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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kohlenhydrat Erkennung viraler Oberflachenproteine

Die Glycosylierung der Oberflache eukaryotischer Zellen dient dem Schutz der Zelle, der Zell-Zell
Kommunikation und ist an vielen zellularen Erkennungsprozessen beteiligt!). Dabei sind die Zellen
mit verschiedenen Glykanstrukturen dekoriert. Diese kénnen geladen oder ungeladen sein und bis zu
wenige Mikrometer in das Lumen hineinragen. In Abbildung 1 ist eine elektronenmikroskopische

Aufnahme der Glycocalyx einer Endothelzelle gezeigt.

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Glycocalyx einer Endothelzelle. Der untere Teil zeigt die
Oberflache einer Endothelzelle. An der Grenzflache zwischen Zelloberflache und Lumen bilden die Oligosaccharidstrukturen
von Glycoproteinen und Glycolipiden die Glycocalyx, welche diverse Funktionen erfiillt. Hierzu gehort der Schutz der Zelle,
Zell-Zell Kommunikation und Adharenz im Zellverbund™. Die Glycocalyx kann mehrere hundert Nanometer bis hin zu

einigen, wenigen Mikrometern in das Lumen hineinragen[3’ 4,

In dem viralen Replikationszyklus ist die Bindung an die Wirtszelle ein essentieller Schritt. In Folge
der elaborierten Struktur der zelluldren Glycocalyx mussten Viren Strategien im Umgang mit den
prasentierten Kohlenhydratstrukturen entwickeln, um ihre Vermehrung zu gewahrleisten. Dies fiihrte
dazu, dass viele Viren durch Ausbildung kohlenhydraterkennender Oberflachenproteine bestimmte
Kohlenhydratstrukturen bei der Invasion der Wirtszellen aktiv nutzen, um so zum Beispiel ihre
Wirtszellen zu lokalisieren®. Ein genaues Verstandnis dieser Erkennungsprozesse ist fiir eine gezielte
Entwicklung von potentiellen Wirkstoffen gegen virale Infektionskrankheiten von groRRer Bedeutung.

Heute sind etliche virale, kohlenhydraterkennende Oberflachenproteine als potentielle targets fur die
Entwicklung von Medikamenten gegen Klinisch relevante Infektionskrankheiten identifiziert und
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Einleitung

untersucht’®. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte die dreidimensionale Struktur einiger dieser
viralen Lektine mittels NMR-Spektroskopie oder rontgenkristallographisch aufgeklart werden. Die
dabei gewonnen Strukturinformationen stellen eine exzellente Basis fur das computergestutzte Design

von Inhibitoren dar™.

1.2 Influenza Hamagglutinin

Die Influenza, auch Grippe genannt, stellt seit Jahrhunderten eine Bedrohung fiir die Menschheit dar!”.
Neben der saisonal auftretenden Grippewelle kommt dabei wiederkehrenden pandemischen Aus-
briichen mit Millionen von Toten besondere Bedeutung zu® °. Erreger der Influenza ist das Influenza-
virus, welcher zu der Gruppe der Orthomyxoviridae gehdrt und phylogenetisch weiter diversifiziert ist.

(7.0 Das Virus

Fur die Infektion des Menschen sind vor allem Influenza-A-Viren verantwortlich
besitzt ein segmentiertes Genom, bestehend aus acht ssSRNA Molekilen negativer Polaritét, welches
fiir zehn virale Proteine kodiert. Dazu gehoren das Transmembranprotein M2, welches ein lonenkanal
ist und als Protonenpumpe fungiert, die Neuraminidase (NA), welche als Glycohydrolase die

Abspaltung von Neuraminsaureresten von zelluldren Glycoproteinen Kkatalysiert und das

Hamagglutinin (HA, Abbildung 2), welches durch das Binden von Kohlenhydratstrukturen auf der
117, 101

