mittels
Essigsdure:Trifluorethanol:Dichlormethan ~ (1:1:3) vom  Harz  abgespalten.  Die
Acetylschutzgruppen der Sialylglycane wurden durch Hydrazinhydrat:Methanol (1:4)
entfernt. Die Verbindung 80 musste zusétzlich mit Trifluoressigsdure:H,O (20:1) behandelt
werden, um die tert-Butylgruppe der L-Asparaginsdure abzuspalten. Die Reaktionsdauer
wurde mit 5 min sehr kurz gewidhlt, um eine sdurekatalytische Zersetzung des
Sialylglycosides zu unterdriicken. Nach der anschlieBenden Reinigung der Rohprodukte an
der HPLC konnten die Liganden 64, 65 und 66 erfolgreich erhalten werden. In Abbildung 76
ist das "H-NMR Spektrum des Liganden 65 nach Reinigung an der HPLC illustriert.

[ I I | | | [ ‘I I | I | | I
7 6 5 4 3 [Ppm]

Abbildung 76: Exemplarisches 'H-NMR-Spektrum des mittels Festphasensynthese dargestellten
Liganden 65. D,0O, 700 MHz, T = 300 K.

Die Ausbeuten waren mit 15% fiir Ligand 64 und 12% fiir 66 im niedrigen zweistelligen
Bereich. Der Hauptgrund hierfiir ist wahrscheinlich die geringe Belegung des Glycans 67 an
das 2-Chlortritylchloridharz, aufgrund der abgeschirmten Séaurefunktion der sterisch
anspruchsvollen Sialinsdure. Die Ausbeute des Liganden 65 ist mit 6% deutlich niedriger.
Trotz der geringen Reaktionsdauer von 5 min, scheint durch die saure Abspaltung der fert-
Butylgruppen ein Teil des Produktes an der glycosidischen Bindung gespalten worden zu

sein.
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4.5.2.4 Bindungsstudien der Liganden mittels SPR

Fir die mittels Festphasensynthese synthetisierten Liganden 64-66 wurden fiir die
SPR-Studien niedrigere Konzentrationen von bis zu ¢ =250 pM gewdhlt, um mdgliche
unspezifische Wechselwirkungen im hoheren Konzentrationsbereich von vornherein zu
vermeiden. Die sich daraus ergebenden RU-Antworten lieen sich iiber alle Datenpunkte sehr

gut an das one-site-binding Modell anfitten (Abbildung 77).
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Abbildung 77: SPR-Antworten der Liganden 64-66 als Funktion ihrer Konzentration. Die
Anpassung der Datenpunkte an das one-site-binding Modell ergibt die Dissoziationskonstanten.

Die bestimmten Dissoziationskonstanten aus den SPR-Studien der Liganden 64 und 66 sind
mit jeweils Kp ~ 280 uM sehr dhnlich zu der Leitstruktur 43 mit einem Kp = 302 + 89 pM.
Demgegeniiber zeigt der Ligand 65 mit einem Kp = 130 + 15 pM eine Verbesserung der
Bindungsaffinitit.
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4.5.2.5 Bindungsstudien der Liganden durch 'H-STD-NMR

AnschlieBend wurden alle drei Liganden ebenfalls mittels 'H-STD-NMR auf ihre
Bindungseigenschaften zum HS5 hin {iberpriift. Die sich aus der STD-Titration ergebenden fits
und Kp-Werte sind in Abbildung 78 abgebildet.
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Abbildung 78: Bestimmung der Kp-Werte der Protonen der N-Acetylgruppe der Liganden 64-66
durch STD-Titration. Die rot markierten Datenpunkte passen nicht optimal in das one-site-
binding Modell, was vermutlich ein Resultat unspezifischer Wechselwirkungen ist. Deswegen
wurden diese bei der Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt.

Die Dissoziationskonstanten der Liganden stimmen nicht ganz mit denen aus den
SPR-Messungen bestimmten Ergebnissen iiberein. Die Verbindung 65 zeigt auch hier den
relativ besten Kp = 292 + 40 uM. Die Dissoziationskonstante ist jedoch im Gegensatz zu den
SPR-Messungen im Vergleich zu der Leitstruktur 43 nur unwesentlich besser. Die

bestimmten Dissoziationskonstanten des Liganden 66 und besonders des Liganden 64 sind

demgegeniiber sogar schlechter als die Leitstruktur 43. In den SPR-Studien zeigten diese eine
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leichte Verbesserung zur Verbindung 43 auf. Um genauere Informationen iiber die
Interaktionen der drei Liganden mit dem H5-Protein zu erhalten, wurde deren Bindungsepitop

aufgestellt.

H_Ar
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HO 10 ()
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N
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Abbildung 79: Bindungsepitop des Liganden 64. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-20% (magenta), 20-70% (blau) und 70-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c(H5) =2.05 uM, c(Ligand 64) = 451 uM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.
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Abbildung 80: Bindungsepitop des Liganden 66. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-20% (magenta), 20-80% (blau) und 80-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c¢(HS)=1.96 puM, c(Ligand 66) = 177 uM, 700 MHz, T = 298 K, spl13 = 30 dB,
Séttigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sattigungspulses = -1.5 ppm.

Sowohl das Bindungsepitop des Liganden 64, als auch das des Liganden 66 sind &hnlich zu
der der flexibleren Leitstruktur 43. Beide zeigen die hochsten STD-Prozente im &dulleren
aromatischen Bereich des 1-Naphtylacetamidrestes. Die rel. STD-Prozente der
Kohlenhydratprotonen sind demgegeniiber geringer. Dies ldsst auf einen dhnlichen

Bindungsmodus wie der des Liganden 43 schlieen. Allerdings sind die relativen STD-

Prozente des Kohlenhydrates im direkten Vergleich bei Ligand 64 deutlich groB3er als bei 66.
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Ein Grund hierfiir konnte das Phenylalanin in 66 sein, indem es durch zusitzliche
Wechselwirkungen mit dem Protein das Kohlenhydrat etwas aus der Bindungstasche
herauszieht. Diese Annahme wird durch die hohen STD-Prozente an den Protonen des
Phenylalanins von Ligand 66 bekriftigt. Die zusdtzlichen Wechselwirkungen des
Phenylalanins scheinen jedoch teilweise durch den Verlust an bindenden Kontakten des
Kohlenhydrates kompensiert zu werden, da die Bindungsaffinitit von Ligand 66 gegeniiber

64 nicht sehr stark verbessert ist.
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Abbildung 81: Bindungsepitop des Liganden 65. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-30% (magenta), 30-60% (blau) und 60-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c¢(H5) = 1.96 puM, c(Ligand 65)=347 uM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.

Das Bindungsepitop des Liganden 65 unterscheidet sich demgegeniiber von 64, 66 und der
Leitstruktur 43. Hier liegen die hochsten rel. STD-Prozente auf der Seite der
Kohlenhydratprotonen und nicht bei den Protonen des 1-Naphtylacetamidrestes. Wie auch
schon beim Liganden 66 zeigt der Ligand Aminosdurekontakte mit dem Protein, welche in
diesem Fall durch die L-Asparaginsdure zustande kommen. Dies konnte auf eine starke
Interaktion der Asparaginsdure zum Protein hinweisen (durch die Salzbriicke der
Carboxylgruppe mit der Aminogruppe vom Lys 218 des Proteins), durch die die bindende
Konformation des Liganden 65 im Gegensatz zur Leitstruktur 43 verdndert wiirde und in
diesem Fall zu einem groBeren Abstand des Naphtylacetamidrestes zum Protein fiihren
konnte. Wie schon bei Ligand 66 konnten zusitzliche Wechselwirkungen der Aminosdure in

65 teilweise durch den schlechteren Kontakt, in diesem Fall des Naphtylacetamidrestes,

kompensiert werden.

79



4 Ergebnisse und Diskussion

4.5.3 Entwicklung von am Aglycon peptidisch modifizierter
Sialinsédureglycoside (ll)

4.5.3.1 Design der am Aglycon modifizierten peptidischen Sialinsdurestrukturen (11

Die Ergebnisse der Bindungsstudien und Bindungsepitope der Liganden 65 fiihrten zu einem
zweiten Designcyclus peptidisch verlinkter Sialinsdureglycoside. Im Fokus standen dabei die
Optimierung der wahrscheinlich gebildeten Salzbriicke zum Lysin 218, sowie der

hydrophoben Wechselwirkung des Aromaten (Abbildung 82).

COOH o O
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Abbildung 82: Im Fokus des zweiten Optimierungsschrittes der Aglycon-modifizierten
peptidischen Sialinsiureanaloga stand die Verbesserung der potentiellen Salzbriicke der
Carboxylfunktion der Aminosiureseitenkette sowie des Kontaktes zwischen dem
1-Naphtylacetamidrest zum Protein. Basierend auf der Struktur des Liganden 65 fiihrt ein
Austausch der L-Asparaginsiure durch L-Glutaminsidure zu Verbindung 81. Der Ersatz des
Naphtylacetamidrestes durch den lingeren Naphtyloxyacetamidrest ergibt den Liganden 82.
Verbindung 83 resultiert aus der Kombination beider Modifizierungen.

Durch den Austausch der L-Asparaginsdure des Liganden 65 durch L-Glutaminséure sollte der

Abstand der Salzbriicke zum Lys 218 verbessert werden. Dariiber hinaus kdme es hierdurch
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vermutlich zu einer groBeren Flexibilitdt in der Konformation des entworfenen Liganden 81.
Dies konnte zu einem besseren Kontakt des Naphtylacetamidrestes mit dem Protein fiithren.
Eine andere Option der Optimierung des aromatischen Kontaktes mit dem Protein, stellt den
Austausch des 1-Naphtylacetamidrestes des Liganden 65 durch den um eine Bindungsldnge
erweiterten 1-Naphtyloxyacetamidrest dar (Ligand 82). Die entworfene Verbindung 83 ergibt
sich aus der Kombination beider Verbesserungen. Die modifizierten Liganden 81-83 zeigten
alle eine relativ zur Originalstruktur 65 verbesserte berechnete Bindungsenergie in den

docking-Studien, wobei sich besonders der Liganden 81 hervorhob (Tabelle 7).

Tabelle 7: Die mit dem Programm Sybyl 8.0 berechneten theoretischen Bindungsenergien der
aus der Verbindung 65 abgeleiteten peptidischen Sialinsidureglycoside (81-83). Im Vergleich
dazu ist die Leitstruktur 65 und der Referenzligand 5 (NeuSAcaMe) aufgefiihrt.

Ligand berechnete Bindungs-
energie [kcal/mol]
5 -28.6
65 -39.4
81 -45.6
82 -40.4
83 -42.7

4.5.3.2 Synthese der Liganden

Vorbereitend fiir die Festphasensynthese wurde die 1-Naphtyloxyessigsdure 86 dargestellt.
Hierfiir wurde 1-Naphtol 85 mit Bromessigsdure 84 und KOH in Ethanol nach Williamson

verethert.®?

HO \H/\Br O EtOH, KOH HO\H/\ O
+ HO (0]
(e}
84 85 86

Abbildung 83: Synthese der 1-Naphtyloxyessigsiure 86*

Im Anschluss daran wurden die Liganden 82 und 83 nach der etablierten Methode (siehe

Abbildung 75) erfolgreich dargestellt.
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Festphasensynthese

analog 65, 9%

Festphasensynthese

analog 65, 6%

O O

Abbildung 84: Die Synthese der Liganden 82 und 83 erfolgte nach der gleichen Methode wie die
des Liganden 65 (siche Abbildung 75).

COOH

Fiir die Synthese des Liganden 81 wurde eine andere Abspaltungsmethode verwendet. Die
O-Acetylschutzgruppen wurden mit Hydrazinhydrat:Methanol 1:4 direkt am Harz entfernt
und das Produkt anschlieBend mit HFIP:DCM (2:1) vom Harz abgespalten.

OH
Festphasensynthese, analog 65 HO COOH o O
H
1. MeOH:Hydrazinhydrat 4:1, 3 h (am Harz) HO o O/\/\N N
2. HFIP, DCM, 10 min /N H
3. TFA:H,0 20:1, 5 min, 8% Ac HO 81 o

Abbildung 85: Synthese des Liganden 81.

Diese Methode ist durch die kurze Abspaltungszeit vom Harz (10 min) schneller als mit
TFE:AcOH:DCM (3 h), fiihrte jedoch zu den gleichen, niedrigen Ausbeuten. Dies bestdrkt die
Vermutung, dass ein erheblicher Ausbeuteverlust durch die notwendige, nachtrigliche
Behandlung des Rohproduktes mittels TFA:H,O (20:1) begriindet ist. Eine noch kiirzere
Abspaltungszeit oder eine andere Entschiitzungsmethode der ters-Butylgruppen konnte hier

zu hoheren Ausbeuten fiihren.

4.5.3.3 STD-NMR-Bindungsstudien

Die Bindungsanalysen der Liganden 81, 82 und 83 wurden nur mittels STD-NMR

vorgenommen. Die Ergebnisse der Titrationsexperimente sind in Abbildung 86 dargestellt.
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Abbildung 86: Bestimmung der Kp-Werte der Protonen der N-Acetylgruppe der Liganden 81-83
durch STD-Titration. Der rot markierte Datenpunkt passt nicht optimal in das one-site-binding
Modell, was vermutlich ein Resultat unspezifischer Wechselwirkungen ist. Deswegen wurden
dieser bei der Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt.

Die aus der Messung erhaltenen Dissoziationskonstanten der Liganden 81 und 83 zeigen mit
Kp = 466 £ 194 uM und Kp = 413 +£ 137 uM eine etwas schlechtere Bindungskonstante
gegeniiber dem Vorlduferliganden 65 mit einem Kp = 292 + 40 uM. Demgegentiber ist die
Bindungsaffinitdt des Liganden 82 mit einem Kp von 171 = 16 uM etwa doppelt so stark. Zur
detaillierteren Interpretation dieser Ergebnisse wurde wiederum das Bindungsepitop der
Liganden aufgestellt. Das Epitop des Liganden 81 ist in Abbildung 87 dargestellt. Dieses
Epitop ist dem des Vorlduferliganden 65 recht dhnlich. Dies betrifft zum einen die relativ
hoheren STD-Prozente des Glycans gegentliber dem Aromaten, als auch die Verteilung der rel.
STD-Prozente der einzelnen aromatischen Naphtylacetamidprotonen. Der Ersatz der
Asparaginsdure durch Glutaminsdure scheint demnach keinen groBen Einfluss auf die

bindende Konformation des Liganden 81 im Vergleich zum Liganden 65 zu haben.
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Abbildung 87:Bindungsepitop des Liganden 81. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-20% (magenta), 20-70% (blau) und 70-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c(H5)=1.52 pM, c(Ligand 81)=269 pM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.

Demgegeniiber zeigen die Epitope der Liganden 83 und 82 (Abbildung 88 und Abbildung 89)
eine Verschiebung der hochsten rel. STD-Prozente zum Aromaten, welcher in beiden Féllen

durch den um eine Bindungsldnge erweiterten 1-Naphtyloxyessigsdurerest reprasentiert wird.

Dieser scheint einen besseren Kontakt zum Protein zu gewéhrleisten.
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61%

Abbildung 88: Bindungsepitop des Liganden 83. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-20% (magenta), 20-70% (blau) und 70-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c(H5)=1.83 pM, c(Ligand 83)=325puM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.

84



4 Ergebnisse und Diskussion

H.Ar H Ar
21%  16%
21% o] 49% ArHg HAr
H H H 579 100%
N
17% /=, 5% o H Al
(DH, %, __ Ha(D)
H,b(D) O
0,
o 12% ArH, H,Ar
17% 58%
CH, OH

51%

Abbildung 89: Bindungsepitop des Liganden 82. Die relativen STD-Prozente sind farblich
abgegrenzt in 0-30% (magenta), 30-50% (blau) und 50-100% (rot). Es konnten nicht alle
relativen STD-Prozente der Protonen aufgrund der Uberlagerung ihrer Integrale bestimmt
werden. c¢(H5)=1.19 pM, c(Ligand 82)=85puM, 700 MHz, T = 298 K, sp13 = 30 dB,
Siattigungsdauer = 2 s, Einstrahlpunkt des Sittigungspulses = -1.5 ppm.

Dass der vermutlich ndhere Kontakt des Aromaten nur in einem Fall zur Verbesserung der
Bindungsaffinitit fiihrt, konnte an den Bindungsmodus des Naphtylaromaten selber liegen.
Die Protonen der Aromaten zeigen im Bindungsepitop verglichen miteinander
unterschiedliche rel. STD-Prozente. Wahrend der Ligand 83 die hochsten rel. STD-Prozente
am H-8 zeigt und 96% beim H-5, zeigt der Ligand 82 die hochsten am H-5 aber sehr viel
geringere STD-Prozente mit 57% am H-8. Der Unterschied in den rel. STD-Prozenten der

gleichen Naphtylaromaten muss in diesem Fall an der im Aglycon eingesetzten Aminoséure

L-Asparaginsdure (Ligand 82) bzw. L-Glutaminsdure (Ligand 83) liegen.
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4.5.4 Ubersicht zu den Aglycon-Modifizierungen

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse des modelings und der mittels SPR und STD-NMR
bestimmten Bindungskonstanten der am Aglycon modifizierten Sialinsdureliganden
zusammengefasst.

Tabelle 8: Zusammenstellung der berechneten Bindungsenergien der modifizierten Aglycone
und deren mittels SPR oder STD-NMR ermittelten Kp-Werte.

Ligand bee":g‘g“i‘e’t;’kf;‘]‘ji‘l‘(‘:ﬁs Kp (SPR) [uM] | Kp (NMR) [uM]
Referenz 5 -28.6 1430 2780
39 316 2980 n.b,
40 353 2010 n.b.
43 ~40.6 302 341
1. Cyclus 44 38.4 541 nb.
45 421 841 462
46 35.6 617 n.b,
64 418 280 1216
2. Cyclus 65 394 130 292
66 462 283 350
81 45.6 n.b. 466
3. Cyclus 82 -40.4 n.b. 171
83 427 n.b. 413

Durch insgesamt drei Iterationsschritte konnte die Bindungsaffinitit der Aglycon-
modifizierten Sialinsdureglycoside gesteigert werden. Der beste Ligand 82 hat mit einem
Kp= 171 £ 16 pM eine um den Faktor 16 verbesserte Bindungsaffinitdt zum Hamagglutinin
HS5 gegeniiber den STD-NMR-Studien des NeuSAco2Me S mit einem Kp = 2780 + 980 uM.

COOH

H
/\/\ N
(e} H \H/\O
82
HO 0
HOOC

Abbildung 90: Ligand 82 mit einem aus den STD-Untersuchungen um den Faktor 16 besseren
Kp-Wert im Vergleich zum Referenzliganden NeuSAca2Me 5

Trotz dessen bleibt die Steigerung der Bindungsaffinitét hinter dem denkbaren Potenzial der
zusitzlichen Wechselwirkung bzw. der erhohten Rigiditdt zuriick. Dies kann verschiedene
Ursachen haben. Zum einen kann es eine Unsicherheit in der Rontgenstruktur geben, wodurch

der tatsdchliche Abstand von Molekiilfragmenten des jeweiligen Liganden und den
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Aminosduren des H5-Proteins nicht gut mit den modellierten Abstinden iibereinstimmen. Es
kann auch sein, dass die gewonnene Energie durch zusitzliche ionischen Wechselwirkungen
nur geringfiigig stirker ist, als fiir die Dehydratisierungsenergie der Carboxylgruppen

aufgewendet werden muss.

4.6 Vergleich der Ergebnisse des dockings mit den SPR-Studien

Um eine Aussage iliber den quantitativen Erfolg des molecular modelings zu treffen, wurden
die Ergebnisse der docking Studien mit den aus den SPR-Bindungsstudien bestimmten
Kp-Werte der Liganden verglichen. Hierfiir wurden die berechneten Bindungsenergien gegen

die Dissoziationskonstanten der Liganden aufgetragen (Abbildung 91).
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Abbildung 91: Vergleich der berechneten Bindungsenergie mit den durch die SPR-Experimente
bestimmten Dissoziationskonstanten Kp [uM]. Der Balken symbolisiert den jeweiligen Fehler,
gestrichelt dargestellt ist eine sich aus den Datenpunkten ergebende exponentielle Trendlinie.

Die Gegeniiberstellung zeigt nur einen tendenziellen Zusammenhang zwischen den durch die
SPR-Studien bestimmten Bindungsaffinititen und den berechneten Bindungsenergien auf.
Allerdings ist das Verstindnis der Protein-Ligand-Wechselwirkungen noch nicht so gut, dass
allgemeingiiltige und in mathematische Formeln umsetzbare Regeln aufgestellt werden
konnen, um Interaktionen von Bindungspartnern am Computer genau zu simulieren und zu
berechnen. Das molecular modeling und docking von kleinen Liganden, welche in stark
definierten Bindungstaschen interagieren ist wesentlich genauer, als es, wie in dieser Arbeit,

bei Liganden mit groeren und nicht so stark definierten Bindungsarealen der Fall ist.
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5 Zusammenfassung

Der erste Schritt einer Influenza-Infektion ist die Bindung des viralen Hdmagglutinins an
Sialinsdure-terminierte Glycoproteine der Wirtszelle. Die Inhibierung dieser Interaktion ist
ein moglicher Ansatzpunkt eines Wirkstoffes gegen Influenza. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden durch rationales Wirkstoffdesign Inhibitoren des Hdmagglutinins HS, des avidren

Grippevirus H5N1, in Form von Analoga der Sialinsdure entwickelt.

Hierfiir wurde zunichst eine geeignete Rontgenstruktur ausgewéhlt, verifiziert und bearbeitet,
um potenzielle Liganden spéter durch in silico docking auf ihre Bindungsaffinitdt untersuchen
zu konnen. Zur Bestimmung der Bindungsaffinitit der Liganden konnten zwei Methoden, die
Oberflichen-Plasmonen-Resonanz (SPR)- und Sittigungs-Transfer-Differenz (STD)-NMR-
Spektroskopie an bekannten Bindern des Himagglutinins validiert werden. Fiir die
Verbesserungen der Bindungseigenschaften von Sialinsdurederivaten wurden Modifikationen
an zwei Positionen des Kohlenhydrates vorgenommen: An der Glycerolseitenkette und am

Aglycon der Sialinsdure.