Wirtszelloberflache fir den Primarkontakt verantwortlich is

Abbildung 2: Crossed eye Darstellung der Sekundérstrukturelemente eines Influenza Hamagglutinins auf Basis zweier
Réntgenkristallstrukturen (pdb: 1JSO™ und 21BX™?). Das Bandermodell ist von einer transluzenten Oberflache umgeben.
Bei dem Oberflachenprotein handelt es sich um einen Homotrimer. Jedes Monomer besteht aus zwei Untereinheiten, die tber
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Die Virusmembran befindet sich in dieser Darstellung am unteren Ende des

Proteins. Die carbohydrate binding domain (CRD) befindet sich distal zur Virusmembran am Kopf der globulédren Doméne.
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Bei dem Hamagglutinin handelt es sich um ein homotrimeres Lektin. Jedes Monomer besteht aus zwei
Untereinheiten, welche (iber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Am Kopf der globuldren
Doméne, distal zur Virusmembran, befindet sich die Kohlenhydratbindungsstelle (carbohydrate
recognition domain, CRD)™ *¥, Durch die Bindung von Neuraminsaure terminaler Glycanstrukturen

wird der Primarkontakt zur Wirtszelle hergestellt™,

In Folge der Verdffentlichung der ersten HA Kristallstruktur 1981 wurden wéhrend der 1980er und
der fruhen 90er Jahre viele Anstrengungen unternommen, kleine Molekile mit hoher Affinitat fir das
HA zu entdecken. Wie sich jedoch herausstellte, konnte auf Grund der niedrigen Affinitat der CRD
kein geeignetes Molekiil mit ausreichend starker Affinitat zu HA entwickelt werden®. Dies fiihrte zu
der nach wie vor anhaltenden Entwicklung multivalenter Liganden, unter denen aber bislang kein

Kandidat fir ein geeignetes Medikament gefunden werden konntel® "1,

1.3 Multivalenz in biologischen Systemen

Mit einer thermodynamischen Dissoziationskonstante (Kp) im Bereich von 0.1-10 mM ist die
monovalente Wechselwirkung zwischen einem Protein und einem Kohlenhydrat eine vergleichsweise
schwache Wechselwirkung. Hoch avide Wechselwirkungen im nanomolaren Bereich an einer
Zelloberflache entstehen durch multivalente Wechselwirkungen, haufig durch lokale Anhaufung von
Bindungstaschen in oligomeren Proteinstrukturen™™. Dabei beschreibt Multivalenz, auch Polyvalenz
genannt, die gleichzeitig stattfindende Interaktion mehrerer Untereinheiten einer Obereinheit mit
mehreren Untereinheiten eines oder mehrerer Rezeptoren. In der Natur finden sich viele Beispiele flr

das Nutzen multivalenter Wechselwirkungen™?.,

Die thermodynamische Betrachtung multivalenter Wechselwirkung ist sehr komplex. Auf Grund
dieser Komplexitdt sowohl der Wechselwirkung an sich, als auch der zu Grunde liegenden
Mathematik findet sich in der Literatur ein uneinheitlicher Gebrauch der thermodynamischen
Modelle*#! wobei das von Kitov et al.”” vorgeschlagene Modell das detaillierteste ist. Diesem
Modell liegt die von Jencks®?"! formulierte Additivitat der freien Energien zu Grunde (Gleichung 1).

o —_— o o
AG multi — IAG mono + AG interaction

Gleichung 1: Die von Jencks formulierte Gleichung zur Berechnung der Additivitat der freien Energien. AGC®mono
beschreibt die Bindungsenergie der korrespondierenden monovalenten Bindung und i den Valenzgrad der Bindung.
AG°interaction 1St €in von Jencks eingefiihrter Faktor, um Defekte in der Additivitat zu korrigieren, die aus Unterschieden in der

Bindungsenergie zwischen der ersten und den folgenden Bindungen resultieren.