Fiir das Design von an der Sialinsdure modifizierten Strukturen wurde vorbereitend die
Relevanz der bindenden Kontakte der Glycerolseitenkette iiberpriift. Hierfiir wurde die
Glycerolseitenkette um ein bzw. zwei Kohlenstoffatome verkiirzt und die daraus
hervorgehenden Verbindungen mittels SPR vermessen. Aufgrund einer &hnlich starken
Bindungsaffinitdt der dargestellten trunkierten Sialinsdureanaloga im Vergleich zum
Referenzliganden Neu5SAca2Me 5 mit einem Kp = 1430 uM wurden mit Hilfe des molecular
modelings sowohl C-8 als auch C-7 Aminokonjugate und C-8 Amidokonjugate der
trunkierten Sialinsdure entworfen. Diese sollten neue polare und unpolare Interaktionen mit
Aminosduren der Bindungstasche ausbilden. Die C-8 und C-7 Aminokonjugate der
trunkierten Sialinsdure wurden erfolgreich synthetisiert. AnschlieBende SPR-Studien konnten
eine Verbesserung der Dissoziationskonstante der C-7 Aminokonjugate 21 und 22 und der
C-8 Aminokonjugate 18 und 20 aufzeigen. Die besten Liganden 18 und 20 mit
Dissoziationskonstanten von Kp = 58 bzw. 69 pM waren um den Faktor 24 bzw. 21 hoher als

die des Referenzliganden NeuSAca2Me S.
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Abbildung 92: Der Referenzligand NeuS5SAceo2Me 5 und die beiden erfolgreichsten an der
Glycerolseitenkette  modifizierten Liganden mit durch SPR-Studien bestimmten
Dissoziationskonstanten von Ky =58 uM (18) und Kp = 69 uM (20).

Die anschlieBenden STD-Titrationen der Aminokonjugate 18, 19, 20 und 22 fiihrten
allerdings zu keinen STD-Signalen der jeweiligen Liganden. Dies ist vermutlich mit einer
erniedrigten  off-rate  der  Verbindungen zu begriinden. Die vorgenommene
Kompetitionstitration des Liganden 20 gegen Neu5Aca2Me 5 konnte allerdings die durch die
SPR-Studien bestimmte Dissoziationskonstante des Liganden 20 bestdtigen. Somit gelang
zum ersten Mal eine deutliche Verbesserung der Bindungseigenschaften von

Sialinsdurederivate durch Modifikationen an der Glycerolseitenkette.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurden, basierend auf literaturbekannten Leitstrukturen,
am Aglycon modifizierte Sialinsdureanaloga untersucht. Deren gemeinsames Strukturelement
ist ein a-O-glycosidisch verkniipftes Alkylfragment an dessen Ende amidisch ein Aromat
gebunden ist. In einem ersten Schritt wurden vier zur Literatur dhnliche O-Glycoside (43-46)
dargestellt. Durch SPR- bzw. STD-NMR-Studien konnte eine Verbesserung der
Bindungsaffinitit aller vier Liganden gegeniiber dem Referenzligand Neu5Aco2Me 5
festgestellt werden. Neben der Bestimmung der Bindungsaffinitit konnte durch die
STD-NMR Methode auch das Bindungsepitop der Verbindungen 43 und 45 aufgestellt
werden. Hierdurch wurde die durch das molecular modeling eingepasste Position und Struktur
der Liganden gestiitzt. Auf Basis des mit Kp=302uM (SPR) bzw. Kp=342 uM
(STD-NMR) besten Binders 43 wurden im Rahmen eines zweiten Designcyclus Strukturen
entwickelt, die ein erhohte Rigiditit aufwiesen und zusitzliche Wechselwirkungen mit dem
Protein ausbilden sollten, um deren Bindungsaffinitit zum Hamagglutinin H5 weiter zu
steigern. Hierfiir boten sich Aminosduren mit entsprechenden funktionellen Gruppen fiir das
Einsetzen in die Alkylkette des Aglycons an. Eine Synthesestrategie wurde entwickelt, die es
erlaubte, alle Zielverbindungen durch ein gemeinsames Vorldufermolekiil an der Festphase
sehr effizient zu synthetisieren. Die so dargestellten Verbindungen 64-66 zeigten in den

anschlieenden SPR-Bindungsstudien eine leichte Verbesserung der Bindungsaffinitét, in den
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5 Zusammenfassung

STD-NMR Studien allerdings nur im Fall des Liganden 65 mit Kp= 130 pM (SPR) und
Kp =292 uM (STD-NMR). Das aufgestellte Bindungsepitop des Liganden 65 unterschied
sich dabei von den anderen beiden, was ein Resultat zusdtzlich ausgebildeter
Wechselwirkungen sein konnte. Deswegen wurde in einem dritten Designcyclus versucht,
diese Wechselwirkung durch weitere Modifizierung am Aglycon zu optimieren (Verbindung
81-83). Dies flihrte im Fall des Liganden 82 mit Kp = 171 uM zu einer weiteren
Verbesserung der mittels STD-NMR bestimmten Bindungsaffinitit.

ZT

ZT

82 o)
HoOC

e

HO

Abbildung 93: Zwei aus der Leitstruktur 43 entwickelte, peptidisch verlinkte Sialinsiure-
glycoside 65 wund 82 mit einer verbesserten Bindungsaffinitit. Die bestimmten
Dissoziationskonstanten betrugen fiir 42 Ky = 302 pM (SPR) bzw. Ky = 342 ptM (STD-NMR),
fiir 65 Kp = 130 pM (SPR) bzw. Kp = 292 uM (STD-NMR) und fiir 82 Kp = 171 pM (STD-
NMR).

Zusammengefasst ist diese Arbeit ein erfolgreiches Beispiel fiir das rationale Wirkstoftdesign.
Sowohl die Modifikationen an der Glycerolseitenkette, als auch am Aglycon fiihrten zu einer
deutlichen Verbesserung der Bindungsaffinitit zum H&magglutinin HS5 gegeniiber dem

Referenzliganden NeuSAco2Me S.
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6 Summary

The first step of the influenza infection is the binding of viral hemagglutinin to sialic acid
terminating glycoproteins of the host cell. An inhibition of this interaction is one possibility to
establish a drug against influenza. Inhibitors of hemagglutinin H5 of avian influenza virus
H5N1 in kind of sialic acid analogues were developed by rational drug design in this

dissertation.

Therefore, a suitable X-ray structure was chosen and optimized in order to study potential
ligands by in silico docking for the investigation of their binding affinities. To determine the
binding affinities of ligands, two methods, the surface-plasmon-resonance (SPR) and
saturation-transfer-difference (STD) NMR-spectroscopy, were validated on known binders of
hemagglutinin. In order to improve the binding properties of sialic acid derivatives
modifications at two positions of the carbohydrate were performed: at the glycerol sidechain

and at the aglycon of the sialic acid.

For the design of sialic acid modified structures, initially the relevance of binding contacts of
the glycerol sidechain were studied. Therefore, the glycerol side chain was truncated by one
or two carbon atoms and the resulting compounds were measured by SPR. Due to similar
strong binding affinities of the synthesized truncated sialic acid analogues in comparison to
the reference ligand NeuSAca2Me 5 (Kp = 1430 uM) C-8 and C-7 amino conjugates as well
as C-8 amido conjugates were designed by molecular modeling. These modifications should
establish new polar and non-polar interactions with amino acids of the binding site. The C-8
and C-7 amino conjugates of the truncated sialic acid were synthesized successfully.
Subsequent SPR-studies showed an improvement of the dissociation constant of the C-7
aminoconjugates 21 and 22 and the amino conjugates 18 and 20. The best ligands 18 und 20
with dissociation constants of Kp =58 or 69 uM have 21-fold or 24-fold tighter binding
compared to the reference ligand Neu5SAc2aMe 5.
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Figure 93: The reference ligand NeuSAca2Me 5 and both most successful glycerol-side chain
modificated ligands with dissociation constants of Kp = 58 uM (18) und Kp = 69 pM (20)
measured by SPR.

However in the following STD-titration of aminoconjugates 18, 19, 20 and 22 no STD-signals
could be detected from the respective ligands. The reason could be given by the lower off-
rates of the amino conjugates. Indeed, a competitive titration of the ligand 20 by STD-NMR
against the reference ligand Neu5Aca2Me 5 confirmed the dissociation constant of 20 that
was measured by SPR. As a result of these modifications at the glycerol sidechain a

considerable improvement of the binding affinities could be achieved for the first time.

Based on published inhibitors of hemagglutinin, aglycon modified sialic acid analogues were
investigated in the second part of this work. The common structural element of the analogues
is a linked aglycon that consists of an aromatic ring spacered by an alkyl chain. In the first
step four O-glycosides (43-46) were synthesized which were similar to those found in the
literature. By SPR and/or STD-NMR studies improved binding affinities of all created ligands
could be measured in comparison to the reference ligand Neu5SAco2Me 5. The binding
affinities and the binding epitopes of compound 43 und 45 were determined using STD-NMR.
Those confirmed the results obtained by molecular modeling. Based on the best ligand with
Kp =302 uM (SPR) bzw. Kp = 342 uM (STD-NMR) structures with a higher rigidity and
with the possibility of additional interactions were developed in a second design cycle to
increase the binding affinity to hemagglutinin H5. For this purpose amino acids with
corresponding functional groups at the alkyl chain could be used. A synthetic strategy was
developed to very efficiently synthesize all target compounds from a common precursor at a
solid phase. These compounds 64-66 showed a slight improvement of the binding affinity
measured by SPR-binding studies, but NMR studies only indicated the improvement for
ligand 65 with Kp =130 uM (SPR) and Kp = 292 uM (STD-NMR). The binding epitope of
ligand 65 was different compared to the binding epitopes of the other two ligands which could
be a result of additional interactions. In a third design cycle it was therefore attempted to

optimize these interactions by further modifying of the aglycon which resulted in the ligands
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1-83. This led to a further improvement of the binding affinity of ligand 82 with

Kp =171 uM measured by STD-NMR studies.

Figure 94: Two from the lead structure 43 developed peptidic linked sialic acid glycosides 65 and
82 with improved binding affinities. The determined dissoziation constants were in case of 42
Kp =302 uM (SPR) respectively Ky = 342 uM (STD-NMR), in case of 65 Kp = 130 pM (SPR)
respectively Kp =292 uM (STD-NMR) und in case of 82 Ky =171 uM (STD-NMR).

It can be summarized that this thesis is a successful example of the rational drug design. The
modifications at the glycerol side chain as well as at the aglycon led to a considerable

improvement of the binding affinity to the HS5 compared to the reference ligand

Neu5Aca2Me 5
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7.1 Gerate und Methoden

NMR-Experimente

Alle NMR Spektren wurden an AMX 400, AV 400, DRX 500 oder DRX 700 (mit Cryo-
Probenkopf) Spektrometern der Firma Bruker aufgenommen. Fiir die Prozessierung,

Integration, Kalibrierung und Auswertung der Spektren wurde Topspin 1.3 verwendet.
SPR-Experimente

Die SPR-Experimente wurden am Biacore T100 der Firma Biacore (GE Health) durchgefiihrt.
Zur Messung dienten CM5 Chips und als Laufpuffer HBS-P der Firma Biacore (GE Health).

Molecular modeling

Die molecular modeling Studien wurden mit dem Programm Sybyl 7.2 der Firma Tripos an
Octane- und Octane 2- workstations der Firma Silicon Graphics vorgenommen. Zusédtzlich
wurde die Version Sybyl 8.0 auf HP xw6400 workstations der Firma Hewlet Packard

verwendet.
MALDI-TOF Massenspekrometrie

Die MALDI-TOF Spektren wurden an einem Bruker Biflex III der Firma Bruker Daltonics
gemessen. Nach einer externen Kalibrierung des Gerdtes wurden alle Messungen im

Reflexions-Modus mit DHB als Matrix durchgefiihrt.
Priparative und analytische HPLC

Alle prdparativen und einzelne analytische HPLC-Ldufe wurden an der Biocad 700E
Perfusion Chromatography Workstation der Firma Perseptive Biosystems, Wiesbaden,
durchgefiihrt. Als Séule fiir die préparativen Laufe diente eine VP ET250/21 Nucleodor C18
Pyramid (250 mm, 21 mm, 86.59 mL, 5 uM, 20 mL/min) der Firma Marchery-Nagel, USA.
Fiir die analytischen Léufe an dieser HPLC wurde eine EC250/4 Nucleodur C18 Pyramid
(250 mm, 4 mm, 3.14 mL, 5 uM, 1 mL/min) der Firm Marchery-Nagel, USA verwendet.
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Weiterhin wurden analytische Liufe an einer Merck/Hitachi LaChrom L-7000-Serie, VWR
International, Darmstadt, Deutschland mit einer Vydac 218TP510 C-18 reverse phase-Séule
(250 mm, 20 mm, 19.653 mL, 5 uM, 5 mL/min) der Firma Grace Vydac, Anaheim, USA
durchgefiihrt.

Diinnschichtchromatographie

Als stationdre Phase wurden mit Fluoreszenzmarker (F,s4) durchsetzte Kieselgel(60)-Folien
der Firma Merck KGaA, Darmstadt verwendet. Die Detektion erfolgte je nach chemischer
Eigenschaft der Verbindung mittels UV-Licht oder durch 10%ige Schwefelsdure bzw.
wassrigen 0.1%igen Ninhyrin-Losung und anschlieBendem Erwidrmen. Die O-acetylierten
Verbindungen konnten auf den DC-Folien ohne Detektionsreagenz durch Erhitzen detektiert

werden.
Photometrie

Die Konzentration der dialysierten Proteinlosung wurde bei 280 nm an einem Nanodrop ND-

1000 Spectrophotometer der Firma PEQLAB, Erlangen, bestimmt.
Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte sind auf einem Schmelzpunktbestimmungsgerdt der Firma apotec

vermessen worden und nicht korrigiert.
Drehwertbestimmung

Die Drehwertbestimmung wurden an einem Drehwertmessgerdt der Firma A. Kriiss
OPTRONIC, Germany bei 25 °C und einer Wellenldnge von 598 nm (Natrium D-Linie)

vorgenommen. Die angegebenen spezifischen Drehwerte sind nicht korrigiert.

7.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind von folgenden Herstellern bezogen worden:
Merck

5-Amino-1-pentanol,  3-Amino-1-propanol,  2-(Aminomethyl)-pyridin,  Acetylchlorid,
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tert-Butanol, Essigsédureanhydrid, Dicyclohexylcarbodiimid, 1-Naphtol, 1-Naphtylessigséure,
Natriumacetat,  Natriumcyanoborhydrid, = Natriumdihydrogen-phosphat ~ Monohydrat,
Natriumhydrogenphosphat, Natriumhydroxid, Natriumperiodat, Natriumthiosulfat, Molsieb
3 A, Palladium/Aktivkohle (10% Pd), Phenylessigsiure, n-Propylamin, Salzsiure (37%),
Wasserstoffperoxid 30%.

Fluka

Céasiumcarbonat, Dichlormethan (abs.), Dimethylaminopyridin, N,N-Dimethylformamid,
9-Fluorenyl-methyl-N-succinimidyl-carbonat, Methanol (abs.), Pyridin (abs.), Toluol (abs.),
Triethylamin.

Iris Biotech

Geschiitzte ~ Aminosduren:  Fmoc-Gly-OH,  Fmoc-Phe-OH,  Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH; TBTU, DIPEA, Piperidin.

Riedel de Haen

1,4-Dioxan, Natrium, Natriumcarbonat, = Natriumhydrogencarbonat, = Natriumsulfat,

Trifluoressigsiure.
Biacore

Acetatpuffer pH = 5.5, Ethanolamin, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid,
HBS-P Laufpuffer, N-Hydroxysuccinimid.

Aldrich

Aminomethylcyclopropan, 2-Naphtylessigsdure, Silbercarbonat.
Roth

Essigsdure, Trifluorethanol.

J. T. Baker

Natriumchlorid, Kaliumhydroxid.
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Acros

Silberperchlorat

Janssen Chimica
6-Amino-1-hexanol
Novabiochem
2-Chlorotritylchlorid-Harz
INALCO SPA
Sialinsdure

VWR

Acetonitril

Apollo Scientific
Benzoesédure-3-methylamin
Deutero

D,0, MeOH-d,, CDCl;.
Serva

Amberlite IR 120 H
BIORAD

Dowex 50W-8X (H")
Lehmann&Voss

Celite
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Protein Sciences Corp.
H5-Proteinlosungen mit ¢ ~ 0.1 mg/mL und ¢ ~ 1 mg/mL
Lancaster

Bromessigsadure

7.3 Molecular modeling

Bearbeitung der Rontgenstruktur

Die Fehler in der Rontgenstruktur des H5 mit dem natiirlichen Liganden (PDB: 1JSO) wurden
mit dem structure-preparation-tool des Programmpaketes Sybyl 8.0 berichtigt, indem einige
Aminoséureseitenketten und die Ladung der terminalen Aminosduren korrigiert wurden. Die
Seitenketten folgender Aminosduren wurden berichtigt: HA1 (A): Glu 93, Lys 259, Gly 270,
Lys 277, Glu 301, Lys 304; HA2 (B): Glu 11, Val 18, Glu 29, Lys 38, Glu 39, Lys 43, Lys 83,
Leu 89, Leu 124, Asp 128, Lys 131, Glu 150, Thr 156, Asp 158, Tyr 159, Pro 160. Folgende
terminale Aminosduren wurden verbessert: HA1 (A): Asp 1, Pro 321; HA2 (B): Gly 1, Pro
160. Im Anschluss wurden alle H;O-Molekiille aus der Struktur geloscht. Die
N-Acetylgruppen von Glycanen wurden nachfolgend auf ihren NH-CO-Torsionswinkel
tiberpriift und gegebenenfalls in Richtung der Acetylgruppe auf 180° eingestellt.
AnschlieBend wurden der Struktur Wasserstoffatome zugefiigt und alle Atome mit Ladungen
(Gasteiger-Marsili) versehen. Es folgte eine Minimierung tiber 500 Iterationen (Tripos-

Kraftfeld, € = 15).
Docking der Liganden

Die Liganden wurden durch die Modifikation der Sialinsdure entwickelt, ohne dabei die
Position des Kohlenhydrat-Sechsrings zu veridndern. Die entworfenen Liganden wurden mit
Wasserstoffatomen und Ladungen (Gasteiger-Marsili) versehen und {iber 100 Iterationen
(Tripos-Kraftfeld, ¢ = 15) minimiert. Die Differenz aus der Summe der Energien des
separierten Proteins und des Liganden und der Energie des Gesamtkomplexes ergab die

theoretische Bindungsenergie.
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7.4 SPR-Experimente

Alle SPR-Experimente wurden auf dem Biacore T100 mit CM5 Chips und HBS-P Puffer
vorgenommen. Fiir die Belegung und Messung wurde eine Flussrate von 5 pL/min gewahlt.
Die Messungen wurden an zwei Flusszellen durchgefiihrt, einer Referenzzelle und einer mit
dem Protein belegten Flusszelle. Fiir die Immobilisierung des Himagglutinins wurde die
Proteinlosung (~100pg/ml in Phosphatpuffer + 0.005% Tween20) auf ein Fiinftel mit
Acetatpuffer (pH = 5.5) verdiinnt. Nach der Aktivierung der Dextranmatrix des Chips mit
EDC/NHS iiber 20 min, wurde die Proteinlosung (~20ug/mL) mit unterschiedlichen
Belegungszeiten tiber den Chip geleitet. AnschlieBend erfolgte ein capping mit einer 20%igen
Ethanolamin-Losung iiber 12 min. Die Referenzzelle wurde bis auf den Schritt der
Proteinimmobilisierung identisch behandelt. Die SPR-Messungen musste jeweils an frisch
belegten Chips vorgenommen werden, da die Proteinbelegung der jeweiligen Flusszellen bei

Wiederverwendung des Chips stark abnahm.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Belegungszeiten und der Immobilisierung des HS5 fiir die
verwendeten CMS5-Chips.

CMS-Chip Belegungsdauer [s] Immobilisierung [RU]
1-1 1400 8221
1-2 1600 14867
2-1 1300 7692
2-2 800 9647
3-1 800 7450

Die einzelnen SPR-Experimente gliederten sich in Stabilisierung (60 s), Assoziation (120 s),
Dissoziation (je nach Ligand 600-800 s), und wiederholter Stabilisierung (120 s). Die
jeweiligen Messzyklen begannen und endeten mit einer Vermessung der reinen Pufferldsung
(Nullmessung). Die Ligandlosungen wurden in ansteigender Konzentration iiber den Chip
gegeben. Fiir die Auswertungen wurden die Messkurven der Liganden um die Antworten der
Nullmessungen bereinigt. Die RU Werte fiir die jeweilige Konzentration wurden fiir die

thermodynamischen fits 4 s vor Assoziationsende bestimmt.
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Tabelle 10: Zusammenstellung der auf den jeweiligen Chips vermessenden Liganden und die
gewihlten Dissoziationszeiten.

CMS-Chip Substanz Dissoziationszeit [s]
1-1 5,6,39 600
1-2 7,8,21,22,43, 44, 45, 46 600
2-1 40 800
2-2 64, 65, 66 800
3-1 18,19 20 600

7.5 STD-Experimente

Probenvorbereitung

Fiir jedes STD-Experiment wurden 50 pL des gelosten Hidmagglutinins (¢ = 1mg/mL),
verdiinnt mit 50 pL deuteriertem PBS-Puffer, mittels einer Dialysemembran (MWCO = 3500)
in deuteriertem PBS-Puffer iiberfithrt. Der hierfiir vorbereitete PBS-Puffer enthielt DO,
0.05 M Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 0.05 M Dinatriumhydrogenphosphat,
0.15 M Natriumchlorid und 0.1% Natriumazid und wurde mit NaOD bzw. DCI auf pH = 7.0
eingestellt. Die umgepufferte Losung wurde auf 190-230 pL mit deuteriertem PBS-Puffer
verdliinnt und anschlieBend die Konzentration durch UV/VIS Photometrie mit der A280
Protein-Methode bestimmt (M(H5) = 64458 g/mol, E = 89420 cm'M™)*. AnschlieBend
wurde die jeweilige Proteinlésung (180, 200 oder 220 pL) in 3 mm match-Rohrchen
iberfiihrt.

STD-Messungen

Alle STD-Experimente wurden am 700 MHz Spektrometer bei 298 K durchgefiihrt. Als
Pulsprogramm wurde das stddiffesgp2d.th verwendet. Die STD-Spektren wurden mit einer
spektralen Weite von 10021 ppm und einem TD von 32k aufgenommen. Als erstes wurden
mogliche Einstrahlpunkte und -energien fiir den jeweiligen Liganden bei der hochsten zu
vermessenden Konzentration ermittelt, um das Auftreten von Artefaktsignalen zu tiberpriifen.
Hierbei konnte sich ein Einstrahlpunkt von -1.5 ppm und eine Einstrahlenergie (sp13) von
30 dB fiir alle Liganden als zufrieden stellend beweisen. Bei der Verbindung 5 wurden auch
bei -0.5 ppm und 30 dB kaum Artefakte beobachtet. Die Liganden wurden in

unterschiedlichen Konzentrationsbereichen vermessen (Tabelle 11). Aufgrund der geringen
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und deswegen ungenauen Einwaage der Substanz 81, wurde dessen Konzentration
nachtriglich mit DSS durch Vergleich der Integrale in einem normalen 'H-Spektrum
iberpriift und korrigiert. Die Scanzahl der STD-Titrationsexperimente wurde der

Konzentration des Liganden angepasst (zwischen 512-4k scans).

Tabelle 11: Die fiir die STD-Experimente eingesetzten jeweiligen Volumina und
Konzentrationen der gepufferten HS5-Proteinlosung und der Konzentrationsbereich der
vermessenden Liganden.

Ligand V HS [pL] c(H5) [pM] c¢(Ligand) pM
5 180 1.01 37-575
43 180 1.51 57-336
45 200 1.17 44-259
64 180 2.05 76-451
66 200 1.96 30-177
65 200 1.96 59-347
81 200 1.52 45-269
83 200 1.83 55-325
82 200 1.19 14-85
22 200 1.40 42-648
18 220 1.99 59-350
19 200 1.37 41-82
20 200 1.75 52-310
20(kompetitiv) 200 1.15 65-193

Auswertung

Fiir die Auswertung der STD-Experimente wurden die FIDs aus dem pseudo 2D-File in 1D-
Datensitze separiert. AnschlieBend wurde das on-resonance FID vom off-resonance FID
abgezogen, wodurch das FID des STD-Spektrums erhalten wurde. Dann wurden alle drei
FIDs in eine 2D Matrix eingefiligt und mit einem LB = 0.5-2 in F2 fouriertransformiert. Die
jeweiligen Spektren wurden aus dem pseudo-2D-Spektrum extrahiert. Diese wurden einer
automatischen Basislinienkorrektur unterzogen. Fiir die Bestimmung der absoluten STD-
Prozente wurden die individuellen Integrale der Ligandprotonen des on-resonance Spektrums
vom off-resonance Spektrum abgezogen, das Ergebnis durch die Integrale des off-resonance

Spektrums dividiert.
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7.6 Synthese und Charakterisierung

7.6.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Deacetylierung nach Zemplen®

Zur Entschiitzung der O-Acetylgruppen wurde das entsprechende Edukt in MeOH (abs.)
gelost, mit einer Spatelspitze Molsieb 3 A versetzt und mit einer frisch angesetzten
Natriummethanolatlosung auf einen pH Wert von 8-9 eingestellt. Der pH Wert wurde
wihrend der Reaktion kontinuierlich {iberpriift und gegebenenfalls mit weiterer
Natriummethanolatlosung korrigiert. Der Reaktionsverlauf ~ wurde mittels
Diinnschichtchromatographie verfolgt. Nach vollstindigem Umsatz des Eduktes wurde die
Reaktionslosung mit Amberlite IR 120 H' neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatogaphisch iiber Kiesegel gereinigt.

Das erhaltene Produkt wurde in demineralisiertem H,O aufgenommen und gefriergetrocknet.

AAV 2: Periodatspaltung mit 0.6 oder 1 eq. NalOy

Es wurden 100 mg 13 in 10 mL demineralisiertem H,O gelost. AnschlieBend wurde unter
Riihren 0.6 oder 1 eq NalOy, gelost in 4 mL demineralisiertem H,O, innerhalb von 10 min
tropfenweise zugegeben und weitere zwei min geriihrt. AnschlieBend wurden 200 mg
Amberlite MB-3 Mixbedionenaustauscher zugegeben wund bis zur vollstindigen
Orangefarbung weiter geriihrt. Nach Filtration wurde die Losung gefriergetrocknet und das

Rohprodukt direkt fiir die ndchste Reaktion bereitgestellt.

AAV 3: Periodatspaltung mit 2.2 oder 2.4 eq NalOy

Es wurden 1 eq 13 in 10 mL demineralisiertem H,O gelost. AnschlieBend wurden unter
Riihren 2.2 oder 2.4 eq NalOy, gelost in 2 mL demineralisiertem H,O, innerhalb von 5 min
tropfenweise zugegeben und weitere 30 min geriihrt. AnschlieBend wurden 5 Spatelspitzen
Amberlite MB-3 Mixbedionenaustauscher zugegeben und bis zur vollstindigen
Orangefdarbung gertihrt. Nach Filtration wurde die Losung gefriergetrocknet und das

Rohprodukt direkt fiir die ndchste Reaktion bereitgestellt.
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AAV 4: Esterverseifung

Zur Entschiitzung der Methylesterfunktion wurde 1 eq des Eduktes in 10 mL
demineralisiertem H,O aufgenommen. AnschlieBend wurde mit verd. NaOH ein pH-Wert von
12-13 eingestellt. Der pH-Wert wurde iiber die Reaktionsdauer hindurch iiberpriift und
gegebenenfalls mit verd. NaOH korrigiert. Die Reaktion wurde ca. eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung des Eduktes wurde die
Reaktionslosung mit verd. HCI neutralisiert. Die Losung wurde filtriert und anschlieBend

gefriergetrocknet.

AAV 5: Amidische Verkniipfung von Aminoalkoholen und aromatischen Séiuren

Zu dem Aminoalkohol (1 eq), gelost in DMF (und im Falle des Hydrochlorides mit
zusitzlichen 1 eq DIPEA versetzt), wurde eine Losung bestehend aus DMF, 1.1 eq der
entsprechenden aromatischen Séure, 1.1 eq TBTU und 1.1 eq DIPEA bei 0 °C zugegeben und
bei RT iiber Nacht riihren lassen. Anschlieend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und das Produkt, falls nicht anders angegeben, sdulenchromatographisch (Eluent: EE:MeOH

20:1) gereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAV 6: Glycosidische Verkniipfung verschiedener Alkoholen mit dem p-Sialylchlorid

Es wurden 1 eq des Alkohols in 10 mL DCM geldst und 1-2 g Molsieb 3 A zugegeben.
Anschliefend wurden unter Lichtausschluss 2-4 eq Silbercarbonat und das B-Sialylchlorid 12
zu der Reaktionsldsung gegeben und unter Lichtausschuss 4 Tage lang geriihrt. Die Losung
wurde anschlieend filtriert und mit 1 M Natriumthiosulfat-Losung sowie Wasser gewaschen.
Die wissrige Phase wurde einmal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt.

AnschlieBend wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch vorgereinigt.

AAV 7: Kupplung an das 2-Chlortritychloridharz

Die Verbindung 67 (1 eq) wurde in 1.5 mL trockenem DCM gelost und 6 eq DIPEA
zugegeben. AnschlieBend wurde die Losung zu dem 2-Chlortritychloridharz (0.3-0.5 mmol/g
Harz) gegeben und zwischen 4-16 h geschiittelt. Das Harz wurde in eine Fritte iiberfiihrt und

dreimal mit DCM:MeOH:DIPEA 17:2:1, dreimal DCM, dreimal DMF und zweimal DCM
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gewaschen und anschlieend im Vakuum getrocknet.

AAV 8: Festphasensynthese

Zur Fmoc-Entschiitzung wurden zum Harz 2 mL Piperidin:DMF (1:4) gegeben und 15-30
min geschiittelt und anschlieBend viermal mit 2 mL DMF gewaschen. Das Harz wurde mit
einer Losung aus 2 mL DMF, der jeweiligen Aminosdure (4.1 eq bezogen auf 67), TBTU und
DIPEA® (jeweils 5.1 eq bezogen auf 67) versetzt und fiir 2-14 h geschiittelt. Dieser Vorgang
wurde 2-3 mal wiederholt. AnschlieBend wurden unverkniipfte Aminogruppen mit 2 mL
Essigsdureanhydrid:DMF (1:9) fiir 15 min blockiert und das Harz viermal mit 2 mL DMF
gewaschen. Alle Vorgidnge, bis auf das capping wurden fiir den néchsten

Verkniipfungsschritt, der jeweiligen aromatischen Saure, wiederholt.

AAV 9: Abspaltung vom Harz und Entschiitzung

Das Harz wurde fiir 2 h mit 2 mL DCM:TFE:AcOH (3:1:1) geschiittelt. Dann wurde die
Abspaltlosung mit Toluol coevaporiert und das Rohprodukt im Vakuum getrocknet. Zur
Entfernung der  O-Acetylschutzgruppen wurde der Riickstand in 1.5 mL
Hydrazinhydrat:MeOH (1:4) fiir 3 h geriihrt und das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum bis
zur Trockne entfernt Im Falle fert-Butyl geschiitzter Aminoséduren wurde das Rohprodukt fiir
5 min mit 1 mL TFA:H,O (20:1) geschiittelt und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum

entfernt.

AAV 10: Reinigung der peptidischen Glycoside per HPLC

Die Reinigung aller an der Festphase synthetisierten Glycoside erfolgte mit einer préparativen
reversed-phase (C-18) Séule. Die Laufmittel wurden im Ultraschallbad entgast. Die Detektion
erfolgte im UV-Spektralbereich bei 215 nm. Die Flussgeschwindigkeit der HPLC betrug 20

mL/min.

Fiir die Liganden 64 und 66 wurde folgendes Gradientenprogramm benutzt: /4 = 95% H,O,
5% MeCN, B = 95% MeCN, 5% H>0]: 0.25 CV (A:B = 90:10), 3.00 CV (A:B = 90:10 nach
20:80), 0.75 CV (A:B = 20:80 nach 0:100).

Fir die Liganden 65, 81, 82, und 83 wurden TFA-haltige Laufmittel mit folgendem
Gradientenprogramm verwendet: /C = 95% H>0, 5% MeCN + 0.1% TFA, D = 95% MeCN,
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5% H>O + 0.1% TFAJ]: 0.25 CV (C:D = 90:10), 6.25 CV (C:D = 90:10 nach 70:30), 1 CV
(C:D =70:30 nach 50:50), 1.25 CV (C:D 50:50 nach 0:100).

AnschlieBend wurden die Fraktionen mittels MALDI-TOF-MS auf die zugehdrigen
Molekiilmassen der Produkte {iberpriift und die entsprechenden, sauberen Fraktionen

gesammelt und gefriergetrocknet.
Die analytischen Laufe wurden nach folgenden Methoden durchgefiihrt:

Methode 1: Nucleodur C18 reverse phase-Séule bei 1 mL/min unter Verwendung folgendes
Gradientenprogrammes: [C = 95% H>0, 5% MeCN + 0.1% TFA, D = 95% MeCN, 5% H,O
+ 0.1% TFAJ: 8 min (C:D = 100:0 nach 80:20), 5 min (C:D) = (80:20 nach 0:100).

Methode 2: Vydac C-18 reverse phase-Siule bei 5 mL/min unter Verwendung folgendes
Gradientenprogrammes: 5 CV (C:D = 100:0 nach 50:50), 0.5 CV (C:D = 50:50), 1 CV (C:D
50:50 nach 0:100).

Methode 3: Vydac C-18 reverse phase-Sdule bei 5 mL/min unter Verwendung folgendes
Gradientenprogrammes: 8 CV (C:D = 100:0 nach 70:30), 0.75 CV (C:D 70:30 nach 50:50),
2.75 CV (C:D 50:50 nach 0:100).

7.6.2 Synthesevorschriften und Charakterisierung

7.6.2.1 Darstellung von Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-f-D-glycero-D-galacto-2-non-

ulopyranosid)onat 10 3758

Nach literaturbekannter Vorschrift’® wurden 2.00 g (6.48 mmol) Sialinsiure 9 zum
Methylester 10 in einer Auswaage von 1.80 g (5.57 mmol) umgesetzt. Das entspricht einer

Ausbeute von 86 %.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 192 °C
Re-Wert (tert-Butanol: AcOH:H,0 = 5:2:2): 0.48 M = 323.3 g/mol
MALDI-TOF-MS: m/z (323.1) = 3463 (M+Na"), C12HxNO,
362.2 (M+K").
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B-Anomer:

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & = 4.09-4.04 (m, 1H, H-4), 4.03 (dd, 1H, H-6), 3.88-3.80
(m, 2H, H-5, H-9a), 3.81 (s, 3H, COOCHj), 3.73 (ddd, 1H, H-8), 3.65 (dd, 1H, H-9b), 3.51
(dd, 1H, H-7), 2.25 (dd, 1H, H-3.y), 2.05 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.93 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J9a,9b = 11.4; J9a,8 = 2.8, J9b,8 = 5.7, J8,7 = 9.2, J7’6 :1.3, J6’5 = 106, J5,4 = 103, J4,3eq = 4.9,
J4,3ax = 11.4, J3ax,3eq =12.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & = 175.9 (CH3;-CO-NH), 172.8 (C-1), 97.7 (C-2), 72.6 (C-
6), 71.0 (C-7), 68.8 (C-4), 65.5 (C-9), 55.2 (C-5), 54.0 (COOCHs;), 41.2 (C-3), 23.0
(CH;3-CO-NH) ppm.

7.6.2.2 Darstellung von Methyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-fi-D-

glycero-p-galacto-2-nonulopyranosid)onat 11"

Nach literaturbekannter Vorschrift’® wurden 1.74 g (5.39 mmol) 10 zu 2.95 g eines farblosen

Schaums 11 umgesetzt, welches direkt fiir die nachfolgende Reaktion bereitgestellt wurde.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
R+-Wert (CH,Cl,:MeOH = 10:1): 0.55 .
AcO 3
MALDI-TOF-MS: m/z (533.2) = 556.2 (M+Na"), ‘
. M =533.2 g/mol
572.2 (M+K"). C,,HyNO,,

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & = 5.43 (dd, 1H, H-7), 5.22 (ddd, 1H, H-4), 5.11 (ddd, 1H,
H-8), 4.49 (dd, 1H, H-9a), 4.22 (dd, 1H, H-6), 4.12 (dd, 1H, H-9b), 4.09-4.04 (m, 1H, H-5),
3.79 (s, 3H, -COOCHj3), 2.56 (dd, 1H, H-3.y), 2.18, 2.14, 2.06, 2.03, 2.02 (s, 15H,
CH3-CO-0), 1.99 (dd, 1H, H-3,), 1.89 (s, 3H, CH3-CO-NH) ppm.

J9a,9b = 12.4; J9a,8 = 2.6, J9b,8 = 5.9, J8,7 = 66, J7’6 :2.2, J6’5 = 10.7, J5,4 = 10.4, J4,3eq = 4.8,
J4,3ax = 11.5, J3a,3b =13.4 Hz.
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BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & = 173.9 (CHs-CO-NH), 172.7, 172.3, 171.9, 171.8, 170.4
(5C, CH3-C0-0), 168.7 (C-1), 99.2 (C-2), 73.9 (C-6), 72.5 (C-8), 70.8 (C-4), 69.5 (C-7), 64.0
(C-9), 54.3 (-COOCH3), 50.6 (C-5), 38.0 (C-3), 23.4 (CH3-CO-NH-), 21.6, 21.3, 21.0, 21.0,
20.9 (5C, CH;-CO-0) ppm.

7.6.2.3 Darstellung von  Methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-fi-D-
glycero-p-galacto-2-nonulopyranosid)onat chlorid 12°’

Abweichend von einer literaturbekannten Vorschrift’’ wurden 2.95 g (5.53 mmol) des
Produktgemisches 11 bei 0 °C in 37.6 mL Acetylchlorid gelost, mit 591 pL MeOH versetzt
und das Reaktionsgefdll schnell verschlossen. Nach 48 h Riihren bei RT konnte das
Reaktionsende mittels DC detektiert werden. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und das erhaltene Rohprodukt dreimal mit Toluol codestilliert. AnschlieBend wurde es am
Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 2.59 g (5.08 mmol) eines farblosen Schaums 12 mit
einer Ausbeute von 94% bezogen auf 10 erhalten. Das Produkt wurde aufgrund dessen

Empfindlichkeit nicht weiter charakterisiert und direkt fiir die nachste Reaktion bereitgestellt.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Re-Wert (Toluol:Aceton = 3:2): 0.42
COOMe
AcO
M =509.9 g/mol
C,oH,5CINO,,

7.6.2.4 Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosid)onat 13”°

Fir die Etablierung des Methylesters mit der gleichzeitigen Entschiitzung der
O-Acetylschutzgruppen wurde die Literaturvorschrift von Lubineau & Gallic®® geringfiigig
variiert. Es wurden 1.00 g (1.96 mmol) 12 in 100 ml abs. MeOH gelost. Nach Zugabe einer
Spatelspitze Molsieb 3 A wurde die Reaktionslésung mit einer frisch dargestellten
Natriummethanolat-Losung auf pH 9 eingestellt. Nach 3 h konnte das Reaktionsende per DC
detektiert werden. Die Losung wurde mit Amberlite IR 120 H' neutralisiert, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

(Eluent: EE:MeOH 4:1) gereinigt. Es konnten 643.5 mg (1.89 mmol) eines farblosen
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Feststoffes 13 isoliert werden. Das entspricht einer Ausbeute von 96%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 182°C

Re-Wert (EE:MeOH =4:1): 0.25.

[a]p® =-6.5° (c = 0.4, MeOH) M = 337.1 g/mol
+ C13H23N09

MALDI-TOF-MS: m/z (337.1) = 338.3 (M+H"), 360.3

(M+Na"), 376.2 (M+K").

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & = 3.92-3.84 (m, 5H, H-8, H-9a, COOCHs), 3.79 (dd, 1H,
H-5), 3.72-3.63 (m, 2H, H-9b, H-4), 3.60 (dd, 1H, H-6), 3.54 (dd, 1H, H-7), 3.38 (s, 3H,
CH3-0-C(2)), 2.69 (dd, 1H, H-3,), 2.03 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.75 (dd, 1H, H-3,) ppm.

Joaop = 11.7; Joag = 2.7, Jopg = 6.0 Jg7 = 9.1, J16 = 1.5, Jg5 = 10.3, Js4 = 10.3, Js3eq = 4.6,
J4’3ax =1 1.9, J3ax,3eq =12.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): = 176.1 (CH;-CO-NH-), 171.8 (C-1), 101.2 (C-2), 75.8
(C-6), 73.3 (C8), 71.2 (C-7), 69.5 (C-4), 65.6 (C-9), 54.2 (C-5), 53.8 (CH;-0-CO-), 52.9
(CH3-0O-C(2)), 42.4 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH-) ppm.

7.6.2.5 Darstellung von Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-non-

ulopyranosidonsiure 5

Nach AAV 4 wurden 50.0 mg (0.148 mmol) 13 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde zweimal durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 39.7 mg (0.123

mmol) eines farblosen Feststoffes 5 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 83%.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 118 °C (Zersetzung)
R~-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.45. Ac 5u0

3
Ri-Wert (Methode 1): 2.83 min (99%) M = 323.3 g/mol

[a]p™ = +14° (¢ = 0.13, H,0) Cy1oHpNO,

MALDI-TOF-MS: m/z (323.1) = 346.5 (M+Na"), 362.3 (M+K").

108



7 Experimenteller Teil

'H-NMR (400 MHz, D,0): § = 3.87-3.80 (m, 2H, H-8, H-9a), 3.77 (dd, 1H, H-7), 3.67 (dd,
1H, H-6), 3.67-3.57 (m, 2H, H-4, H-9b), 3.54 (dd, 1H, H-7), 3.30 (s, 3H, CH3-0-C(2)), 2.67
(dd, 1H, H-3.,), 1.99 (s, 3H, CH3-CO-NH-), 1.59 (dd, 1H, H-34) ppm.

Jga’gb = 122, Jga,g = 25, ng’g = 64, Jgj = 91, J7’(, = 18, J(,,5 = 103, J5,4 = 101, J4,3eq = 47,
J4,3ax = 11.9, J3ax,3eq =12.5 Hz.

PC-NMR (100 MHz, D,0): & = 176.6 (CH3-CO-NH-), 175.0 (C-1), 102.2 (C-2), 74.2 (C-6),
73.1 (C-8), 69.7 (2C, C-7, C-4), 64.2 (C-9), 53.1 (C-5), 53.0 (CH3-O-C(2)), 41.7 (C-3), 23.6
(CH3-CO-NH-) ppm.

7.6.2.6 Darstellung von Benzyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-non-

ulopyranosidonsdure 39

Nach AAV 4 wurden 33 mg (0.080 mmol) Methyl-[Benzyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosid]onat 47 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 27 mg (0.068 mmol) eines

farblosen Feststoffes 39 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 85%.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 155°C (Zersetzung)

R~Wert
(H,O:Isopropanol:AcOH = 20:5:1): 0.60.

. M = 399.4 g/mol
R-Wert (Methode 2): 8.24 min (94%) C5H,cNO,

[a]p® =-6° (c = 0.14, H,0)
MALDI-TOF-MS: m/z (399.2) = 422.4 (M+Na"), 438.3 (M+K").

'"H-NMR (400 MHz, D,0): 5= 7.48-7.34 (m, 5H, C¢Hs), 4.74 (d, 1H, -O-CH,,-CgHs), 4.51 (d,
1H, O-CHay-CgHs), 3.87-3.76 (m, 3H, H-9a, H-5, H-8), 3.70-3.61 (m, 3H, H-6, H-4, H-9b),
3.58 (dd, 1H, H-7), 2.77 (dd, 1H, H-34,), 2.02 (s, 3H, CH3-CO-NH-), 1.67 (dd, 1H, H-3,)
ppm.

Jga’gb = 120, Jga,g = 24, ng’g = 59, Jgj = 92, J7’(, = 16, J(,,5 = 102, J5,4 = 103, J4,3eq = 48,
Jizax = 11.9, J3ax 36 = 12.4, Jpnch2ap = 10.9 Hz.
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3C-NMR (100 MHz, D,0): 8= 176.6 (CH3-CO-NH-), 175.0 (C-1), 138.6 (C(q) CeHs), 130.3,
130.2, 129.8 (5C, H-C(CgHs)), 102.5 (C-2), 74.3 (C-6), 73.3 (C-8), 69.8 (C-7), 69.7 (C-4),
68.7 (0-CH,-CgHs), 64.1 (C-9), 53.5 (C-5), 42.1 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm.

7.6.2.7 Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabino-2-heptulo-
pyranosid)onat 17!

Angelehnt an eine Vorschrift zur Darstellung von 4-Nitrophenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-
7-formyl-a-L-arabino-heptulopyranosidonsdure®’ wurden 200 mg (0.593 mmol) 13 in 30 mL
0.1 M Natriumacetatpuffer pH = 4 gelost und langsam (ca. 2 min) tropfenweise unter starkem
Riihren mit 303.7 mg NalO4 (1.42 mmol), geldst in 5 ml 0.1 M Natriumacetatpuffer, versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde 30 min geriihrt. AnschlieBend wurden 111.2 mg (1.78 mmol)
NaCNBH3, gelost in 3 mL 0.1 M Natriumacetatpuffer, zugegeben und die Reaktionslosung
tiber Nacht rithren lassen. Die Losung wurde nachfolgend mit Na,CO; neutralisiert,
gefriergetrocknet und durch zweimalige Sédulenchromatographie (Eluent: DCM:MeOH 10:1)
gereinigt. Es konnten 25 mg (0.090 mmol) eines farblosen Feststoffes 17 erhalten werden.

Dies entspricht einer Ausbeute von 15%.

Charakterisierung:

1
farbloser Feststoff COOMe

HO ., &
Schmelzpunkt: 200 °C (Zersetzung) \ 0—7 > ome
Re-Wert (DCM:MeOH = 4:1): 0.52 AT 5T /4
HO 3
25 _ amo (n

[a]p™ =-32° (¢ = 0.29, MeOH) M = 277.3 g/mol
MALDI-TOF-MS: m/z (277.1) = 278.2 (M+H"), C1,H1NO;

300.2 (M+Na"), 316.2 (M+K)).