Um eine thermodynamische Analyse zu ermdéglichen, passen Kitov et al. Gleichung 1 fur den Fall

uniformer Bindung fir ihr thermodynamisches Modell zu Gleichung 2 an. Dabei werden die Terme
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entsprechend des Ursprungs der Interaktion umformuliert, so dass der Beitrag des initialen
Bindungsereignisses zu der intermolekulare freien Energie AG°nono = AGiner Wird und von allen

folgenden Wechselwirkungen separiert wird (i-1)AG®inra = (i-1)AG interaction-
Ag°; = iAGiter + (i - 1)AGointra

Gleichung 2: Anpassung der Gleichung 1 fiir die Vereinfachung, dass alle mikroskopischen Rezeptor-Ligand-Komplexe rl(i)

identische freie Bindungsenergien haben.

Alle mikroskopisch gebildeten Rezeptor-Ligand-Komplexe rl(i) verfiigen tber identische Bindungs-
charakteristika und kodnnen kollektiv durch den makroskopischen Komplex RL(i) wiedergegeben
werden. Es wird ein Degenerationsfaktor Q; eingeflihrt, um zu reflektieren, dass es sich bei RL(i) nicht
um ein einzelnes Molekil, sondern um eine Ansammlung von mikroskopisch unterscheidbaren
Komplexen rl(i) handelt. Fir die freie Energie des Komplexes RL(i) ergibt sich aus Gleichung 2 dann
Gleichung 3.

AG®; = AG®iger + (i - 1)AGointra —RTInQ;

Gleichung 3: Formel zur Berechnung der freien Energie des Komplexes RL(i). Die isothermale Gleichgewichtsverteilung
wird durch die Boltzmannverteilung beschrieben. Der Degenerationsfaktor Q; resultiert aus der Eigenschaft des multivalenten
Systems, sich nicht aus einem individuellen Molekil, sondern aus einer Ansammlung mikroskopisch unterscheidbarer

Komplexe rl(i) zusammenzusetzen.

Der Beitrag jeder gebundenen Spezies RL(i) zu der gesamten freien Energie des Komplexes RL ist

proportional zu dem Gewichtungsfaktor w; (Gleichung 4).

o ~AG°/RT

w=—-—
L Z‘max e —AG°/RT
i=1

Gleichung 4: Gewichtungsfaktor w;. Dieser beschreibt die Wahrscheinlichkeit des Beitrages einer individuellen i-ten Bindung

zu der gesamten freien Energie des Komplexes RL(i).

Fiir die freie Energie der Aviditit AG®,igiry €rgibt sich nach einigen Umformungen ein Term, in dem
die beitragenden Energien ihrem Ursprung nach in Terme flr inter- und intramolekulare freie Energie
und in einen Degenerationsterm getrennt sind (Gleichung 5).

im

AG® qpigity = AG°inter + AGCntra Z

1=

Wi

ax imax
wii — 1) + RTZ wiln(
1 i=1 Q;

)

Gleichung 5: Gleichung zur Beschreibung der freien Energie der Aviditdt AG°uqiy. Alle enthalpischen Effekte der
multivalenten Wechselwirkung werden durch die ersten beiden Terme der Gleichung beschrieben. Der zweite Term

reflektiert zusétzliche spezifische Interaktionen und der dritte Term einen Statistikfaktor.
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Der erste Term der Gleichung AG°jr dhnelt der freien Energie einer monovalenten Bindung AG®gno.
Der zweite Term reflektiert die zusétzlichen Interaktionen und ist somit von der maximalen Anzahl
weiterer intramolekularer Wechselwirkungen abhangig. Die praktische Bedeutung dieses Terms ist in
Abbildung 3 fir einen dimeren, pentameren und dekameren Rezeptor graphisch gezeigt.

AG\mra o
q0d  [©—0kecal/mol 9/}/,.
—m— -1 kcal/mol g
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@ -2 kcal/mol /ﬂ
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Abbildung 3: Einfluss der intramolekularen freien Energie AG®;y, der Valenz des Rezeptors n und der Anzahl der Arme m
eines multivalenten Liganden flir einen dimeren, pentameren und dekameren Rezeptor. Die GroRe der Aktivitatssteigerung
durch intramolekulare Interaktionen erreicht asymptotisch (n-1)AG®jnra-

Der dritte Term in Gleichung 5 ist ein Statistikfaktor und stimmt mit der Boltzmann-Gibbs Definition
der Entropie (berein. Er reprasentiert die Wahrscheinlichkeit der Bindung und weniger ihre Stérke und
wird von Kitov et al. als Aviditatsentropie bezeichnet?”. Die GroBe des Degenerationsfaktors Q; hangt
von der Topologie der multivalenten Interaktion ab. In Abbildung 4 sind die verschiedenen
Topologien multivalenter Liganden gezeigt.