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): 8= 3.86 (s, 3H,-COOCH3), 3.76-3.59 (m, 5H, H-7a, H-4,
H-6, H-5, H-7b), 3.38 (s, 3H, CH3-O-C(2)), 2.64 (dd, 1H, H-3.y), 2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH),
1.81 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J4’3eq = 4.2, J4,3ax = 11.2, J3ax,3eq = 12.8 HZ.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): 6= 176.4 (CH3-CO-NH-), 171.3 (C-1), 100.8 (C-2), 76.5
(C-5), 68.0 (C-4), 62.2 (C-7), 54.6 (-COOCH3), 53.0 (C-6), 52.8 (CH3;-O-C(2)), 39.6 (C-3),
23.5 (CH3-CO-NH) ppm.
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7.6.2.8 Darstellung von Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabino-2-heptulo-pyrano-
sidonsiiure 8

Nach AAV 4 wurden 15 mg (0.054 mmol) 17 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt

wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 12.5 mg (0.048 mmol)

eines farblosen Feststoffes 8 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 83%.

Charakterisierung: 1

farbloser Feststoff HO_ , &6 COOH

Schmelzpunkt: 199 °C H 0~ /2 ~“OMe

ReWert (Isopropanol:H>O:AcOH = 20:5:1): 0.42 S HO ‘ 3

R-Wert (Methode 1): 2.40 min (97%) M = 263.3 g/mol
C,oH17NO,

[a]p®® =-17° (c = 0.34, H,0)
MALDI-TOF-MS: m/z (263.1) = 286.2 (M+Na"), 302.2 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, D,0): 8= 3.78-3.73 (m, 2H, H-6, H-7a), 3.67 (dd, 1H, H-5), 3.65-3.58
(m, 2H, H-4, H-7b), 334 (s, 3H, CH3-O-C(2)), 2.64 (dd, 1H, H-3.), 2.02 (s, 3H,
CH;-CO-NH), 1.59, (dd, 1H, H-3,y) ppm.

J5’4 = 98, J4,3eq = 4.3, J4,3ax = 11.7, J3ax,3eq =12.4 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): 6= 176.2 (CH;-CO-NH), 174.9 (C-1), 102.6 (C-2), 76.2 (C-6),
69.2 (C-4), 62.6 (C-7), 53.6 (C-5) 53.1 (CH3-CO-C(2)), 41.8 (C-3), 23.5 (CH;-CO-NH) ppm.

7.6.2.9 Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulo-
pyranosid)onat 16

Nach literaturbekannter Vorschrift® wurden 200 mg (0.593 mmol) 13 zu 16 mg (0.052 mmol)

eines farblosen Feststoffes 16 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 10%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 199 °C

Re-Wert (EE:MeOH =4:1): 0.34

[a]p™ = +8° (¢ = 0.1, MeOH) M = 307.3 g/mol
C12H21NOS
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MALDI-TOF-MS: m/z (307.1)= 330.4 (M+Na"), 346.2 (M+K)).

'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 3.87-3.81 (m, 4H, -COOCH3, H-5), 3.75-3.67 (m, 4H, H-7,
H-4, H-8a,b), 3.63 (dd, 1H, H-6), 3.35 (s, 3H, CH3-O-C(2)), 2.65 (dd, 1H, H-3¢,), 2.02 (s, 3H,
CH;3-CO-NH), 1.77 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J6’5 = 10.5, J5,4 = 10.1, J4,3eq = 4.7, J4,3ax = 11.9, J3ax73eq =12.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): = 176.5 (CH3-CO-NH-), 171.3 (C-1), 100.7 (C-2), 75.2 (C-6),
70.6 (C-7), 68.6 (C-4), 64.3 (C-8), 54.7 (COOCH3), 53.2 (CH3-0O-C(2)), 53.0 (C-5), 40.3 (C-
3), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm.

7.6.2.10 Darstellung von Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulo-pyrano-

sidonsdiure 7

Nach AAV 4 wurden 10 mg (0.033mmol) 16 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 8.0 mg (0.027 mmol)

eines farblosen Feststoffes 7 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 82%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 215 °C (Zersetzung)

Re~-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.35

Ri-Wert (Methode 1): 2.40 min (99 %) M = 293.3 g/mol
25 _ mo g C,;H;oNO,

[U,]D =-7 (C = 02, HzO)

MALDI-TOF-MS: m/z (293.1) 316.5 (M+Na"), 332.5 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, D,0): &= 3.81 (dd,1H, H-5), 3.77-3.71 (m, 3H, H-7, H-8a,b), 3.70 (dd,
1H, H-6), 3.65 (ddd, 1H, H-4), 3.32 (s, 3H, CH3-0-C(2)), 2.66 (dd, 1H, H-3,), 2.03 (s, 1H,
CH;-CO-NH), 1.60 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J7,6 = 1.0, J6,5 = 10.4, J5,4 = 10.0, J4,3eq = 4.6, J4,3ax =1 1.9, J3ax’3eq =12.3 Hz.
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PBC-NMR (100 MHz, D,0): = 176.6 (CH3-CO-NH), 175.1 (C-1), 102.31 (C-2), 74.68 (C-6),
70.51 (C-7), 69.51 (C-4), 64.24 (C-8), 53.58 (C-5), 53.02 (CH3-O-C(2)), 41.76 (C-3), 23.57
(CH;3-CO-NH) ppm.

7.6.2.11 Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-7-benzylamino-3,5,7-tridesoxy-a-L-
arabino-hept-2-ulopyranosid)onat 27

Nach AAV 3 wurden 100 mg (0.296 mmol) 13 mit 156 mg (0.712 mmol) NalO4 (2.4eq)
oxidativ gespalten. Der erhaltene Feststoff wurde in 5 mL 0.1 M methanolischem
Acetatpuffer gelost und mit 32.3 pL (0.296 mmol) Benzylamin versetzt. AnschlieBend
wurden 18.6 mg (0.296 mmol) NaCNBHj3;, geldst in 2 mL MeOH, zum Reaktionsgemisch
gegeben. Nach 2 d Riihren bei RT wurde das Produkt zweimal sdulenchromatographisch
(Eluent: I: DCM:MeOH 4:1, II: DCM:MeOH 10:1) gereinigt. Die das Produkt enthaltenen
Fraktionen wurden im Vakuum eingeengt. Nach Trocknung an der Olpumpe wurden 59.0 mg

(0.161 mmol) eines farblosen Feststoffs 27 mit einer Ausbeute von 54% erhalten.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff ©\/ !

H COOMe
Schmelzpunkt: 173 °C (Zersetzung) N 6

N 7 0~ /2 ~OMe
Re-Wert (DCM:MeOH = 4:1): 0.43. Ac N .

5
[0]>° =: -16° (¢c=0.1, MeOH) HO 3
4 M = 366.4 g/mol

MALDI-TOF-MS: m/z (366.2) = 367.4 (M+H"), C1gH26N,05

389.3 (M+Na").

'H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 8= 7.57-7.47 (m, 5H, C¢Hs), 4.38 (d, 1H, H-8a), 4.26 (d, 1H,
H-8b), 3.95 (ddd, 1H, H-6), 3.90 (s, 3H, -COOCH3), 3.67 (ddd, 1H, H-4), 3.58 (dd, 1H, H-5),
3.41 (s, 3H, CH3-0-C(2)), 3.26 (dd, 1H, H-7a), 3.17 (dd, 1H, H-7b), 2.67 (dd, 1H, H-3.),
2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.79 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J7a,7b = 13.6, J7a,6 = 2.5, J7b,6 = 7.8, J6,5 = 100, J5,4 = 10.0, J4,3eq = 4.4, J4,3ax = 11.9, J3ax,3eq =
12.9, Jsap.= 12.7 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): 8= 175.8 (CH3-CO-NH-), 170.9 (C-1), 134.0 (C(q), CsHs)),
131.9, 131.4, 131.1 (5C, H-C, CsHs-), 101.8 (C-2), 73.1 (C-6), 68.4 (C-4), 56.1 (C-5), 54.3
(COOCH3), 53.4 (CH3-0-C(2), 52.8 (C-8), 50.2 (C-7), 42.3 (C-3), 23.7 (CH3-CO-NH) ppm.
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7.6.2.12 Darstellung von Methyl-5-acetamido-7-benzylamino-3,5,7-tridesoxy-a-L-arabino-

hept-2-ulopyranosidonsdure 21

Nach AAV 4 wurden 20 mg (0.055 mmol) 27 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde zweimal durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 19 mg

(0.054 mmol) eines farblosen Feststoffes 21 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute

von 98%.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff ©\/H (1300H
N
Smp.: 167 °C (Zersetzung) 8 i

N7 0~ /2 ~OMe
Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.40
Ri-Wert (Methode 3): 9.17 min (95%) Ho :

M = 352.4 g/mol

[OL]D25 =65° (¢ = 0.1, H,0) C17H,4N, 04

MALDI-TOF-MS: m/z (352.2) = 353.7 (M+H"), 375.6 (M+Na").

'"H-NMR (500 MHz, D,0): 6= 7.51-7.46 (m, SH, C¢Hs), 4.34 (d, 1H, H-8a), 4.28 (d, 1H,
H-8b), 4.02 (ddd, 1H, H-6), 3.65 (ddd, 1H, H-4), 3.55 (dd, 1H, H-5), 3.33 (s, 3H,
CH3-0-C(2)), 3.20 (dd, 1H, H-7a), 3.15 (dd, 1H, H-7b), 2.65 (dd, 1H, H-3.,), 1.95 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.63 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J7a,7b = 13.4, J7a,6 = 2.9, J7b,6 = 8.0, J6,5 = 10.1, J5’4 = 10.1, J4,3eq = 4.4, J4,3ax = 11.8, J3ax,3eq =
12.5, Jga,b.: 13.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): 8= 176.7 (CH3-CO-NH), 174.7 (C-1), 132.3 (C(q), C¢Hs)), 131.5,
131.3, 130.9 (5C, H-C (CgHs-)), 103.0 (C-2), 72.00 (C-6), 68.4 (C-4), 55.3 (C-5), 53.4 (CH;-
0-C(2), 52.6 (C-8), 49.4 (C-7), 41.7 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm.

7.6.2.13 Darstellung von Methyl-[methyl-5-acetamido-7-(3-carboxy-benzylamino)-3,5,7-
tridesoxy-a-L-arabino-hept-2-ulopyranosidonat 29

Nach AAV 3 wurden 100 mg (0.296 mmol) 13 mit 143 mg (0.652 mmol) NalO4 (2.2eq)

oxidativ gespalten. Der erhaltene Feststoff wurde in 20 mL eines 0.1 M Natriumacetatpuffer

gelost und mit 59.3 mg (0.296 mmol) Benzoesdure-3-methylamin, geldst in 2 mL 0.1 M

Natriumacetatpuffer, versetzt. AnschlieBend wurden 18.6 mg (0.296 mmol) NaCNBH3, gelost

in 2 mL 0.1 M Natriumacetatpuffer, zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach 24 h Riihren bei
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RT wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Eluent: DCM:MeOH 10:1) gereinigt
und im Vakuum eingeengt. Nach Trocknung im Olpumpenvakuum konnten 31 mg (0.073

mmol) eines farblosen Feststoffs 29 mit einer Ausbeute von 25% erhalten werden.

Charakterisierung: COOMe
(1)
farbloser Feststoff (6) (2
1
Schmelzpunkt: 116 °C H COOMe
(%) @ 6
—4-1) 4

Ry-Wert (DCM:MeOH = 4:1): 0.47 @ H 7 073 ~ome
[a]p>® = -10° (c = 0.25, H,O) g /
MALDI-TOF-MS: m/z (424.2) = M = 424.5 g/mol

C20H28N208

425.3 (M+H"), 447.3 (M+Na"), 463.2 (M+K").

'"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5= 8.09-8.06 (m, 1H, H-2(Ar)), 7.98-7.94 (m, 1H, H-6(Ar)),
7.67-7.63 (m, 1H, H-4(Ar)), 7.52-7.47 (m, 1H, H-5(Ar)), 4.00 (d, 1H, H-8a), 3.86 (d, 1H,
H-8b), 3.93 (s, 3H, C(Ar)-COOCH3), 3.86 (s, 3H, C(2)-COOCHj), 3.75-3.70 (m, 1H, H-4),
3.62-3.53 (m, 2H, H-6, H-5), 3.39 (s, 3H, C(2)-0-CH3), 2.82 (dd, 1H, H-7a), 2.77 (dd, 1H,
H-7b), 2.64 (dd, 1H, H-3.y), 1.95 (s, 3H, CH3-NH-CO-), 1.72 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J7a,7b = 13.1, J7a’(, = 2.7, J7b,6 = 7.6, J4,3eq = 4.1, J4’3ax = 11.5, J3ax’3eq = 12.6, Jga’b.: 13.3 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): &= 175.4 (CH;-CO-NH), 171.1 (C-1), 169.5 (C(Ar)-
COOCH3), 142.1 (C-1(Ar)), 132.6 (C-3(Ar)), 135.4 (C-4(Ar)), 131.5 (C-2(Ar)), 130.6 (C-
5(Ar)), 130.3 (C-6(Ar)), 101.3 (C-2), 75.6 (C-4), 69.5 (C-6), 56.4 (C-5), 54.1 (C-8), 53.5
(C(2)-COOCH3), 52.9 (C(Ar)-COOCH3), 51.8 (C-4), 51.8 (C(2)-O-CH3), 42.2 (C-3), 23.7
(CH;3-CO-NH) ppm.

7.6.2.14 Darstellung von Methyl-5-acetamido-7-(3-carboxy-benzylamino)-3,5,7-tridesoxy-a-

L-arabino-hept-2-ulopyranosidonsdure 22

Nach AAV 4 wurden 27 mg (0.064 mmol) 29 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 19 mg (0.048 mmol) eines

farblosen Feststoffes 22 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 75%.
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Charakterisierung: COOH
farbloser Feststoff (1)
6
Schmelzpunkt: 195 °C (Zersetzung) @ @ 1
H COOH
ReWert (Isopropanol:H,O:AcOH 40:10:1): 0.30 ® ) N 6
8
Ri-Wert (Methode 2): 6.35 min (99%) P 07 /2 ~OMe
A 4
[a]n2® = +1° (¢ = 0.22, H,0) © wo 3
M = 396.4 g/mol
- _MS: = +H*
MALDI-TOF-MS: m/z (396.2) = 397.1 (M+H"), C1aHpaN,04

419.1 (M+Na"), 435.1 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 7.93-7.87 (m, 2H, H-6(Ar), H-2(Ar)), 7.61-7.56 (m, 1H,
H-4(Ar)), 7.55-7.50 (m, 1H, H-5(Ar)), 4.36 (d, 1H, H-8a), 4.30 (d, 1H, H-8b), 4.06-3.99 (m,
1H, H-6), 3.63 (ddd, 1H, H-4), 3.54 (dd, 1H, H-5), 3.33 (s, 3H, C(2)-0-CH3), 3.21-3.10 (m,
2H, H-8), 2.64 (dd, 1H, H-3.y), 1.93 (s, 3H, CH3-CO-NH-), 1.63 (dd, 1H, H-3) ppm.

J7a’(, = 36, J7b’(, = 71, J(,’5 = 103, J5’4 = 101, J4,3eq = 44, J4,3ax = 115, J3ax,3eq = 124,
Jga,b. =13.2 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): = 176.7 (CH;-CO-NH), 176.7 (C(Ar)-COOH), 174.8 (C-1),
138.9 (C-1(Ar)), 134.1 (C-4(Ar)), 132.2 (C-3(Ar)), 131.8 (C-2(Ar)), 131.5 (C-6(Ar)), 130.8
(C-5(Ar), 103.1 (C-2), 72.1 (C-6), 68.5 (C-4), 55.3 (C-5), 53.5 (C(2)-O-CHs), 52.5 (C-8),
49.5 (C-7), 41.8 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH-) ppm.

7.6.2.15 Darstellung von Methyl-[methyl-5-acetamido-8-(cyclopropyl-methylamino)-3,5,8-
tridesoxy-a-D-galacto-oct-2-ulopyranosidjonat 31

Es wurden 100 mg (0.297 mmol) 13 mit 64 mg (0.30 mmol) NalO4 nach AAV 2 oxidativ
gespalten. Das erhaltene Rohprodukt wurde unter N,-Atmosphére in 4 mL MeOH gel6st und
2 Spatelspitzen Molsieb 3 A zugegeben. Zu dieser Losung wurden 48 mg (0.446 mmol)
Aminomethylcyclopropan x HCI gegeben und nach 5 min Rithren 11.3 mg (0.180 mmol)
NaCNBH3, gelost in 1 mL MeOH, zugeben. Der pH-Wert wurde wéhrend der ersten 3 h,
wenn notig, mit Essigsdure oder Triethylamin auf pH = 7 korrigiert. Nach 20 h wurde das
Losungsmittel entfernt und das Produkt durch zweimalige Saulenchromatographie (Eluent: I:
DCM:MeOH 6:1 + 1% NEts, II: DCM:MeOH 8:1 + 0.5% NEts3) gereinigt. Es konnten 18 mg
eines leicht mit Triethylamin verunreinigten Produktes 31 erhalten werden, welches direkt fiir

die ndchste Reaktion bereitgestellt wurde.
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11
Charakterisierung: 10 9

farbloser Feststoff 12
ReWert (DCM:MeOH 5:1 + 1%Et;N): 0.10
MALDI-TOF-MS: m/z (360.2) = 361.0 (M+H").

M = 360.4 g/mol
C16H28NZO7

'"H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): 5= 3.89-3.85 (m, 4H, H-7, -COOCH3), 3.75 (dd, 1H, H-5),
3.69-3.64 (m, 1H, H-4), 3.41 (dd, 1H, H-6), 3.35 (s, 3H, CH3-0-C(2)), 3.10 (dd, 1H, H-8a),
3.02 (dd, 1H, H-8b), 2.75 (dd, 1H, H-9a), 2.72-2.65 (m, 2H, H-9b, H-3.,), 2.04 (s, 3H,
CH;3-CO-NH-), 1.72 (dd, 1H, H-3,,), 1.11-1.02 (m, 1H, H-10), 0.66-0.59 (m, 2H, H-11a, H-
12a), 0.32-0.28 (m, 2H, H-11b, H-12b) ppm.

Jlo,ga = 7.1, Jga,gb = 12.6, Jga,gb = 12.5, Jga’7 = 8.5, ng’7 = 5.0, J7’6 = 1.8, J6,5 = 10.2, J5,4 = 10.0,
J4’3eq = 4.6, J4’3ax = 12.0, J3ax,3eq =12.8 Hz.

BC-NMR (125 MHz, MeOH-d,): &= 76.7 (C-6), 68.6 (C-4), 68.4 (C-7), 55.6 (C-9), 54.6
(C-5), 53.7 (COOCH3), 52.7 (CH3-O-C(2), 51.7 (C-8), 42.3 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH), 10.8
(C-10), 5.1 (2C, C-11, C-12) ppm. (Quartiare C-Atome wurden unter diesen Messbedingungen

nicht erfasst.)

7.6.2.16 Darstellung  von  Methyl-5-acetamido-8-(cyclopropyl-methylamino)-3,5,8-tri-

desoxy-a-D-galacto-oct-2-ulopyranosidonsdure 18

Nach AAYV 4 wurden 14.4 mg der verunreinigten Substanz 31 mit 0.1 M NaOH verseift. Das
Rohprodukt wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 9.4 mg
(0.027 mmol) eines farblosen Produktes 18 erhalten. Dies entspricht einer Gesamtausbeute

von 18% tiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 13.

Charakterisierung: 1
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 177 °C (Zersetzung) 12
Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.42
R-Wert (Methode 1): 2.51 min (95%)

[a]p® =-10° (c = 0.12, H,0) M = 346.4 g/mol
C15H26N207

117



7 Experimenteller Teil

MALDI-TOF-MS: m/z (346.2) = 347.0 (M+H"), 368.9 (M+Na").

'H-NMR (500 MHz, D,0): 6= 4.04-3.99 (m, 1H, H-7), 3.77 (dd, 1H, H-5), 3.64(ddd, 1H,
H-4), 3.60 (dd, 1H, H-6), 3.32 (s, 3H, CH3-O-C(2)), 3.29 (dd, 1H, H-8a), 3.23 (dd, 1H, H-8b),
2.97-2.88 (m, 2H, H-9), 2.67 (dd, 1H, H-3.y), 2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.62 (dd, 1H, H-34),
1.12-1.03 (m, 1H, H-10), 0.69-0.60 (m, 2H, H-11a, H-12a), 0.36-0.30 (m, 2H, H-11b, H-12b)
ppm.

Jga,gb = 12.8, Jga’7 = 6.8, ng,7 = 5.0, J7’6 = 1.3, J6’5 = 10.4, J5,4 = 10.1, J4,3eq = 4.7, J4,3ax = 12.0,
Jaxeq = 12.5 Hz,

BCNMR (125 MHz, D,0): 8= 176.8 (CH;-CO-NH), 174.8 (C-1), 102.9 (C-2), 75.4 (C-6),
69.3 (C-4), 65.8 (C-7), 54.7 (C-9), 53.6 (C-5), 53.3 (CH3-0-C(2), 51.9 (C-8), 41.7 (C-3), 23.5
(CH;-CO-NH), 8.2 (C-10), 5.0 (2C, C-11, C-12) ppm.

7.6.2.17 Darstellung von Methyl-[methyl-5-acetamido-8-(n-propyl-amino)-3,5,8-tridesoxy-
a-D-galacto-oct-2-ulopyranosidjonat 33

Es wurden 100 mg (0.297 mmol) 13 wurden mit 64 mg (0.30 mmol) NalO4 nach AAV 2
oxidativ gespalten. Das erhaltene Rohprodukt wurde unter N>-Atmosphére in 4 mL MeOH
gelost und zwei Spatelspitzen Molsieb 3 A zugegeben. Zu dieser Losung wurden 89 pL (1.5
mmol) n-Propylamin gegeben und der pH-Wert mit Essigsdure auf pH = 5 eingestellt.
AnschlieBend wurden 11.3 mg (0.180 mmol) NaCNBH3, gelost in 1 mL MeOH, zugeben. Der
pH-Wert wurde wihrend der ersten 3 h, wenn nétig, mit Essigsdure oder Triethylamin auf
pH =7 korrigiert. Nach 20 h wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt mittels
zweimaliger S&ulenchromatographie (Eluent: I: DCM:MeOH 6:1 + 0.5% NEt;, II:
DCM/MeOH 7:1 + 0.5% NEts) gereinigt. Nach Trocknung im Vakuum wurden 29 mg eines
leicht mit Triethylamin verunreinigten Produktes 33 erhalten werden, welches direkt fiir die

nichste Reaktion bereitgestellt wurde.
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Charakterisierung: " 9

farbloser Feststoff
ReWert (DCM:MeOH): 0.08
MALDI-TOF-MS: m/z (348.2) = 349.1 (M+H"),

371.1 (M+Na"). M = 348.4 g/mol
C15H28NZO?

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): 8 = 3.97-3.91 (m, 1H, H-7), 3.86 (s, 3H, COOCHj3), 3.73
(dd, 1H, H-5), 3.70-3.63 (m, 1H, H-4), 3.45-3.40 (m, 1H, H-6), 3.36 (s, 3H, C(2)-O-CH3),
3.32-3.27 (m, 1H, H-8a), 3.13 (dd, 1H, H-8b), 3.03-2.95 (m, 2H, H-9), 2.67 (dd, 1H, H-3,),
2.05 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.80-1.69 (m, 3H, H-10, H-3,,), 1.05 (t, 3H, H-11) ppm.

Jga,gb = 12.7, ng,7 = 2.9, J6,5 = 10.0, J5,4 = 10.2, J4,3eq = 4.5, J3ax,3eq = 13.0, J10,11 =7.5 Hz.

3C-NMR (100 MHz, MeOH-d,): § = 175.9 (CH;-CO-NH), 170.8 (C-1), 101.5 (C-2), 77.2 (C-
6), 68.7 (C-4), 67.9 (C-7), 55.0 (C-5), 54.0 (COOCHj3), 53.0 (C(2)-O-CHs), 51.9 (C-9), 51.8
(C-8), 42.3 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH), 21.9 (C-10), 12.2 (C-11) ppm.

7.6.2.18 Darstellung von  Methyl-5-acetamido-8-(n-propyl-amino)-3,5,8-tridesoxy-a-p-

galacto-oct-2-ulopyranosidonsiiure 19

Nach AAV 4 wurden 16.5 mg 33 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt wurde durch
Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 8.4 mg (0.025 mmol) eines farblosen

Feststoffes 19 erhalten. Dies entspricht einer Gesamtausbeute von 14% tiiber zwei Stufen,

bezogen auf das Edukt 13.

Charakterisierung: 11
farbloser Feststoff 10
Schmelzpunkt: 202 °C (Zersetzung)

Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.36

Ri-Wert (Methode 1): 2.46 min (99%)

25 _ _ M = 334.4 g/mol
[a]p™ =-34 (c = 0.08, H,0) C4H,6N,0,

MALDI-TOF-MS: m/z (334.2) = 335.1 (M+H"),

357.0 (M+Na"), 373.0 (M+K)).
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'H-NMR (500 MHz, D;,0): & = 3.96-3.91 (m, 1H, H-7), 3.68 (dd, 1H, H-5), 3.55 (ddd, 1H,
H-4), 3.50 (dd, 1H, H-6), 3.24-3.18 (m, 4H, H-8a,C(2)-O-CHs), 3.14 (dd, 1H, H-8b), 2.96-
2.90 (m, 2H, H-9), 2.58 (dd, 1H, H-3¢y), 1.93 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.66-1.56 (m, 2H, H-10),
1.53 (dd, 1H, H-3,,), 0.86 (t, 3H, H-11) ppm.

Jga,gb = 130, Jgaj = 7.0, J8b,7 = 4.8, J7’6 = 1.1, J6’5 = 10.4, J5,4 = 100, J473eq = 4.7, J4,3ax = 11.8,
J3ax,3eq = 12.5, J10,11 = 7.4 HZ.

3C-NMR (125 MHz, D,0): § = 176.7 (CH3-CO-NH), 174.8 (C-1), 102.9 (C-2), 75.4 (C-6),
69.5 (C-4), 65.9 (C-7), 53.6 (C-5), 53.2 (C(2)-O-CHj), 52.0 (C-8), 51.4 (C-9), 41.6 (C-3),
23.5 (CH;-CO-NH), 20.9 (C10), 11.8 (C-11) ppm.

7.6.2.19 Darstellung von Methyl-[methyl-5-acetamido-8-(butansiiure-4-yl-amino)-3,5,8-

tridesoxy-a-D-galacto-oct-2-ulopyranosidjonat 35

Es wurden 100 mg (0.297 mmol) 13 wurden mit 64 mg (0.30 mmol) NalO4 nach AAV 2
oxidativ gespalten. Das erhaltene Rohprodukt wurde unter N,-Atmosphire in 4 mL MeOH
geldst und etwas Molsieb 3 A zugegeben. Zu dieser Losung wurden anschliefend 153 mg
(1.48 mmol) y-Aminobuttersdure gegeben und der pH-Wert mit Essigsdure auf pH = 5
eingestellt. Nach 5 min Riihren wurden 11.3 mg (0.180 mmol) NaCNBHj3, gelost in 1 mL
MeOH, zugeben. Der pH-Wert wurde wéhrend der ersten 3 h alle 30 min kontrolliert und
wenn notig mit Essigsdure oder Triethylamin auf pH = 7 korrigiert. Danach wurden erneut
11.3 mg (0.180 mmol) NaCNBH; zugegeben, der pH-Wert kontrolliert und weitere 16 h
riihren lassen. Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt mittels
Saulenchromatographie (Eluent: Gradient von DCM:MeOH 6:1 + 0.5% NEt; nach
DCM:MeOH 1:1 + 0.5% NEts) gereinigt. Nach Entfernung des Losungsmittels wurde das
erhaltene Rohprodukt durch Gelpermeationschromatographie an Biogel P2 gereinigt. Es
wurden 20 mg (0.051 mmol) des Produkts 35 erhalten. Dies entspricht, bezogen auf die
Menge des Eduktes 13 einer Ausbeute von 17%.
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Charakterisierung: 1

HOOC
farbloser Feststoff 12 0
Schmelzpunkt: 155° C (Zersetzung)
Re-Wert
(Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.27
[a]p® =+9° (c = 0.18, H,0) M = 392.4 g/mol

C16H28N209

MALDI-TOF-MS: m/z (392.2) = 393.5
(M+H"), 415.4 (M+Na"), 431.4 (M+K").

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): 5= 3.97-3.92 (m, 1H, H-7), 3.85 (s, 3H, COOCH3), 3.75 (dd,
1H, H-5), 3.66 (ddd, 1H, H-4), 3.44 (dd, 1H, H-6), 3.40-3.29 (m, 4H, CH;-0-C(2)-, H-8a),
3.23-3.06 (m, 3H, H-8b, H-9a, H-9b), 2.66 (dd, 1H, H-3,y), 2.46-2.39 (m, 2H, H-11), 2.05 (s,
3H, CH3-CO-NH-), 1.97-1.88 (m, 2H, H-10), 1.73 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J7’6 = 17, J(,’5 = 102, J5,4 = 101, J4’3eq = 46, J4,3ax = 117, J3ax,3eq =12.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): 5= 181.8 (C-12), 176.5 (CH;-CO-NH), 170.9 (C-1), 101.4
(C-2), 77.3 (C-6), 68.9 (C-4), 67.8 (C-7), 55.1 (C-5), 54.2 (COOCH3), 53.2 (CH3-0-C(2),
51.7 (C-8), 50.7 (C-9), 42.4 (C-3), 37.9 (C-11), 24.2 (C-10), 23.6 (CH;-CO-NH) ppm.

7.6.2.20 Darstellung von Methyl-5-acetamido-8-(butansdiiure-4-yl-amino)-3,5,8-tridesoxy-a-

D-galacto-oct-2-ulopyranosidonsiiure 20

Nach AAV 4 wurden 15 mg (0.038 mmol) 35 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt
wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 14 mg (0.037 mmol) eines

farblosen Feststoffes 20 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 99%.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff HOO::Z 9
Schmelzpunkt: 164 °C (Zersetzung)
R+-Wert

(Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.20
Ri-Wert (Methode 1): 2.36 min (99%) M = 378.4 g/mol
o]p2’ = +13° (¢ = 0.12, H,0) C15H26N209

MALDI-TOF-MS: m/z (378.2) = 379.4 (M+H"), 401.3 (M+Na").
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'H-NMR (400 MHz, D,0): 8= 4.02-3.97 (m, 1H, H-7), 3.75 (dd, 1H, H-5), 3.66 (m, 1H, H-4),
3.60-3.55 (m, 1H, H-6), 3.34-3.26 (m, 4H, CH3-O-C(2), H-8a), 3.22 (dd, 1H, H-8b), 3.10-
3.03 (m, 2H, H-9), 2.64 (dd, 1H, H-3,,), 2.33-2.27 (m, 2H, H-11), 1.99 (s, 3H, CH3-CO-NH),
1.95-1.86 (m, 2H, H-10), 1.59 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

Jga,b = 12.9, Jga,7 :7.4, J8b,7 :4.7, J6,5 = 100, J5,4 = 100, J4,3eq = 4.6, J473ax = 12.1, J3ax,3eq
=12.6 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): 5= 181.9 (C-12), 176.8 (CHs-CO-NH), 174.7 (C-1), 102.9 (C-2),
75.3 (C-6), 69.3 (C-4), 65.7 (C-7), 53.6 (C-5), 53.3 (COOCH3), 52.1 (CH;-0O-C(2), 52.1 (C-
8), 49.4 (C-9), 41.5 (C-3), 35.3 (C-11), 23.6 (CHs-CO-NH), 23.5 (C10) ppm.

7.6.2.21 Darstellung von Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-oct-2-ulo-

pyranosidarsiure-1-methylester 36

Es wurden 100 mg (0.297 mmol) 13 nach AAV 2 mit 0.6 eq NalO4 umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde in 1.5 mL demineralisiertem H,O aufgenommen. Zu dieser Losung
wurden 15 mg (0.096 mmol) Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat in 161 pL Wasser und 45
uL 30%ige H,O,-Losung gegen. Der Ansatz wurde auf 0 °C gekiihlt und in Intervallen von
10 min mit jeweils 50 pL einer Losung aus 64.4 mg 80%igem Natriumchlorit in 570 pL
Wasser unter Rilthren versetzt. Nach der vollstindigen Zugabe der Natriumchloritlésung
wurde fiir weitere 30 min geriihrt und anschlieBend Natriumthiosulfat zum Abbau der
Peroxide zugegeben, welches mit lod-Stirke-Papier auf Vollstdndigkeit tiberpriift wurde. Die
Losung wurde gefriergetrocknet und mittels Sdulenchromatographie (Eluent: DCM:MeOH
4:1 + 0.5% AcOH) gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der erhaltene
Feststoff mittels Gelpermeationschromatographie {iber Biogel P2 gereinigt. Nach
Gefriertrocknung konnten 49 mg (0.15 mmol) eines farblosen Produktes 36 erhalten werden.

Dies entspricht einer Ausbeute von 86% bezogen auf die Menge des eingesetzten NalO,.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 142° (Zersetzung)

R~Wert: (Isopropanol:H,O:AcOH = 20:5:1): 0.20. *Ho 3
25 _ 1Q0 (m — M = 321.3 g/mol
o =-18° (¢ =0.14, H,O
[ ]D ( 2 ) C12H19N09
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MALDI-TOF-MS: m/z (321.1) = 344.0 (M+Na"), 360.0 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 4.06-3.08 (m, 2H, H-6, H-7), 3.88 (dd, 1H, H-5), 3.83 (s, 3H,
COOCH3), 3.71 (ddd, 1H, H-4), 3.30 (s, 3H, C(2)-O-CH3), 2.60 (dd, 1H, H-3.), 2.02 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.75 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J6’5 = 100, J5,4 = 103, J4,3eq = 4.8, J4,3ax = 11.9, J3eq73ax =12.9 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): § = 177.3 (C-8), 174.8 (CH3;-CO-NH), 170.0 (C-1), 99.1 (C-2),
75.6 (C-6), 69.8 (C-7), 67.1 (C-4), 53.2 (-COOCH3;), 52.0 (C(2)-O-CHs), 51.7 (C-5), 38.9 (C-
3), 22.2 (CH3-CO-NH) ppm.

7.6.2.22 Darstellung von Methyl-5-acetamido-4,7-O-diacetyl-3,5-didesoxy-a-D-galacto-oct-

2-ulopyranosidarsiure-1-methylester 37

Es wurden 49 mg (0.15 mmol) 36 mit 1.3 mL Essigsédureanhydrid und 2 mL Pyridin geldst
und fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Ansatz wurde im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt und das Produkt mittels Sdulenchromatographie (Eluent: DCM:MeOH 3:1 + 0.5%
AcOH) gereinigt. Nach Trocknung im Vakuum wurden 30 mg (0.074 mmol) des Produkts 37

erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 49% bezogen auf die Menge des eingesetzten 36.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 149° (Zersetzung)

Re-Wert: (DCM:MeOH 3:1 + 0.5% AcOH): 0.26

[a]p® = -44° (c = 0.13, H,0) M = 405.4 g/mol
+ C16H23N011

MALDI-TOF-MS: m/z (405.1) = 427.9 (M+Na"), 443.9

(M+K").

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & = 5.02 (d, 1H, H-7), 5.02-4.95 (m, 1H, H-4), 4.28 (dd, 1H,
H-6), 4.14 (dd, 1H, H-5), 3.85 (s, 3H, COOCH3), 3.38 (s, 3H, C(2)-0-CHs), 2.62 (dd, 1H,
H-3.), 2.18 (s, 3H, CH;-CO-O-(C-7)), 2.03 (s, 3H, CH;-CO-O-(C4)), 1.89 (s, 3H,
CH;-CO-NH-), 1.78 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J7’6 = 20, J(,’5 = 107, J5,4 = 103, J4’3eq = 49, J4,3ax = 120, J3eq,3ax =12.7 Hz.
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BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & = 174.6 (C-8), 174.2 (CH3-CO-NH), 173.5 (CH;-CO-O-
(C-7)), 172.8 (CH;-CO-0O-(C-4)), 170.8 (C-1), 101.0 (C-2), 76.5 (C-6), 73.8 (C-7), 71.7 (C-
4), 53.7 (COOCHj3), 53.2 (C(2)-O-CHs), 52.0 (C-5), 39.5 (C-3), 23.5 (CH3-CO-NH-), 21.9
(CH3-CO-0-(C7)), 21.6 (CH3-CO-0-(C4)) ppm.

7.6.2.23 Versuch der Darstellung von Methyl-5-acetamido-4,7-O-diacetyl-3,5-didesoxy-a-D-

galacto-oct-2-ulopyranosidarsiiure-1-methylester-8-n-propylamid 38

Es wurden 62 mg (0.15 mmol) 37 in 5 mL DCM und 6 mL DMF geldst. Zu dieser Losung
wurden dann bei 0 °C 47 mg (0.23 mmol) DCC und 1 mg (0.008 mmol) DMAP gegeben. Der
Ansatz wurde 5 min durch Riihren vermengt und anschlieBend mit 25 pL (18 mg; 0.30 mmol)
n-Propylamin versetzt. Nachdem fiir 30 min bei 0 °C geriihrt wurde, wurde das Kiihlbad
entfernt und tiiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt mittels Saulenchromatographie (Eluent:

DCM/MeOH 8:1) gereinigt. Das Produkt 38 konnte nicht isoliert werden.

Charakterisierung:
farbloser Feststoff COOMe
MALDI-TOF-MS: m/z (446.2) = 469.0 [M+Na]",
OMe

485.0 [M+K]".

AcO

M =446.5 g/mol
C19H3ONZOIO

7.6.2.24 Darstellung von N-(6-Hydroxy-hexyl)-2-napht-1-yl-acetamid 53

Fiir die nach AAV 5 durchgefiihrte Reaktion wurden 500 mg (3.27 mmol) 6-Amino-hexan-1-
ol x HCI und 0.620 mL (465 mg, 3.60 mmol) DIPEA in 6 mL DMF geldst. Zu diesem Ansatz
wurde eine Losung, bestehend aus 0.670 g (3.60 mmol) Naphthalen-1-yl-essigséure, 1.155 g
(3.597 mmol) TBTU und 0.620 mL (465 mg, 3.60 mmol) DIPEA, gel6st in 6 mL DMF,
gegeben. Nach Aufarbeitung wurde das Produkt sdulenchromatographisch (Eluent:
TCM:MeOH 20:1) gereinigt. Es wurden 918 mg (3.22 mmol) eines farblosen Feststoffes 53
erhalten. Das entspricht eine Ausbeute von 99% bezogen auf das eingesetzte 6-Amino-hexan-

1-ol x HCI.
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M = 285.4 g/mol © (2
CigH,3NO, 3

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 98 °C

R~Wert (TCM:MeOH 10:1): 0.11.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 7.97-7.94 (m, 1H, H-8(NAA)), 7.90-7.87 (m, 1H,
H-5(NAA)), 7.85-7.82 (m, 1H, H-4(NAA)), 7.57-7.50 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)),
7.48-7.44 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.42-7.38 (m, 1H, H-2(NAA)), 4.02 (s, 2H, CH2(NAA)), 3.52
(t, 2H, H-6), 3.12 (t, 2H, H-1), 1.45-1.37 (m, 2H, H-5), 1.33-1.16 (m, 4H, H-2, H-4),
1.11-1.01 (m, 2H, H-3) ppm.

J1,2 = 7.0, J5,6 = 6.5 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCL3): & = 171.2 (CO-NH), 134.4 (C-4a(NAA)), 132.5 (C-8a(NAA)),
131.6 (C-1(NAA)), 129.1 (C-5(NAA)), 128.9 (C-4(NAA)), 128.7 (C-2(NAA)), 127.2 (C-
T(NAA)), 126.6 (C-6(NAA)), 126.0 (C-3(NAA)), 1242 (C-8(NAA)), 62.9 (C-6), 42.2
(CHy(NAA)), 39.6 (C-1), 32.8 (C-5), 29.6 (C-2), 26.6 (C-3), 25.6 (C-4) ppm.

7.6.2.25 Darstellung von Methyl-[(6-(2-napht-1-yl-acetylamino)-hexyl)-5-acetamido-4,7,8,9
-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-nonulopyranosidjonat 57°°
Nach AAV 6 wurden 400 mg (1.25 mmol) 53 in 10 mL DCM mit 687 mg (2.49 mmol)
Silbercarbonat und 317 mg (0.622 mmol) 12 vier Tage lang umgesetzt. Nach Aufarbeitung
wurde der Feststoff sdulenchromatographisch gereinigt (Eluent: I: EE, II: TCM:MeOH 40:1).
Nach der Entfernung des Losungsmittels wurden 54 mg eines farblosen Feststoffes 57
erhalten, der geringe Verunreinigungen enthielt und direkt fiir die ndchste Reaktion

bereitgestellt wurde.

125



7 Experimenteller Teil

10 12 14
NN
© 11 13 15
M = 758.8 g/mol
C38H50N2014
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Re-Wert (TCM:MeOH 10:1): 0.46.
MALDI-TOF-MS: m/z (758.3) = 759.2 (M+H"), 781.3 (M+Na"), 797.2 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, CDCLs): & = 7.99-7.93 (m, 1H, H-8(NAA)), 7.91-7.86 (m, 1H, H-
S(NAA)), 7.85-7.80 (m, 1H, H-4(NAA)), 7.58-7.49 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.49-
7.42 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.42-7.39 (m, 1H, H-2(NAA)), 5.38-5.33 (m, 1H, H-8), 5.30 (dd,
1H, H-7), 4.87-4.79 (m, 1H, H-4), 4.29 (dd, 1H, H-9a), 4.13-4.02 (m, 3H, H-6, H-9b, H-5),
4.02 (s, 2H, CHy(NAA)), 3.77 (s, 3H, COOCHj3), 3.70-3.64 (m, 1H, H-10a), 3.17-3.08 (m,
3H, H-10b, H-15), 2.55 (dd, 1H, H-3.y), 2.13, 2.12, 2.02, 2.00 (4xs, 12H, CH3-CO-0-), 1.88
(s, 3H, CH3-CO-NH), 1.95-1.89 (m, 1H, H-3,y), 1.44-1.36 (m, 2H, H-11), 1.33-1.23 (m, 2H,
H-14), 1.23-1.14 (m, 2H, H-12), 1.11-1.02 (m, 2H, H-13) ppm.

J9a,9b = 12.5, J9a,g = 2.6, J3,7 = 83, J7,6 = 1.8, J4,3eq :4.6, J3ax,3eq =12.7 Hz.

BC-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 129.4 (C-5(NAA)), 129.0 (C-4(NAA)), 128.8 (C-2(NAA)),
127.1, 126.8 (C-7(NAA), C-6(NAA)), 126.1 (C-3(NAA)), 124.4 (C-8(NAA)), 72.8 (C-06),
69.5 (C-4), 68.9 (C-8), 67.8 (C-7), 65.2 (C-10), 62.8 (C-9), 53.1 (COOCHj3), 49.9 (C-5), 42.8
(CH2(NAA)), 40.1 (C-15), 38.5 (C-3), 29.7 (2C, C-11, C-14), 26.7 (C-13), 25.8 (C-12), 23.6
(CH3-CO-NH), 22.0, 21.5, 21.4, 21.2 (4C, CH3-CO-0O) ppm. (Quartdre C-Atome wurden

unter diesen Messbedingungen nicht erfasst.)

7.6.2.26 Darstellung von Methyl-[(6-(2-napht-1-yl-acetylamino)-hexyl)-5-acetamido-3,5-
dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidjonat 59

Nach AAV 1 wurden 38 mg des Rohproduktes 57 in 6 mL MeOH deacetyliert. Das Produkt

wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Eluent: TCM:MeOH 4:1). Nach der Entfernung

des Losungsmittels wurden 18 mg (0.031 mmol) eines farblosen Feststoffes 59 erhalten. Dies

entspricht einer Gesamtausbeute von 7% iiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 12.
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)

(6)

12 14
NN e
o)
11 13 15
M =590.7 g/mol
C30H42N2010 G

Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 136 °C (Zersetzung)

R~Wert (Isopropanol): 0.59

[a]p® =+6° (c = 0.17, MeOH)

MALDI-TOF-MS: m/z (590.3) = 613.8 (M+Na"), 629.7 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & = 8.09-8.04 (m, 1H, H-8(NAA)), 7.94-7.89 (m, 1H, H-
5(NAA)), 7.86-7.81 (m, 1H, H-4(NAA)), 7.58-7.50 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.49-
7.45 (m, 2H, H-3(NAA), H-2(NAA)), 4.01 (s, 2H, CH2(NAA)), 3.90-3.84 (m, 5H, H-8, H-9a,
COOCH3;), 3.82-3.74 (m, 2H, H-5, H-10a), 3.70-3.61 (m, 2H, H-9b, H-4), 3.58 (dd, 1H, H-6),
3.54 (dd, 1H, H-7), 3.40-3.32 (m, 1H, H-10b), 3.20 (t, 2H, H-15), 2.70 (dd, 1H, H-3.y), 2.03
(s, 3H, CH3-CO-NH), 1.76 (dd, 1H, H-34), 1.55-1.44 (m, 4H, H-11, H-14), 1.41-1.23 (m, 4H,
H-12, H-13) ppm.