Indifferent ;l?; Circular

y
thear Radial
S

N o

Abbildung 4: Gezeigt sind die verschiedenen Topologien multivalenter Bindung. Im Falle indifferenter Topologie kann nur
ein Arm zurzeit mit dem Rezeptor spezifisch wechselwirken. Bei linearer und circularer Topologie kdnnen mehrere Arme
eine spezifische Wechselwirkung eingehen. Nach Ausbildung der initialen Wechselwirkung hat hier jeder Arm einen
vorbestimmten Bindungspartner, mit dem nur noch er interagieren kann. Fir einen radialen Liganden gibt es keine
Einschrénkungen der Topologie, so dass jede Bindungsstelle fiir jeden Arm gleich erreichbar ist.
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Die GroRe des Degenerationsfaktors ist fur die radiale Topologie maximal, das heif3t, dass hier die

Wahrscheinlichkeit einer Bindung fir alle potentiellen Interaktionen gleich groB ist.

Die Terme zwei und drei von Gleichung 5 beschreiben somit die spezifischen Charakteristika einer
multivalenten Wechselwirkung. Term 2 beschreibt den positiven Einfluss des Valenzgrades auf die
Starke der Interaktion. Aber auch Arme, die nicht zur Bindung beitragen, erhthen die
Wahrscheinlichkeit einer Bindung und wirken sich so indirekt positiv auf die Interaktion aus. Dieser
statistische Aspekt wird von dem dritten Term beschrieben und ist neben der Gesamtzahl der Arme
von der Topologie des Liganden abhangig. Der Einfluss von Term zwei und drei steigt mit der Valenz
des Rezeptors. Interessant an dem thermodynamischen Modell von Kitov et al. ist?”, dass hier die
Konformationsentropie des Liganden deutlich in den Hintergrund tritt, wohingegen in den deutlich

einfacheren Modellen dieser eine groRe Bedeutung zukommt!™® 241,

1.4 Multivalente Inhibitoren in der medizinischen Chemie

Seit dem 1998 veroffentlichten Ubersichtsartikel zur Multivalenz von Whitesides et al.'! wurden
multivalente Systeme fur biologische Anwendungen intensiv untersucht. Medizinisch werden dennoch
nur monovalente Wirkstoffe eingesetzt, auch wenn diese in manchen Féllen erst bei sehr hohen
Konzentrationen die gewiinschte Wirkung zeigen. Das in der Pharmaindustrie weit verbreitete Dogma
der ,,small molecules* hat zur Folge, dass sich bislang ,,kein groRes Pharmaunternehmen ernsthaft mit
dem potential multivalenter Wechselwirkungen* auseinandergesetzt hat'®.. Das noch junge Konzept
multivalenter Wirkstoffe wird daher eher von Unternehmen kleiner und mittlerer GroR3e aufgegriffen.
Im Mausmodell zeigte ein dendritisches Polyglycerinsulfat die gleiche hochaktive anti-
inflammatorische Wirkung wie das bereits verwendete Glucocorticoid Prednisolon (Abbildung 5,
). In Phase Il einer klinischen Studie befindet sich zurzeit das multivalente Mikrobiozid VivaGel®
der Firma Starpharma. Dabei handelt es sich um ein Vaginalgel, welches die Ubertragung von viralen