Jg’7 = 8.7, J7,6 = 1.7, J6,5 = 10.4, J4,3eq: 4.7, J4,3ax: 1 1.9, J3ax’3eq: 12.8, J14,15 =7.0 Hz.

BC-NMR (100MHz, MeOH-d,): & = 176.2 (CH3-CO-NH), 175.0 (CO-CHy(NAA)), 172.2
(C-1), 130.6 (C-5(NAA)), 129.9 (C-2(NAA)), 129.8 (C-4(NAA)), 128.1 (C-7(NAA)), 127.7
(C-6(NAA)), 127.5 (C-3(NAA)), 125.8 (C-8(NAA)), 101.1 (C-2), 75.8 (C-6), 73.5 (C-8), 71.2
(C-7), 69.5 (C-4), 66.0 (C-10), 65.6 (C-9), 54.8 (C-5), 54.2 (COOCHz), 42.6 (C-3), 42.5
(CH2(NAA)), 41.3 (C-15),31.5 (C-11), 31.1 (C-14), 28.4 (C-13), 27.5 (C-12), 23.5 (CH;3-CO-
NH) ppm. (Es konnten nicht alle quartdren C-Atome erfasst werden.)
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7.6.2.27 Darstellung von (6-(2-Napht-1-yl-acetylamino)-hexyl)-5-acetamido-3,5-dideoxy-a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonsdiure 43

Nach AAV 4 wurden 20 mg (0.039 mmol) 59 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt

wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 15 mg (0.026) eines

farblosen Feststoffes 43 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 77%.

(7)

(6)

10 12 14
o >N (3
11 13 15
M =576.7 g/mol
Ca9HaoN2010 (3)
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 150 °C (Zersetzung)

Re-Wert (Isopropanol): 0.26

Ri-Wert (Methode 2): 14.11 min (95%)

[a]p®® =+3° (¢ = 0.13, H,0)

MALDI-TOF-MS: m/z (576.3) = (M+H"), 599.2 (M+Na"), 615.2 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, D;0): 5 = 7.99-7.84 (m, 3H, H-5(NAA), H-8(NAA), H-4(NAA)),
7.62-7.53 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.52-7.47 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.47-7.43 (m, 1H,
H-2(NAA)), 4.03 (s, 2H, CHy(NAA)), 3.85-3.72 (m, 3H, H-8, H-9a, H-5), 3.66-3.52 (m, 5H,
H-6, H-4, H-10a, H-9b, H-7), 3.37-3.30 (m, 1H, H-10b), 3.01 (t, 2H, H-15), 2.69 (dd, 1H, H-
3eq)s 1.99 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.58 (dd, 1H, H-3,,), 1.41-1.29 (m, 4H, H-11, H-14), 1.18-
1.00 (m, 4H, H-12, H-13) ppm.

J4’3eq: 4.7, J4,3ax: 12.1, J3eq,3aX: 12.7, J15’14: 6.5 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): § = 176.6 (CHs-CO-NH), 176.0 (CO-CHy(NAA)), 175.1 (C-1),
135.1 (C-4a(NAA)), 132.6 (C-8a(NAA)), 130.4 (C-5(NAA)), 130.2 (C-2(NAA)), 130.1 (C-
1(NAA)), 129.8 (C-4(NAA)), 128.3 (C-7(NAA)), 127.9 (C-6(NAA)), 127.4 (C-3(NAA)),
124.9 (C-8(NAA)), 102.2 (C-2), 74.2 (C-6), 73.4 (C-8), 69.8 (C-4), 69.7 (C-7), 66.5 (C-10),
64.1 (C-9), 53.4 (C-5), 42.0 (C-3), 41.8 (CHy(NAA)), 40.9 (C-15), 30.4 (C-11), 29.6 (C-14),
27.1 (C-13), 26.3 (C-12), 23.5 (CH;-CO-NH) ppm.
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7.6.2.28 Darstellung von N-(6-Hydroxy-hexyl)-phenyl-acetamid 54

Fiir die nach AAV 5 durchgefiihrte Reaktion wurden 200 mg (1.31 mmol) 6-Amino-hexan-1-
ol x HCl und 0.248 mL (331 mg, 1.44 mmol) DIPEA in 5 mL DMF gel6st. Zu diesem Ansatz
wurde eine Losung, bestehend aus 196 mg (1.44 mmol) Phenylessigsdure, 462 mg (1.44
mmol) TBTU und 0.248 mL (331 mg, 1.44 mmol) DIPEA, geldst in 5 mL DMF, gegeben.
Nach Aufarbeitung und Reinigung wurden 300 mg (1.28 mmol) eines farblosen Feststoffes 54
erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 97% bezogen auf das eingesetzte 6-Amino-

hexan-1-ol x HCI.

6 4 2 H
/\/\/\/N
HO e e ;
M =235.3g/mol ©
C14H21NOZ
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 73 °C
ReWert (EE:MeOH 20:1): 0.33

'"H-NMR (500 MHz, CDCls: & = 7.38-7.32 (m, 2H, C¢Hs.meta), 7.32-7.27 (m, 1H, CeHs.para),
7.27-7.23 (m, 2H, C¢Hs.orto), 5.51-5.39 (m, 1H, CO-NH), 3.6 (t, 2H, H-6), 3.57 (s, 2H,
CH,-CeHs), 3.24-3.16 (m, 2H, H-1), 1.56-1.48 (m, 2H, H-5), 1.46-1.39 (m, 2H, H-2),
1.37-1.29 (m, 2H, H-4), 1.29-1.21 (m, 2H, H-3) ppm.

J5,6 = 6.3 Hz.

BC.NMR (125 MHz, CDCL): & = 171.5 (CO-NH), 135.4 (C¢Hs-C(q)), 129.8 (2C,
CoHs(Cono))s 129.4 (2C, CsHs(Crmeta)), 127.7 (CsHs(Cpara), 63.1 (C-6), 44.3 (CHy-CgHs), 39.9
(C-1), 32.8 (C-5), 29.7 (C-2), 26.7 (C-3), 25.5 (C-4) ppm.

7.6.2.29 Darstellung von Methyl-[(6-phenylacetylamino-hexyl)-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidjonat 58%°

Nach AAV 6 wurden 150 mg (0.637 mmol) 54 in 6 mL DCM mit 705 mg (2.55 mmol)

Silbercarbonat und 390 mg (0.765 mmol) 12 vier Tage lang umgesetzt. Nach Aufarbeitung

wurde der Feststoff sdulenchromatographisch vorgereinigt (Eluent: I: DCM:MeOH 20:1, II:

DCM:MeOH 30:1). Nach der Entfernung des Losungsmittels wurden 100 mg eines
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verunreinigten Feststoffes S8 erhalten, welcher direkt fiir die ndchste Reaktion bereitgestellt

wurde.
H
/\/\/\/N
o)
AcO M = 708.8 g/mol o
C34H48N2ol4
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

R~Wert (TCM:MeOH 10:1): 0.35
MALDI-TOF-MS: m/z (708.3) = 731.4 (M+Na"), 747.3 (M+K").

7.6.2.30 Darstellung von Methyl-[(6-phenylacetylamino-hexyl)-5-acetamido-3,5-dideoxy-a-
D-glycero-p-galacto-2-nonulopyranosidfonat 60

Nach AAV 1 wurden 95 mg des Rohproduktes 58 in 10 mL MeOH und mit einer Spatelspitze
Molsieb 3 A versetzt, deacetyliert. Das Produkt wurde siulenchromatographisch gereinigt
(Laufmittel: DCM:MeOH = 10:1). Nach der Entfernung des Losungsmittels wurden 34 mg

(0.063 mmol) eines farblosen Feststoffes 60 erhalten. Dies entspricht einer Gesamtausbeute

von 9% tiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 12.

10 12 14 H
/\/\/\/N
© 11 13 15
M = 540.6 g/mol o}
C26H4ONZC)10
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 106 °C (Zersetzung)

Re-Wert (TCM:MeOH 4:1): 0.17

[a]p®® =+6° (c = 0.1, MeOH)

MALDI-TOF-MS: m/z (540.3) = 463.4 (M+Na"), 479.4 (M+K").
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'H-NMR (500 MHz, MeOH-d,): & = 7.36-7.29 (m, 4H, CsHsmeta, CsHsortho), 7.28-7.24 (m,
H-1, CsHspara), 3.90-3.84 (m, 5H, H-8, H-9a, COOCH3), 3.83-3.75 (m, 2H, H-10a, H-5),
3.69-3.63 (m, 2H, H-9b, H-4), 3.58 (dd, 1H, H-6), 3.54 (dd, 1H, H-7), 3.51 (s, 2H,
CH,-C¢Hs), 3.41-3.36 (m, 1H, H-10b), 3.19 (t, 2H, H-15), 2.70 (dd, 1H, H-3.), 2.03 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.75 (dd, 1H, H-3,), 1.58-1.47 (m, 4H, H-11, H-14), 1.42-1.28 (m, 4H, H-12,
H-13) ppm.

Jg’7 = 8.8, J7,6 = 1.7, J6,5 = 10.4, J4,3eq: 4.6, J4,3ax: 12.0, J3ax’3eq: 12.7, J14,15 =7.0 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): & = 176.2 (CH3-CO-NH), 175.0 (CO-CH,-C¢Hs), 172.1
(C-1), 138.1 (C(q) CeHs), 130.9 (CeHsortho)s 130.4 (CeHsmeta), 128.7 (CsHspara), 101.1 (C-2),
75.8 (C-6), 73.5 (C-8), 71.1 (C-7), 69.5 (C-4), 66.0 (C-10), 65.6 (C-9), 54.8 (C-5), 54.2
(COOCH3), 44.8 (C¢Hs-CH,), 42.7 (C-3), 41.4 (C-15), 31.5 (C-11), 31.1 (C-14), 28.5 (C-13),
27.6 (C-12), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm.

7.6.2.31 Darstellung  von  (6-Phenylacetylamino-hexyl)-5-acetamido-3,5-dideoxy-a-D-
glycero-p-galacto-2-nonulopyranosidonsdiure 44
Nach AAV 4 wurden 15 mg (0.028 mmol) 60 mit 0.1 M NaOH verseift. Das Rohprodukt

wurde durch Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 14 mg (0.027) 44

erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 96%.

10 12 14 H
/\/\/\/N
© 11 13 15
M = 526.6 g/mol 0
C25H38N2010
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 158.7 °C (Zersetzung)

Re~Wert (Isopropanol:H,O:AcOH 40:10:1): 0.68

R-Wert (Methode 2): 10.88 min (97%)

[a]p® =-6° (c = 0.13, H,0)

MALDI-TOF-MS: m/z (526.3) = 549.4 (M+Na"), 565.5 (M+K").
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'"H-NMR (400 MHz, D,0): § = 7.40-7.25 (m, SH, CeHs), 3.85-3.79 (m, 2H, H-8, H-9b), 3.76
(dd, 1H, H-5), 3.70-3.57 (m, 4H, H-10a, H-4, H-6, H-9b), 3.56-3.52 (m, 3H, H-7, C¢Hs-CH,),
3.42-3.35 (m, 1H, H-10b), 3.13 (t, 2H, H-15), 2.69 (dd, 1H, H-3.y), 1.99 (s, 3H, CH3-CO-
NH), 1.59 (dd, 1H, H-3,,), 1.52-1.39 (m, 4H, H-11, H-14), 1.31-1.16 (m, 4H, H-12, H-13)
ppm.

J6,5 = 10.1, J5,4: 10.1, J4,3eq: 4.7, J4,3ax: 12.0, J3ax’3eq: 12.5, J14,15 = 6.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): 8 = 176.6 (CH3-CO-NH), 176.1 (CO-CH,-C¢Hs), 175.2 (C-1),
136.9 (C(q)CsHs), 130.5, 130.4 (4C, CsHsmeta, CsHsortho), 128.8 (CsHspara), 102.2 (C-2), 74.1
(C-4), 73.3 (C-8), 69.8 (C-7), 69.7 (C-6), 66.5 (C-10), 64.1 (C-9), 53.5 (C-5), 44.0 (CeHs-
CH;), 42.0 (C-3), 40.9 (C-15), 30.4 (C-11), 29.6 (C-14), 27.2 (C-13), 26.3 (C-12), 23.5 (CH3-
CO-NH) ppm.

7.6.2.32 Darstellung von N-(6-Hydroxy-hexyl)-2-napht-2-yl-acetamid 55

Fiir die nach AAV 5 durchgefiihrte Reaktion wurden 200 mg (1.31 mmol) 6-Amino-hexan-1-
ol x HCl und 0.248 mL (331 mg, 1.44 mmol) DIPEA in 5 mL DMF gelGst. Zu diesem Ansatz
wurde eine Losung, bestehend aus 268 mg (1.44 mmol) Naphtalen-2-yl-essigsdure, 461.7 mg
(1.44 mmol) TBTU und 0.248 mL (331 mg, 1.44 mmol) DIPEA, gelost in 5 mL DMF,
gegeben. Nach Aufarbeitung und Reinigung wurden 281 mg (0.99 mmol) eines farblosen
Feststoffes 55 erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 75% bezogen auf das eingesetzte

6-Amino-hexan-1-ol x HCI.

6 4 2 H (1) (8
NN N (éa) (7
HO p 3 p
0 6
M = 285.4 g/mol 42) ©
C18H23N02 @ ®
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 111 °C
ReWert (EE:MeOH 20:1): 0.33.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.88-7.79 (m, 3H, H-8(NAA), H-5(NAA), H-4(NAA)),
7.74-7.69 (m, 1H, H-1(NAA)), 7.55-7.47 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.39-7.35 (m, 1H,
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H-3(NAA)), 3.74 (s, 2H, CHy(NAA)), 3.56 (t, 2H, H-6), 3.23-3.18 (m, 2H, H-1), 1.52-1.45
(m, 2H, H-5), 1.45-1.37 (m, 2H, H-2), 1.34-1.27 (m, 2H, H-4), 1.27-1.19 (m, 2H, H-3) ppm.

Js6= 6.5 Hz.

3C-NMR (125MHz, CDCI3): § = 171.3 (CO-NH), 133.9 (C-8a(NAA)), 132.8 (C-2(NAA)),
132.8 (C-4a(NAA)), 129.2 (C-4(NAA)), 128.7 (C-1(NAA)), 128.1, 128.0 (C-8(NAA), C-
5(NAA)), 127.7 (C-3(NAA)), 126.8 (C-7(NAA)), 126.5 (C-6(NAA)), 63.0 (C-6), 44.5
(CH,(NAA)), 39.8 (C-1), 32.8 (C-5), 29.8 (C-2), 26.7 (C-3)), 25.5 (C-4) ppm.

7.6.2.33 Darstellung von Methyl-[(6-(2-napht-2-yl-acetylamino)-hexyl)-5-acetamido-4,7,8,9
-tetra-0-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidjonat 61 69
Nach AAV 6 wurden 150 mg (0.526 mmol) 55 in 10 mL DCM mit 610 mg (2.21 mmol)
Silbercarbonat und 338 mg (0.663 mmol) 12 umgesetzt. Nach einer Reaktionsdauer von fiinf
Tagen wurde das Produkt aufgearbeitet und sdulenchromatographisch (Eluent: TCM:MeOH
20:1) vorgereinigt. Es wurden 126 mg (0.166 mmol) eines Rohproduktes 61 erhalten. Dieses

wurde direkt fiir die ndchste Reaktion bereitgestellt.

COOMe
H
0 /\/\/\/N
H o
AcO © OO
M = 758.8 g/mol
C38H50N2014

Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Re-Wert (TCM:MeOH 10:1): 0.36.
MALDI-TOF-MS: m/z (758.3) = (759.7 (M+H"), 781.7 (M+Na").

7.6.2.34 Darstellung von (6-(2-Napht-2-yl-acetylamino)-hexyl)-5-acetamido-3,5-dideoxy-a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonsiure 43

Es wurden 126 mg des Rohproduktes 61 in 5 mL MeOH gelost und nach AAV 4 mit 10 mL

0.1 M NaOH verseiftt Der Riickstand wurde anschlieBend dreimal durch

Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 10.2 mg (0.0177 mmol) 45 erhalten.

Dies entspricht einer Gesamtausbeute von 3% tiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 12.
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1
COOH (NAA)

N e SN
M =576.7 g/mol e}
CooH40N,040 @ (42) @

(4) (5

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH 40:10:1): 0.61

Ri-Wert (Methode 3): 28.40 min (96%)

[a]p®’ =+1° (c = 0.39, H,0)

MALDI-TOF-MS: m/z (576.3) = 599.3 (M+Na"), 621.4 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, D,0): 5 = 7.94-7.86 (m, 3H, H-8(NAA), H-5(NAA), H-4(NAA)),
7.80-7.77 (m, 1H, H-1(NAA)), 7.58-7.50 (m, 2H, H-6(NAA), H-7(NAA)), 7.45-7.40 (m, 1H,
H-3(NAA)), 3.86-3.80 (m, 2H, H-8, H-9a), 3.80-3.73 (m, 1H, H-5), 3.71 (s, 2H, CHy(NAA)),
3.67-3.57 (m, 4H, H-10a, H-4, H-6, H-9b), 3.55 (dd, 1H, H-7), 3.38-3.32 (m, 1H, H-10b),
3.15 (t, 2H, H-15), 3.70 (dd, 1H, H-34), 2.00 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.59 (dd, 1H, H-3),
1.50-1.35 (m, 4H, H-11, H-14), 1.27-1.14 (m, 4H, H-12, H-13) ppm.

J8,7 = 89, J7,6 = 1.6, J4,3eq = 4.9, J3eq,3ax = 12.4, J14,15: 6.7 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): § = 176.6 (CH;-CO-NH), 176.0 (CO-CH,-(NAA)), 175.2 (C-1),
134.7, 134.6 (C-2(NAA), C-8a(NAA)), 133.7 (C-4a(NAA)), 130.0 (C-4(NAA)), 129.2, 129.1,
129.1 (C-8(NAA), C-5(NAA), C-1(NAA)), 128.7 (C-3(NAA)), 128.1 (C-7(NAA)), 128.7 (C-
6(NAA)), 102.2 (C-2), 74.1 (C-6), 73.3 (C-8), 69.9, 69.7 (C-4, C-7), 66.4 (C-10), 64.1 (C-9),
53.4 (C-5), 44.3 (CHy(NAA)), 42.2 (C-3), 41.1 (C-15), 30.4 (C-11), 29.6 (C-14), 27.1 (C-13),
26.3 (C-12), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm

7.6.2.35 Darstellung von N-(5-Hydroxy-pentyl)-2-napht-1-yl-acetamid 56

Fiir die nach AAV 5 durchgefiihrte Reaktion wurden 200 mg (1.94 mmol) 5-Amino-pentan-1-
ol in 5 mL DMF gelost. Zu diesem Ansatz wurde eine Losung, bestehend aus 379 mg (2.13
mmol) Naphthalen-1-yl-essigsdure, 684 mg (2.13 mmol) TBTU und 0.367 mL (275 mg, 2.13
mmol) DIPEA, gel6st in 5 mL DMF, gegeben. Nach Aufarbeitung und Reinigung wurden 462

mg (1.70 mmol) eines farblosen Feststoffes 56 erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von
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88% bezogen auf das eingesetzte 5-Amino-pentan-1-ol.

3

5 3 1
/\/\/\
HO N ()
4 2 H waay &
M = 271.4 g/mol (6)
(8)
C17H21N02 (7)
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 98 °C
Re-Wert (EE:MeOH 20:1): 0.31.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 8.10-8.02 (m, 1H, H-8(NAA)), 7.93-7.88 (m, 1H,
H-5(NAA)), 7.86 7.80 (m, 1H, H-4(NAA)), 7.59-7.48 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)),
7.48-7.42 (m, 2H, H-3(NAA), H-2(NAA)), 4.00 (s, 2H, CH;(NAA)), 3.51 (t, 2H, H-5), 3.21
(t, 2H, H-1), 1.56-1.46 (m, 4H, H-4, H-2), 1.37-1.28 (m, 2H, H-3) ppm.

J5’4 =7.0 HZ, Jz,l =6.6 Hz

3C-NMR (100 MHz, CDCLy): & = 174.8 (CO-NH), 136.3 (C-4a(NAA)), 134.5 (C-8a(NAA)),
133.9 (C-1(NAA)), 130.6 (C-5(NAA)), 130.0 (C-4(NAA)), 129.8 (C-2(NAA)), 128.1 (C-
T(NAA)), 127.7 (C-6(NAA)), 127.5 (C-3(NAA)), 125.7 (C-8(NAA)), 63.7 (C-5), 42.4
(CH,(NAA)), 41.4 (C-1), 34.0 (C-4), 31.0 (C-2), 25.0 (C-3) ppm.

7.6.2.36 Darstellung von Methyl-[(6-(2-Napht-1-yl-acetylamino)-pentyl)-5-acetamido-4,7,

8,9-tetra-0-acetyl-3,5-dideoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidfonat 62
Nach AAV 6 wurden zu 150 mg (0.553 mmol) 56 in 10 mL DCM 610 mg (2.21 mmol)
Silbercarbonat sowie 338 mg (0.663 mmol) 12 gegeben und 5 Tage lang geriihrt. Nach der
Aufarbeitung wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Eluent TCM:MeOH 20:1)
gereinigt. Nach der Entfernung des Losungsmittels wurden 131 mg eines farblosen

Rohproduktes 62 erhalten, welches direkt fiir die nichste Reaktion bereitgestellt wurde.
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H N
H
AcO M = 744.8 g/mol

C37H48N2014

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

ReWert (TCM:MeOH 10:1): 0.38.

MALDI-TOF-MS: m/z (744.3) = 745.8 (M+H"), 767.8 (M+Na"), 783.8 (M+K").

7.6.2.37 Darstellung von (6-(2-Napht-1-yl-acetylamino)-pentyl)-5-acetamido-3,5-dideoxy-a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonsiure 46

Es wurden 126 mg des Rohproduktes 62 in 5 mL MeOH geldst und nach AAV 4 mit 10 mL

0.1 M NaOH verseiftt Der Riickstand wurde anschlieBend viermal durch

Gelpermeationschromatographie gereinigt. Es wurden 9.3 mg (0.017 mmol) 46 erhalten. Dies

entspricht einer Gesamtausbeute von 3% iiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 12.

10 12 14
o/\11/\13/\
M =562.6 g/mol
C28H38N2010
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 98°C (Zersetzung)

Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH 40:10:1): 0.59.

Ri-Wert (Methode 3): 23.97 min (93%)

[a]p®® =-2° (¢ =0.11, H,0)

MALDI-TOF-MS: m/z (562.3) = 563.3 (M+H"), 585.4 (M+Na"), 601.4 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, D,0): 5 = 8.01-7.88 (m, 3H, H-5(NAA), H-8(NAA), H-4(NAA)),
7.65-7.56 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.54-7.49 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.49-7.44 (m, 1H,
H-2(NAA)), 4.05 (s, 2H, CH»(NAA)), 3.85-3.79 (m, 2H, H-8, H-9a), 3.77 (dd, 1H, H-5),
3.67-3.57 (m, 4H, H-6, H-4, H-9b, H-10a), 3.56 (dd, 1H, H-7), 3.34-3.27 (m, 1H, H-10b),

136



7 Experimenteller Teil

3.12 (t, 2H, H-14), 2.69 (dd, 1H, H-34), 2.00 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.58 (dd, 1H, H-3),
1.44-1.33 (m, 4H, H-11, H-13), 1.15-1.06 (m, 2H, H-12) ppm.