Geschlechtskrankheiten verhindern soll" 221,

Multivalente Liganden lassen sich in statistische und strukturbasierte Liganden unterscheiden. Bei den
statistischen Liganden werden haufig funktionalisierte, lineare Polymere verwendet. So berichten
Whitesides et al.”! von einer 10°-10° starkeren Affinitat pro Neuraminsdure zur Oberflache von
Influenza-Viren bei einem Neuraminsdure funktionalisiertem Polyacrylamid im Vergleich zum
monovalenten a-Methylglycosid der Neuraminséure (Abbildung 5, b). Biopolymere finden hier ebenso
Anwendung. Bekannter Vertreter ist die Poly-L-glutaminsdure (PGA), deren Seitenketten mit
Liganden funktionalisiert werden. Wong et al. berichten durch Funktionalisierung einer PGA mit
Sialyllactose von einem Polymer zur Inhibierung des Influenza Hamagglutinin, dass im ELISA einen
ICs im pikomolaren Bereich aufweist™. Ebenfalls zu der Gruppe statistischer Liganden gehdren

funktionalisierte Dendrimere. Diese verfiigen Uber eine definierte Architektur und ein hohes Mal3 an

6
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Funktionalisierung®". Landers et al. berichten von der in vivo Inhibition der Infektion mit pulmonaler

Influenza-A durch neuraminsaurefunktionalisierten Polyamidoamin (PAMAM) Dendrimerel®,

Beispiele fir strukturbasierte Liganden sind seltener. Kane et al. berichteten 2011 von einem
heptavalenten Inhibitor des Anthraxtoxins. Dieser verfiigt tiber ein B-Cyclodextrin-Grundgerist, an
das Uber Linker inhibitorisch wirksame Peptide gekuppelt wurden. Der Ligand konnte in vitro wie in
vivo das Anthraxtoxin neutralisieren™. In der Literatur viel beachtete Beispiele sind die von Bundle et
al. 2000 und 2003 publizierten dekameren Inhibitoren der von E. coli sekretierten Shigatoxine Stx1
und Stx2 Starfish® und Daisy (Abbildung 5, ¢)**. Im Maus Modell zeigten diese einen effektiven
Schutz gegen Shigatoxine. Weiter konnten sie durch Cokristallisation mit Stx1 den Bindungsmodus
von Starfish mit Shigatoxin aufklaren.
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Abbildung 5: Ubersicht einiger Beispiele multivalenter Liganden. a) Von Haag et al. publizierter dendritischer Ligand auf
Polyglycerinbasis. Dieser zeigte im Maus Modell eine hoch anti-inflammatorische Wirkung®?®. b) Von Whitesides et al.
publiziertes Polyacrylamid. Bei einer radikalischen Polymerisation wurde 10%ig neuraminsdurefunktionalisiertes
Polyacrylamid umgesetzt. Der lineare Inhibitor zeigte eine 10%-10° gesteigerte Affinitdt zu Influenza-Viren pro
Neuraminsaure. ¢) Von Bundle et al.®® publizierter dekavalenter Inhibitor von Shigatoxinen namens Daisy. Das Design
entstammt einem strukturbasierten Ansatz. Im Maus Modell konnte Daisy die lethalen Folgen der Intoxikation mit Stx1 und
Stx2 verhindern.

1.5 Glycokonjugate und Neoglycopeptide

Auf Grund der biologischen Bedeutung der Bindung von Kohlenhydraten durch

kohlenhydraterkennende Proteine (Lektine) in zelluldren Erkennungsprozessen sind hoch affine
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Lektinliganden von groRem medizinischen Interesse™ *!. Die schwache Wechselwirkung zwischen
Kohlenhydraten und Proteinen und der Umstand, dass viele Membranproteine in oligomerer Struktur

n*® ¥ fihrte zu der Entwicklung von monovalenten und multivalenten Kohlenhydrat-

vorliege
derivaten, um diese Lektine effektiv zu binden[?* 2% 3% 35 3401 | \yejtesten Sinn werden diese Ver-
bindungen als Glycokonjugate bezeichnet, wie alle Verbindungen von Kohlenhydraten mit anderen
Strukturelementent®!, Werden Kohlenhydrate an Peptide konjugiert, werden sie als Neoglycopeptide
bezeichnet. Hier findet eine Abgrenzung zwischen natiirlich vorkommenden Glycopeptiden, und den

artifiziellen Neoglycopeptiden statt.