Jg’7 = 8.9, J7’6 = 1.9, J6’5 = 10.0, J5,4 = 10.0, J4’3eq = 4.8, J4,3ax = 12.0, J3eq,3ax = 12.5,
J13,14: 6.6 Hz.

PBC-NMR (500 MHz, D,0): 8 = 176.9 (CH3-CO-NH), 176.1 (CO-CH,(NAA)), 175.1 (C-
1),129.7 (C-5(NAA)), 129.5 (C-2(NAA)), 129.1 (C-4(NAA)), 127.7 (C-7(NAA)), 127.3 (C-
6(NAA)), 126.8 (C-3(NAA)), 127.3 (C-8(NAA)), 102.1 (C-2), 73.5 (C-6), 72.6 (C-8), 69.6
(C-4), 69.0 (C-7), 65.6 (C-10), 63.5 (C-9), 53.3 (C-5), 41.2 (C-3), 41.1 (CH2(NAA)), 40.3 (C-
14), 29.4 (C-11), 28.6 (C-13), 23.5 (CH3-CO-NH), 23.5 (C-12) ppm. (Es konnten nicht alle

quartéren C-Atome erfasst werden.)

7.6.2.38 Darstellung von 3-N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-aminopropan-1-ol 69’7

Abweichend von der Literaturvorschrift’”” wurden 0.50 mL (6.6 mmol) 3-Aminopropan-1-ol
in 20 mL einer 10%iger Na,COs3-Losung und 9 mL 1,4-Dioxan gelost und auf 0 °C gekiihlt.
Die Losung wurde tropfenweise mit 2.278 g (6.753 mmol) 9-Fluorenylmethyl-N-
succimidylcarbonat, gelost in 13.3 mL 1,4-Dioxan, versetzt. Es wurde 1 h bei 0 °C und
weitere 20 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von halbkonzentrierter HCI wurde der erhaltene
Feststoff filtriert und gefriergetrocknet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung {iber
Kieselgel (Eluent: DCM:MeOH, 20:1) wurden 1.344 g (4.521 mmol) des Produktes 69
isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 69 % bezogen auf das eingesetzte 3-

Aminopropan-1-ol.

M = 297.4 g/mol
C18H19NO3

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 125.4 °C
ReWert (EE): 0.56
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'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.80 — 7.75 (m, 2H, H-4, H-5 (Fmoc)), 7.62-7.57 (m, 2H,
H-1, H-8 (Fmoc)), 7.44-7.38 (m, 2 H, H-3, H-6 (Fmoc)), 7.35-7.29 (m, 2H, H-2, H-7 (Fmoc)),
5.05-4.95 (m, 1 H, NH), 4.44 (d, 2H, -CH,- (Fmoc)), 4.22 (t, 1 H, H-9 (Fmoc)), 3.71-3.57 (m,
2H, H-3), 3.41-3.32 (m, 2H, H-1), 1.76-1.66 (m, 2H, H-2) ppm.

J-CH2-, H9 (Fmoc) = 6.7 Hz.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3): &= 157.5 (CO-NH), 144.0 (C-8a, C-9a(Fmoc), 141.7 (C-4a,
C-4b (Fmoc)), 128.1 (C-3, C-6(Fmoc)), 127.4 (C-2, C-7(Fmoc)), 125.3 (C-1, C-8(Fmoc)),
120.3 (C-4, C-5(Fmoc)), 67.1 (CHz(Fmoc)), 59.9 (C-3), 47.6 (C-9(Fmoc), 38.0 (C-1), 32.98
(C-2) ppm.

7.6.2.39 Darstellung von Benzyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-fi-D-

glycero-p-galacto-2-nonulopyranosid)onat 72

Fiir die Synthese von 72" wurde nach einer Vorschrift nach Ogura et. al.”®

zur Umsetzung
des dhnlichen 3-Desoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonsdure (KDN) gearbeitet. Es
wurden 2.99 g (9.68 mmol) Sialinsdure 9 unter Zusatz von 150 mg (1.23 mmol) DMAP in 39
mL Pyridin geldst und mit 39 mL Essigsdureanhydrid bei 0 °C fiir 44 h geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit 200 mL TCM verdinnt und bei 0C drei Mal mit
halbkonzentrierter HCI gewaschen. Die wissrige Phase wurde anschlieend sukzessiv mit
konzentrierter HCI angesduert und mit TCM extrahiert, bis kein Produkt mehr in der
wassrigen Phase vorlag. Die gesammelten organischen Phase wurden iiber Na,SO4 getrocknet

und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das organische Reaktionsprodukt

wurde drei Mal mit Toluol coevaporiert.

Der farblose, schaumige Feststoff 71 wurde anschlieBend in 7 mL DMF gelost und mit 1.62 g
(4.97 mmol) Césiumcarbonat, geldst in 7 mL Wasser, versetzt. Das Losungsmittel wurde
anschlieBend im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in 22 mL. DMF aufgenommen und
mit 1.25 mL (10.5 mmol) Benzylbromid versetzt. Die Losung wurde fiir 16 h geriihrt, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt
(Eluent: EE). Es wurden 2.09 g (3.43 mmol) eines farblosen Schaums 72 isoliert. Dies

entspricht einer Ausbeute von 36 % bezogen auf die eingesetzte Menge von 9.
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Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 87 °C
Ri-Wert (EE): 0.39 ’AcO 3
25 _ 970 (o = M = 609.4 g/mol
[a]p™ =-23° (c =0.28, TCM) CeHaNO

MALDI-TOF-MS: m/z (609.2) = 632.4 (M+Na"),
648.4 (M+K").

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.41-7.30 (m, 5H, CsHs-), 5.37 (dd, 1H, H-7), 5.31-5.14 (m,
3H, H-4, CHyap-CHs), 5.09 (ddd, 1H, H-8), 4.44 (dd, 1H, H-9a), 4.20-4.05 (m, 3H, H-6,
H-9b, H-5), 2.55 (dd, 1H, H-3¢,), 2.14-2.09 (m, 7H, 2 x CH3-CO-0, H-3,), 2.03-2.01 (m, 9H,
3 x CH3-CO-0), 1.89 (s, 3H, CH3-CO-NH) ppm.

Joao0 = 12.5; Joa8 = 2.6, Jops = 6.6, Jg7 = 5.3, J76 =1.8, J43¢q = 5.0,, 3230 = 13.5, JcH2ap-coH5 =
12.2 Hz.

3C-NMR (100MHz, CDCL): 8= 171.3, 170.6, 170.6, 170.5, 168.6 (5C, CH3-CO-0), 170.6
(CH;-CO-NH), 165.9 (C-1), 135.3 (CeHs (C(q)), 128.9, 128.8, 128.6 (5C, C¢Hs, H-C), 98.0
(C-2), 73.2 (C-6), 71.5 (C-8), 68.6 (C-4), 68.3 (CH,-C4Hs), 68.2 (C-7), 62.3 (C-9), 49.8 (C-5),
36.2 (C-3), 23.6 (CH3-CO-NH-), 21.2, 21.2, 21.1, 21.1, 21.1 (5C, CHs-CO-O) ppm.

7.6.2.40 Darstellung von  Benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-fi-D-
glycero-p-galacto-2-nonulopyranosid)onat chlorid 68’

Es wurden angelehnt an der literaturbekannten Vorschrift von Ogura et. al. "® 2.08 g (3.41

mmol) 72 bei 0 °C in 30 mL Acetylchlorid gelost und vorsichtig mit 0.6 mL MeOH versetzt.

Der Kolben wurde verschlossen und die Reaktionslosung fiir 40 h geriihrt. Nach einer DC-

Kontrolle wurde die Reaktion durch Entfernung des Losungsmittels beendet und das Produkt

vier Mal mit Toluol coevaporiert. Es wurden 1.84 g (3.14 mmol) eines farblosen Feststoffs 68

isoliert. Das entspricht einer Ausbeute von 92%.
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Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Schmelzpunkt: 57 °C
Re~Wert (EE): 0.39

35 o M = 585.9 g/mol
[a]p™ =-7° (¢ = 0.26, TCM) C,H3,NO,,Cl

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 8= 7.46 -7.30 (m, 5H, C¢Hs-), 5.47 (dd, 1H, H-7), 5.44-5.31 (m,
2H, H-4, C¢Hs-CH,), 5.25-5.21 (m, 1H, CgHs-CHay), 5.18 (ddd, 1H, H-8), 4.35-4.33 (m, 2H,
H-9a, H-6), 4.25-4.16 (m, 1H, H5), 4.08 (dd, 1H, H-9b), 2.78 (dd, 1H, H-3y), 2.29 (dd, 1H,
H-34), 2.12, 2.04, 2.03, 2.02, (s, 12H, CH;-CO-0), 1.91 (s, 3H, CH3-CO-NH) ppm.

J9a,9b = 12.5; J9a,g = 2.8, J9b,g = 5.8, Jg,7 = 7.1, J7,6 = 2.4, J6,5 = 10.8, J4,3eq = 4.8,, Jga’3b = 13.8,

JcHzap-cons = 12.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 8= 171.3, 170.6, 170.3, 169.9 (4C, CH3-CO-0), 170.9 (CH;-
CO-NH), 165.1 (C-1), 135.0 (CsHs-(C(q)), 129.0, 128.9, 128.6 (5C, C¢Hs (C-H)), 97.1 (C-2),
74.3 (C-6), 70.3 (C-8), 69.1 (C-4), 68.7 (CeHs-CHy), 67.2 (C-7), 62.4 (C-9), 49.2 (C-5), 41.0
(C-3), 23.4 (CH3-CO-NH), 21.2, 21.1, 21.1, 21.1 (4C, CH;-CO-O-)ppm.

7.6.2.41 Darstellung von Benzyl-{[3-(9H-fluoren-9-ylmethoxy-carbonylamino)-propyl]-5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-nonulo-
pyranosid}onat ﬁso
Eine Suspension bestehend aus 0.405 g (1.36 mmol) 69, 1.26 g trockenem Calciumsulfat
(Drierite), 1.35g Molsieb 3 A und 0.478 g (1.73 mmol) Silbercarbonat in 4.0 mL Toluol und
6.8 mL DCM wurde fiir 30 min bei —5 °C im Dunkeln geriihrt und anschlieend mit 0.052 g
(0.23 mmol) Silberperchlorat in 2 mL Toluol versetzt. Die Losung wurde 20 min ohne Eisbad
geriihrt und nach Zugabe von 0.801 g (1.36 mmol) 68 in 12.2 mL Toluol:DCM (1:1) fiir 60 h
im Dunkeln geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit 40 mL DCM verdiinnt und iiber Celite
filtriert und mit geséttigter NaHCO;-Losung sowie zwei Mal mit Wasser gewaschen. Die
wassrige Phase wurde zwei Mal mit DCM extrahiert, alle organischen Phasen vereinigt, {iber
Na,SOy4 getrocknet und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Es wurde versucht
das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch zu reinigen (Eluent: PE:EE 2:1 bis PE:EE
1:2), wobei 0.537 g eines leicht verunreinigten Produkts 73 isoliert werden konnten. Dieses

wurde direkt fiir die ndchste Reaktion bereitgestellt.
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M = 846.7 g/mol
C44HSONZOlS

Charakterisierung:
farbloser Feststoff
Re-Wert (EE): 0.48
MALDI-TOF-MS: m/z (846.3) = 869.5 (M+Na"), 885.5 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8= 7.79-7.73 (m, 2H, H-4, H-5 (Fmoc)), 7.63-7.58 (m, 2H, H-1,
H-8 (Fmoc), 7.43-7.28 (m, 9H, H-3 H-6 (Fmoc), C¢Hs-, H-2, H-7 (Fmoc)), 5.44-5.06 (m, 4H,
H-8. H-7, C¢Hs-CHazap), 4.88-4.79 (m, 1H, H-4), 4.46-4.29 (m, 3H, -CH,-(Fmoc), H-9a),
4.26-4.17 (m, 1H, H-9 (Fmoc), 4.16-3.97 (m, 3H, H-6, H-9b, H-5), 3.84-3.75 (m, 1H, H-10a),
3.29-3.09 (m, 3H, H-10b, H-12), 2.62 (dd,1H, H-3.,), 2.15, 2.12, (s, 6H, CH3-CO-0), 2.05-
1.81 (m, 10H, 2 x CH3-CO-O, CH3-CO-NH, H-3,), 1.74-1.66 (m, 2H, H-11) ppm.

J4,3eqp = 4.4, J3ax, 3¢ = 12.9 Hz.

PC-NMR (100 MHz, CDCls): 8= 171.2, 171.1, 170.6, 170.6 (4C, CH3-CO-0), 170.6 (CH3-
CO-NH), 168.2 (C-1), 144.4 (C-8a, C-9a(Fmoc)), 141.7 (C-4a, C-4b(Fmoc)), 129.2, 129.1,
128.9 (5C, C¢Hs (H-C), 128.0 (C-3, C-6 (Fmoc)), 127.4 (C-2, C-7 (Fmoc)), 125.5 (C-1, C-8
(Fmoc)), 120.3 (C-4, C-5 (Fmoc)), 99.1 (C-2), 73.0 (C-6), 69.3 (C-4), 68.9 (C-8), 68.1 (CsHs-
CH»), 67.6 (C-7), 66.9 (CH,-(Fmoc)), 63.5 (C-10), 62.8 (C-9), 49.8 (C-5), 47.7 (C-9 (Fmoc)),
38.5 (C-12), 37.6 (C-3), 29.7 (C-11), 23.6 (CH3-CO-NH), 21.5, 21.2, 21.2, 21.1 (4C, CH3-
CO-0O) ppm. (Es konnten nicht alle quartdren C-Atome erfasst werden.)

7.6.2.42 Darstellung von [3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy-carbonylamino)-propyl|-5-
acetamido-2,4,7,8,9-penta-0-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosidonsdiiure 67

Eine Losung von 0.524 g (0.619 mmol) 73 in 15 mL MeOH wurden mit 10.4 mg Pd/C (10%)

versetzt. AnschlieBend wurde unter Wasserstoffatmosphére die Reaktionslosung 20 h gertihrt,

daraufhin filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
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Rohprodukt wurde séulenchromatographisch gereinigt (Eluent: EE:MeOH 5:1). Es konnten
0.180 g (0.238 mmol) des Produkts 67 isoliert werden. Das entspricht einer Gesamtausbeute

von 18 % tiber zwei Stufen, bezogen auf das Edukt 68.

M = 756.6 g/mol
C37H4aN2015

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 129 °C

Re-Wert (EE:MeOH (5:1)): 0.15

[a]p® =-5° (c = 0.12, H,0)

MALDI-TOF-MS: m/z (756.3) = 779.3 (M+Na").

'"H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): 5= 7.86-7.80 (m, 2H, H-4, H-5 (Fmoc)), 7.71-7.65 (m, 2H,
H-1, H-8 (Fmoc)), 7.45-7.39 (m, 2H, H-3, H-6 (Fmoc)), 7.39-7.32 (m, 2H, H-2, H-4 (Fmoc)),
5.44 (ddd, 1H, H-8), 5.36 (dd, 1H, H-7), 4.97 (ddd, 1H, H-4), 4.49 (dd, 1H, H-6), 4.42 (dd,
1H, H-9a), 4.36 (d, 2H, -CH,-(Fmoc)), 4.24 (t, 1H, H-9 (Fmoc)), 4.16-4.08 (m, 1H, H-9b),
3.95 (dd, 1H, H-5), 3.89-3.81 (m, 1H, H-10a), 3.57-3.48 (m, 1H, H-10b), 3.30-3.22 (m, 2H,
H-12), 2.70 (dd, 1H, H-3.y), 2.12, 2.11, 2.01, 1.99 (s, 12H, CH;3-CO-O), 1.86 (s, 3H, CHj-
CO-NH) 1.81-1.68 (m, 3H, H-10, H-3.,) ppm.

J9a,9b = 12.3; J9a,g = 2.5, J9b,8 = 60, Jg,7 = 80, J7,6 = 2.0, J6,5 = 10.5, J5,4 = 10.5, J4,3eq = 4.4,
Jazax = 12.2, J3a30 = 12.1, JcH2-H9(Fmoe) = 7.0 Hz.

3C-NMR (100 MHz, MeOH-d,): 6= 174.4 (CHs-CO-NH), 174.2 (C-1), 173.4, 172.9, 172.8,
172.6 (4 x CHs-CO-0), 159.6 (NH-CO-O), 146.3 (C-8a, C-9a(Fmoc)), 143.5 (C-4a, C-
4b(Fmoc)), 129.7 (C-3, C-6 (Fmoc)), 129.0 (C-2, C-7 (Fmoc)), 127.2 (C-1, C-8 (Fmoc)),
121.9 (C-4, C-5 (Fmoc)), 102.1 (C-2), 73.8 (C-6), 72.5 (C-4), 71.2 (C-8), 70.1 (C-7), 67.9
(-CH,-(Fmoc)), 64.6 (C-9), 64.4 (C-10), 51.6 (C-5), 48.9 (C-9 (Fmoc)), 40.7 (C-3), 40.2 (C-
12), 31.9 (C-11), 23.5 (CH;-CO-NH-), 22.2, 21.8, 21.7, 21.5 (4C, CH3-CO-O-) ppm.
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7.6.2.43 Darstellung von 1-Naphtyloxyessigsiiure (NOES) 86"

Es wurden 2.03 g (14.1 mmol) 1-Naphtol nach literaturbekannter Vorschrift* zu 1.13 g
(5.60 mmol) des Produkts 86 umsetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 40%.

Charakterisierung: 3
farbloser Feststoff
Re-Wert (Isopropanol:H,O:AcOH 40:10:1): 0.67 "o \H/\O (5)
Schmelzpunkt: 193 °C o o ©
(7)
M = 202.2 g/mol
C,H1004

'"H-.NMR (400 MHz, MeOH-d,): 6 = 8.3-8.32 (m, 1H, H-8), 7.85-7.80 (m, 1H, H-5), 7.54-
7.56 (m, 3H, H-6, H-7, H-4), 7.41-7.35 (m, 1H, H-3), 6.87-6.83 (m, 1H, H-2), 4.88 (s, 2H,
CH;) ppm.

PC-NMR (100 MHz, MeOH-d,): 5 = 173.5 (COOH), 155.9 (C-1), 137.2 (C-4a), 129.3 (C-5),
128.4 (C-6), 127.8 (C-8a), 127.6 (C-3), 127.1 (C-7), 123.9 (C-8), 122.9 (C-4), 107.1 (C-2),
67.2 (CH,) ppm.

7.6.2.44 Darstellung von {3-12-(2-Napht-1-yl-acetylamino)-acetylamino/-propyl}-5-
acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonsdure 64
Nach AAYV 7 wurden 25 mg (33 pmol) 67 in 1.5 mL DCM mit 35 pL (200 pmol) DIPEA
versetzt und iiber Nacht zu 67 mg 2-Chlortritylharzchlorid gegeben. Nach AAV 8 wurde eine
Zweifachkupplung von je 4 h unter Verwendung folgender Substanzmengen je

Kupplungsschritt durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente | N [umol] m [mg]

1. Fmoc-Gly-OH | 4.1 136 40.4

2. NES 4.1 136 25.3

TBTU 52 170 54.6

DIPEA 5.2 170 22.0(29.0 uL)
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Die Abspaltung und Entschiitzung des Rohproduktes erfolgte nach AAV 9. Der erhaltene
Feststoff wurde anschlieBend per HPLC nach AAV 10 gereinigt. Es konnten 2.9 mg (4.9
umol) eines farblosen Feststoffes 64 erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 15%

bezogen auf 67.

(7)

(€

07 >Ny )
11 H
M =591.6 g/mol e
C28H37N3oll
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

[a]p® = +14° (c = 0.10, H,0)
Ri-Wert (Methode 2): 11.25 min (96%)
MALDI-TOF-MS: m/z (591.2) = 614.4 (M+Na"), 630.4 (M+K").

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.02-7.95 (m, 2H, H-5(NAA), H-8(NAA)), 7.95-7.90 (m, 1H,
H-4(NAA)), 7.66-7.56 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.56-7.49 (m, 2H, H-3(NAA),
H-2(NAA)), 4.16 (s, 2H, CH3(NAA)), 3.87-3.75 (m, 5H, CH»(Gly), H-9a, H-8, H-5), 3.72-
3.63 (m, 3H, H-10a, H-4, H-6), 3.56 (dd, 1H, H-9b), 3.55 (dd, 1H, H-7), 3.44-3.38 (m, 1H, H-
10b), 3.21-3.16 (m, 2H, H-12), 2.70 (dd, 1H, H-3.y), 2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.69-1.58 (m,
3H, H-11, H-3,%) ppm.

Jga,gb =6.8 HZ, ng,g =125 HZ, J8,7: 8.9 HZ, J7’6 =1.8 HZ, J4,3eq: 4.8 HZ, J3eq,3ax =12.5 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): § = 176.7 (CO-CH,(NAA)), 176.6 (CH3-CO-NH), 175.2 (C-1),
172.7 (CO(Gly)), 135.1 (C-4a(NAA)), 133.2 (C-8a(NAA)), 130.4 (C-5(NAA)), 130.2 (C-
2(NAA)) 129.8 (C-4(NAA)), 128.4 (C-7(NAA)), 127.8 (C-6(NAA)), 127.5 (C-3(NAA)),
124.9 (C-8(NAA)), 102.2 (C-2), 74.1 (C-6), 73.3 (C-8), 69.8 (C-7), 69.8 (C-4), 64.2 (C-9),
63.6 (C-10), 53.4 (C-5), 44.3 (CHx(Gly)), 41.8 (C-3), 41.3 (CH2(NAA)), 38.0 (C-12), 30.0
(C-11), 23.5 (CH3;-CO-NH) ppm. (Es konnten nicht alle quartiren C-Atome detektiert

werden.)
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7.6.2.45 Darstellung von {3-[2(S)-(2-Napht-1-yl-acetylamino)-3-phenyl-propionylamino]-
propyl}-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidon-
sdure 66

Nach AAYV 7 wurden 25 mg (33 pmol) 67 in 1.5 mL DCM mit 35 pL (200 pmol) DIPEA

versetzt und iiber Nacht zu 67 mg 2-Chlortritylchloridharz gegeben. Nach AAV 8 wurde eine

Zweifachkupplung von je 4 h unter Verwendung folgender Substanzmengen je

Kupplungsschritt durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente | N [mmol] | m [mg]

1. Fmoc-Phe-OH | 4.1 135 52.3

2. NES 4.1 136 25.3

TBTU 5.2 170 54.6

DIPEA 5.2 170 22.0(29.0 uL)

Die Abspaltung und Entschiitzung des Rohproduktes erfolgte nach AAV 9. Der erhaltene
Feststoff wurde anschlieBend per HPLC nach AAV 10 gereinigt. Es konnten 2.7 mg (4.0
umol) eines farblosen Feststoffes 66 erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 12%

bezogen auf 67.

(7)

(6)

%

3

M = 681.8 g/mol
C35H43N3011

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

[a]p®® =+41° (c = 0.04, H,0)

Ri-Wert (Methode 2): 16.40 min (99%)

MALDI-TOF-MS: m/z (681.3) = 704.3 (M+Na"), 720.3 (M+K").

'"H-NMR (400 MHz, D,0): § = 8.01-7.96 (m, 1H, H-5(NAA)), 7.94-7.90 (m, 1H, H-4(NAA)),
7.79-7.76 (m, 1H, H-8(NAA)), 7.61-7.53 (m, 2H, H-6(NAA), H-7(NAA)), 7.53-7.47 (m, 1H,
H-3(NAA)), 7.40-7.36 (m, 1H, H-2(NAA)), 7.27-7.21 (m, 3H, CsHspara(Phe), CsHsmeta(Phe)),
7.10-7.05 (m, 2H, CgHsormo(Phe)), 4.54 (dd, 1H, H-a(Phe)), 4.06 (s, 2H, CHy(NAA)), 3.85-

145



7 Experimenteller Teil

3.76 (m, 3H, H-8, H-9a, H-5), 3.70-3.63 (m, 3H, H-6, H-4, H-10a), 3.63-3.59 (m, 1H, H-9b),
3.57 (dd, 1H, H-7), 3.31-3.18 (m, 2H, H-10b, H-12a), 3.15-3.09 (m, 1H, H-12b), 3.04 (dd,
1H, H-Ba(Phe)), 2.92 (dd, 1H, H-Bb(Phe)), 2.70 (dd, 1H, H-3.y), 2.03 (s, 3H, CH3-CO-NH),
1.67-1.53 (m, 3H, H-3,, H-11) ppm.

Jg,7 = 8.6 HZ, J7,6 =1.8 HZ, J4,3eq =4.5 HZ, J3eq,3ax =12.6 HZ, Ja(phe), Ba(Phe) — 6.3 HZ, Ja(phe),
Bb(Phe) =~ 8.4 HZ, Jﬁa(phe), Bb(Phe) = 13.7 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): § = 176.4 (CH3-CO-NH), 175.4 (CO-CH-(NAA)), 174.9 (C-1),
137.3 (C(q)CsHs(Phe)), 129.87 (2 x C, CgHsortno(Phe)), 129.54 (C-2(NAA)), 129.53 (C-
5(NAA), 129.10 3 x C, CgHspara(Phe), CeHsmeta(Phe)), 129.08 (C-4(NAA)), 128.17 (C-
7(NAA)), 127.17 (C-6(NAA)), 126.80 (C-3(NAA)), 124.25 (C-8(NAA), 101.9 (C-2), 73.49
(C-4), 72.55 (C-8), 69.38 (C-6), 69.05 (C-7), 63.65 (C-9), 62.84 (C-10), 56.24 (C-a(Phe)),
52.77 (C-5), 41.19 (C-3), 40.75 (CH2(NAA)), 37.93 (C-B(Phe)), 37.81 (C-12), 29.39 (C-11),
23.52 (CH3-CO-NH) ppm. (Es konnten nicht alle quartdren C-Atome detektiert werden.)

7.6.2.46 Darstellung von {3-[3-Carboxy-2(S)-(2-napht-1-yl-acetylamino)-propionylamino]-
propyl}-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidon-
sdure 65

Nach AAV 7 wurden 25 mg (33 pumol) 67 gelost in 1.5 mL DCM mit 35 uL (200 pmol)

DIPEA versetzt und fiir 4 h zu 107 mg 2-Chlortritylchloridharz gegeben. Nach AAV 8 wurde

eine Zweifachkupplung (Fmoc-Asp-(OtBu)-OH zweimal 3 h, Naphtylessigsdure (NES)

einmal iber Nacht, einmal 3 h) unter Verwendung folgender Substanzmengen je

Kupplungsschritt durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente | N [mmol] | m [mg]

1. Fmoc-Asp(OtBu)-OH 4.1 136 56.0

2. NES 4.1 136 25.3

TBTU 52 170 54.6

DIPEA 52 170 22.0(29.0 uL)

Die Abspaltung und Entschiitzung des Rohproduktes erfolgte nach AAV 9. Der erhaltene
Feststoff wurde anschliefend per HPLC nach AAV 10 gereinigt. Es konnten 1.24 mg (1.91
umol) eines farblosen Feststoffes 65 erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 6%

ausgehend von 67.
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(7)

(6

0
H
N (5)
HOOC
3
M = 649.7 g/mol
C3OH39N3013
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

[a]p®® = +36° (c = 0.054, H,0)
Ri-Wert (Methode 2): 11.23 min (97%)
MALDI-TOF-MS: m/z (649.3) = 672.3 (M+Na"), 688.2 (M+K").

'H-NMR (700 MHz, D;0): § = 7.99-7.96 (m, 1H, H-5(NAA)), 7.94-7.90 (m, 2H, H-8(NAA)),
H-4(NAA)), 7.63-7.56 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.54-7.50 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.50-
7.47 (m, 1H, H-2(NAA)), 4.67-4.63 (m, 1H, H-a(Asp)), 4.13 (s, 2H, CH,(NAA)), 3.85-3.78
(m, 3H, H-8, H-9a, H-5), 3.71-3.64 (m, 3H, H-6, H-4, H-10a), 3.60 (dd, 1H, H-9b), 3.56-3.53
(m, 1H, H-7), 3.42-3.35 (m, 1H, H-10b), 3.22-3.12 (m, 2H, H-12), 2.83 (dd, 1H, H-Ba(Asp)),
2.74 (dd, 1H, H-Bb(Asp)), 2.68 (dd, 1H, H-3,), 2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.68-1.59 (m, 3H,
H-3., H-11) ppm.

Jga,gb: 12.0, ng,g = 6.1, J4,3eq = 4.6, J3eq,3ax = 12.6, J(y,(Asp), Ba(Asp) = 5.4, J(x(Asp), Bb(Asp) = 7.8,

Jpa(asp), poasp) = 16.9 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & = 176.1 (CH3-CO-NH), 175.6 (CO-CH,(NAA)), 174.9
(COOH(Asp)), 174.1 (C-1), 173.1 (CH-CO(Asp)), 129.8 (C-2(NAA)), 129.7 (C-5(NAA)),
129.2 (C-4(NAA)), 127.6 (C-7(NAA)), 127.0 (C-3(NAA)), 1269 (C-6(NAA)), 124.5
(C-8(NAA)), 101.3 (C-2), 73.7 (C-6), 72.8 (C-8), 69.4 (C-7), 69.1 (C-4), 63.8 (C-9), 62.9 (C-
10), 53.2 (C-5), 51.3 (C-a(Asp)), 42.3 (CH2(NAA)), 41.2 (C-3), 37.7 (C-12), 36.6 (C-B(Asp)),
29.8 (C-11), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm. (Es konnten nicht alle quartiren C-Atome detektiert

werden.)
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7.6.2.47 Darstellung von {3-[4-Carboxy-2(S)-(2-napht-1-yl-acetylamino)-butyrylaminof-
propyl}-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidon-
siure 81

Nach AAV 7 wurden 25 mg (33 pmol) 67 in 1.5 mL DCM mit 35uL (200 pmol) DIPEA

versetzt und fiir 3 h zu 67 mg 2-Chlortritylchloridharz gegeben. Nach AAV 8 wurden die

einzelnen Kupplungsschritte (Fmoc-Glu-(OtBu)-OH dreimal 3 h, Naphtylessigsdure (NES)

zweimal 3 h) unter Verwendung folgender Substanzmengen durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente | N [mmol] | m [mg]

1. Fmoc-Glu(OtBu)-OH | 4.1 136 57.9

2. NES 4.1 136 253

TBTU 5.2 170 54.6

DIPEA 5.2 170 22.0 (29 uL)

Das Harz wurde anschlieBend fiir 3 h mit Hydrazinhydrat:MeOH (1:4) geschiittelt, um die O-
Acetyl-Schutzgruppen direkt zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die Abspaltung des
Rohproduktes mit HFIP:DCM 2:1 fiir 10 min. Der erhaltende Feststoff wurden nach AAV 10
mittels HPLC gereinigt. Es konnten 1.64 mg (2.47 pumol) eines farblosen Feststoffes 81

erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 8% ausgehend von 67.

(7)

(6)

ZT

®)

3

M = 663.7 g/mol
C31H41N3ol3

COOH

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

[a]p® =+15° (c = 0.033, H,0)

Ri-Wert (Methode 2): 11.63 min (97%)

MALDI-TOF-MS: m/z (363.3) = 686.5 (M+Na"), 702.6 (M+K").

'H-NMR (500 MHz, D,0): § = 8.03-7.93 (m, 3H, H-5(NAA), H-8(NAA), H-4(NAA)),
7.67-7.59 (m, 2H, H-7(NAA), H-6(NAA)), 7.58-7.54 (m, 1H, H-3(NAA)), 7.53-7.50 (m, 1H,
H-2(NAA)), 4.31 (dd, 1H, H-o(Glu)), 4.17 (s, 2H, CHy(NAA)), 3.88-3.79 (m, 3H, H-8, H-9a,
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H-5), 3.74-3.60 (m, 4H, H-10a, H-6, H-4, H-9b), 3.59 (dd, 1H, H-7), 3.47-3.41 (m, 1H,
H-10b), 3.27-3.15 (m, 2H, H-12), 2.73 (dd, 1H, H-3.,), 2.35 (m, 2H, H-y(Glu)), 2.11-2.03 (m,
4H, H-a(Glu), CH;-CO-NH), 1.97-1.88 (m, 1H, H-Bb(Glu), 1.71-1.62 (m, 3H, H-3,, H-11)

Jg’7 = 90, J7,6 = 1.5, J4,3eq = 4.7, J3eq’3ax = 12.5.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & = 178.6 (COOH(Glu)), 176.5 (CH3-CO-NH), 176.2 (CO-
CH2(NAA)), 175.1 (C-1), 130.3 (C-2(NAA)), 130.0 (C-5(NAA)), 129.7 (C-4(NAA)), 128.3
(C-7(NAA)), 127.7 (C-6(NAA)), 127.4 (C-3(NAA)), 125.0 (C-8(NAA)), 74.1 (C-6), 73.2 (C-
8), 69.8 (C-4)), 69.6 (C-7), 64.0 (C-9), 63.6 (C-10), 54.9 (C-a(Glu)), 53.4 (C-5), 41.7 (C-3),
41.4 (CH2(NAA)), 38.0 (C-12), 31.7 (C-y(Glu)), 29.8 (C-11), 27.6 (C-B(Glu)), 23.5 (CHs-
CO-NH) ppm. (E konnten nicht alle quartdren C-Atome detektiert werden.)

7.6.2.48 Darstellung  von  {3-[4-Carboxy-2(S)-(2-napht-1-yl-oxy-acetylamino)-butyryl-
aminof-propyl}-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyrano-
sidonsdure 83

Nach AAYV 7 wurden 25 mg (33 pumol) 67 in 1.5 mL DCM mit 35 uL (200 pmol) DIPEA

versetzt und fiir 4 h zu 107 mg 2-Chlortritylchloridharz gegeben. Nach AAV 8 wurde eine

Zweifachkupplung (Fmoc-Glu-(OtBu)-OH zweimal 3 h, Naphtyloxyessigsdure (NOES)

einmal tiber Nacht, einmal 3 h) unter Verwendung folgender Substanzmengen je

Kupplungsschritt durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente N [mmol] | m [mg]

1. Fmoc-Glu(OtBu)-OH | 4.1 136 57.9

2. NOES 4.1 136 27.5

TBTU 5.2 170 54.6

DIPEA 5.2 170 22.0 (29 uL)

Die Abspaltung und Entschiitzung des Rohproduktes erfolgte nach AAV 9. Der erhaltene
Feststoff wurde anschliefend per HPLC nach AAV 10 gereinigt. Es konnten 1.24 mg (1.82
umol) eines farblosen Feststoffes 83 erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 6%

ausgehend von 67.
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3

1
COOH o
10 12
o/\/\N ®
11 H
(6)
M = 679.7 g/mol (7)
C31H41N3014 COOH
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

[a]p® =+36° (c = 0.027, H,0)
R-Wert (Methode 2): 13.31 min (99%)
MALDI-TOF-MS: m/z (679.3) = 702.1 (M+Na"), 718.0 (M+K™).

'"H-NMR (500 MHz, D,0): & = 8.36-8.29 (m, 1H, H-8(NOA), 7.85-7.89 (m, 1H, H-5(NOA)),
7.63-7.56 (m, 3H, H-4(NOA), H-7(NOA), H-6(NOA)), 7.48-7.42 (m, 1H, H-3(NOA)), 6.93-
6.87 (m, 1H, H-2(NOA)), 4.90 (d, 1H, CH2,(NOA)), 4.86 (d, 1H, CH2,(NOA)), 4.39 (dd, 1H,
H-0(Glu)), 3.85-3.75 (m, 3H, H-8, H-9a, H-5), 3.75-3.62 (m, 3H, H-10a, H-6, H-4), 3.59 (dd,
1H, H-9b), 3.54 (dd, 1H, H-7), 3.47-3.40 (m, 1H, H-10b), 3.27-3.16 (m, 2H, H-12), 2.68 (dd,
1H, H-3cq), 2.30-2.25 (m, 2H, H-y(Glu)), 2.12-1.98 (m, 4H, H-Ba(Glu), CH3-CO-NH), 1.95-
1.85 (m, 1H, H-Bb(Glu)), 1.72-1.62 (m, 3H, H-3., H-11) ppm.

Joaov= 12.3, Jopg = 6.5, Jg7= 9.0, J16 = 1.4, Ja3eq = 4.8, J3eq3ax = 12.7, JuG), p1Glw) = 5.1,

Ju(G), p2(Glwy = 9.0, Jecnza-NoA, cH2p-NoA = 15.3 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & = 177.9 (COOH(Glu)), 176.0 (CH;-CO-NH), 174.0 (C-1),
173.6 (CO-CH(Glu)), 172.5 (CO-CH,-O(NOA)), 153.7 (C-1(NOA)), 128.4 (C-5(NOA)),
127.7 (2C, C-7(NOA), C-6(NOA)), 127.0 (C-3(NOA), 122.5 (C-4(NOA)), 122.3 (C-
8(NOA)), 106.9 (C-2(NOA)), 101.2 (C-2), 73.6 (C-6), 72.6 (C-8), 69.3 (C-4), 68.9 (C-7), 67.9
(CH2(NOA)), 63.8 (C-9), 62.9 (C-10), 53.5 (C-a(Glu)), 52.8 (C-5), 40.6 (C-3), 37.8 (C-12),
29.2 (C-11), 27.0 (C-B(Glu)), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm. (Es konnten nicht alle quartidren C-
Atome detektiert werden.)
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7.6.2.49 Darstellung von {3-[3-Carboxy-2(S)-(2-napht-1-yloxy-acetylamino)-propionyl-
amino[-propyl}-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-nonulopyrano-
sidonsdiure 82

Nach AAV 7 wurden 25 mg (33 pumol) 67 gelost in 1.5 mL DCM mit 35 uL (200 pmol)

DIPEA versetzt und fiir 4 h zu 107 mg 2-Chlortritylchloridharz gegeben. Nach AAV 8 wurde

eine Zweifachkupplung (Fmoc-Asp-(OtBu)-OH zweimal 3 h, Naphtyloxyessigsdure (NOES)

einmal iber Nacht, einmal 3 h) unter Verwendung folgender Substanzmengen je

Kupplungsschritt durchgefiihrt:

Substanz Aquivalente | N [mmol] | m [mg]

1. Fmoc-Asp(OtBu)-OH | 4.1 136 57.9

2. NOES 4.1 136 27.5

TBTU 52 170 54.6

DIPEA 52 170 22.0 (29.0 uL)

Die Abspaltung und Entschiitzung des Rohproduktes erfolgte nach AAV 9. Der erhaltene
Feststoff wurde anschliefend per HPLC nach AAV 10 gereinigt. Es konnten 1.96 mg (2.94
umol) eines farblosen Feststoffes 82 erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 9%

ausgehend von 67.

o)
H
PPN s
o) N
11 H
o]
HOOC
(7)
M = 665.7 g/mol
C30H39N3Ol4
Charakterisierung:
farbloser Feststoff

[a]p® =37° (c = 0.055, H,0)
Rt-Wert (Methode 2): 13.04 min (98%)
MALDI-TOF-MS: m/z (665.3) = 688.3 (M+Na"), 704.2 (M+K™).

'H-NMR (700 MHz, D,0): 5 = 8.31-8.27 (m, 1H, H-8(NOA)), 7.93-7.90 (m, 1H, H-5(NOA)),
7.61-7.57 (m, 3H, H-6(NOA), H-4(NOA), H-7(NOA)), 7.46-7.42 (m, 1H, H-3(NOA)), 6.90-
6.86 (m, 1H, H-2(NOA)), 4.90 (d, 1H, CH,,(NOA)), 4.84 (d, 1H, CH,,(NOA)), 4.79-4.71 (m,
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1H, H-a(Asp) (unter dem HDO-Signal)), 3.83-3.76 (m, 3H, H-8, H-9a, H-5), 3.72-3.64 (m,
3H, H-6, H-10a, H-4), 3.58 (dd, 1H, H-9b), 3.53 (dd, 1H, H-7), 3.45-3.41 (m, 1H, H-10b),
3.20 (t, 2H, H-12), 2.85 (dd, 1H, H-Ba(Asp)), 2.80 (dd, 1H, H-Bb(Asp)), 2.66 (dd, 1H, H-3,),
2.00 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.69-1.63 (m, 3H, H-3., HI1) ppm.

Joaop = 12.2, Jopg = 6.3, J37 = 9.0, J16 = 1.3, Ja3eq = 4.7, J3eq3ax =12.6, Jy(asp), pacasp) = 5.3,

Ju(asp), po(asp) = 7-4, Jpa(asp), pb(asp) = 16.9, Jcmaanoa), cHapnoa) = 15.4 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & = 176.3 (CHs-CO-NH), 175.1 (COOH(Asp)), 174.0 C-1),
172.9 (CO-CH(Asp)), 172.6 (CO-CH,-O(NOA)), 153.8 (C-1(NOA)), 135.4 (C-4a(NOA)),
128.8 (C-5(NOA)), 128.1 (C-7(NOA)), 127.2, 127.1 (C-6(NOA), C-3(NOA)), 122.8 (C-
4(NOA)), 122.4 (C-8(NOA)), 107.0 (C-2(NOA)), 101.3 (C-2), 73.7 (C-6), 72.4 (C-8), 69.2,
69.0 (C-4, C-7), 68.1 (CH(NOA)), 64.4 (C-9), 63.2 (C-10), 53.0 (C-5), 50.7 (C-a(Asp)), 40.9
(C-3), 37.7 (C-12), 36.7 (C-B(Asp), 29.5 (C-11), 23.5 (CH3-CO-NH) ppm. (Es konnten nicht

alle quartdren C-Atome detektiert werden.)
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9 Toxikologische Daten

9 Toxikologische Daten

Chemikalie

Gefahrensymbol

R-Siatze

S-Siatze

Acetonitril

F, T

11-23/24/25

16-27-45

N-Acetylneuraminsiure

Achtung! Noch
nicht vollstindig

gepriifter Stoff
5-Amino-1-pentanol C 22-34 26-36/37/39-45
3-Amino-1-propanol C 20/21/22-34 26-36/37/39-45
Acetanhydrid C 10-20/22-36 26-36/37/39-45
Acetylchlorid F,C 11-14-34 9-16-26-45
O-(Benzotriazol-1-yl)- Xi 36/37/38 26-36
N,N,N',N"-
tetramethyluronium
tetrafluoroborat
Benzylbromid Xi 36/37/38 (2)-39
Butanol Xn 10-22-37/38- | (2-)7/9-13-26-
41-67 37/39-46
Bromessigsiure T,C,N 23/24/25-35- (1/2)-26-
50 36/37/39-45-61
Cisiumcarbonat Xn 36/37/38-68 26-36/37/39
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
Dicyclohexycarbodiimid T 24-22-41-43 (1/2)-24-26-
37/39-45
4-(Dimethylamino)-pyridin T 24/25-36/38 22-36/37-45
N,N-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 | 53-45
N,N-Diisopropylethylamin F,C 11-22-34- 16-26-36/37/39-
52/53 45-61
1,4-Dioxan F, Xn 11-19-36/37- | (2)-9-16-36/37-46
40-66
Essigsdure C 10-35 23.2-26-45
Essigsdureanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Ethanolamin C 20/21/22-34 (1/2)-26-
36/37/39-45
Ethylacetat F, Xi 11-36-66-67 (2)-16-26-33
Kaliumhydroxid C 22-35 (1/2)-26-
36/37/39-45
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
1-Naphtol Xn 21/22-37/38- (2)-22-26-37/39
41
1-Naphtylessigsiiure Xn 22-37/38-41 22-26-36
Natrium F,C 14/15-34 5.3-8-43.7-45
Natriumacetat
Natriumazid T',N 28-32-50/53 (1/2)-28-45-60-61




9 Toxikologische Daten

Chemikalie Gefahrensymbol | R-Sitze S-Siétze
Natriumcarbonat Xi 36 (2)-22-26
Natriumchlorid - - -
Natriumcyanoborhydrid F, T",N 11-26/27/28- 8-16-6-43.6-45
32-34-50/53
Natriumdihydrogenphosphat - - -
Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat - - -
Dinatriumhydrogenphosphat Xi 36/37/38
Natriumhydroxid C 35 (1/2-)26-37/39-45
Natriumperiodat o) 8
Natriumsulfat - - -
Natriumthiosulfat - - -
Petrolether F, Xn, N 11-38-65-67- 9-16-29-33-60-
51/53 61-62
Piperidin F, T 11-23/2434 16-26-27-45
Phenylessigsiure Xi 36/37 26
n-Propylamin F,C 11-20/21/22- 9-16-26-36/37/39-

34

45

Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
Salzséiure (konz.) C 34-37 26-36/37/39-45
Silbercarbonat Xi 41 20-26-39
Silberperchlorat 0, C 8-34 26-36/37/39-45
Toluol F, Xn 11-38-48/20- 36/37-46-62
63-65-67
Trichlormethan Xn 22-38-40- (2-)36/37
48/20/22
Triethylamin F,C 11-20/21/22- 1/2-3-16-26-29-
35 36/37/39-45
Trifluorethanol Xn 10-20/21/22- 26-36/37/39
38-41-48/20
Trifluoressigsiure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-
61
Wasserstoffperoxid (30%) 0,C 22-41 17-26-28.1-45-
36/37/39
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