Die Darstellung solcher Neoglycopeptide erfolgt dabei stets in einer konvergenten Vorgehensweise.
Dabei wird das Kohlenhydrat derart derivatisiert, dass es um die gewinschten Strukturelemente und
um eine leicht zu aktivierende Funktionalitat erweitert wird, Uber die folgend die kovalente Bindung
an das Peptid erfolgt. Bei einfachen Kohlenhydratstrukturen kann dieser Baustein dann in einer
automatisierten, linearen Festphasenpeptidsynthese (SPPS) verwendet werden. Bei komplexen
Kohlenhydratstrukturen, die entweder aufwendig dargestellt wurden oder nur in geringen Mengen
isoliert wurden, erfolgt die Inkorporation in aller Regel am Ende der Synthese. Hier wird parallel ein
Peptid, dargestellt, welches Uber funktionelle Gruppen verfiigt, die eine Verknupfung mit dem
Kohlenhydratbaustein erlauben®. In Abbildung 6 sind einige der bei der Darstellung von

Neoglycopeptiden zum Einsatz kommenden Bausteine gezeigt.
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Abbildung 6: Darstellung einiger Bausteine fiir die Synthese von Neoglycopeptiden. a) Von Guichard et al. dargestellter
Baustein fur die Inkorporation eines Galaktose funktionalisierten 5-Hydroxylysin Derivats in einer linearen
Peptidsynthese*. b) Von Wittmann et al. dargestellter p-Nitrophenylcarbonat aktivierter Baustein. Dieser wurde nach
Synthese eines Peptids in einem Reaktionsschritt an mehrere freie Aminofunktionen kovalent gebunden™. ¢) Von Ogata et
al. verwendetes Laktosederivat. Dieses wurde in einer Aktivestersynthese mit BOP und HOBt mehrfach amidisch an vy-
Polyglutaminséure gebunden!*®). d) Von Brimble et al. verwendete Bausteine zur multiplen Funktionalisierung eines Peptids
mit Galaktoseeinheiten. Mittels SPPS wurden propargylierte Aminosduren in die Peptidsequenz integriert. An diese wurde

mittels 1,3 dipolarer Cycloaddition der derivatisierte Galaktosebaustein gebundent*!.
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Eine haufig verwendete Vorgehensweise ist die Darstellung glycosylierter Aminoséauren (Abbildung 6,
a). Diese werden dann in einer automatisierten Festphasenpeptidsynthese zu dem gewtinschten
Glycokonjugat umgesetzt. Diese Methode eignet sich sowohl fiir die Darstellung von
Neoglycopeptiden!*?, sowie fiir die Darstellung von N- und O-Typ Glycopeptiden®*“8. Bei der
Darstellung von Bausteinen fiir die N- und O-Typ Glycopeptidsynthese leisteten in den 80er Jahren

vor allem Akira Hasegawa**4, Hans Paulsen®®***! und Horst Kunzt® **-*"! Pionierarbeit.

Eine weitere Strategie zur Darstellung von Neoglycopeptiden ist die Darstellung von
Kohlenhydratderivaten, die Uber leicht zu aktivierende Gruppen an das fertige Peptid gekuppelt
werden (Abbildung 6, b und c). So synthetisierten Wittmann et al. einen p-Nitrophenylaktiviertes N-
Acetylglukosaminderivat (Abbildung 6, b) zur Darstellung eines multivalenten Neoglycopeptids.
Dieser wurde durch Aktivierung mit DIPEA amidisch an freie Aminofunktionen des Peptids
gebunden. Ogata et al. funktionalisierten iber die Aktivestermethode mit BOP und HOBt y-
Polyglutaminsaure, wobei die Carboxylgruppen des Polypeptids amidisch an den Alkylamin Linker
des Kohlenhydrats gebunden wurde (Abbildung 6, c)i*°.

Daneben werden noch viele weitere Strategien zur Darstellung von Neoglycopeptiden durchgefihrt,
die hier nicht im Detail aufgefiihrt sind. Dazu zahlen unter anderem die Staudinger Ligation® *% die
Addition an Michael-Akzeptoren®™! und die Intein vermittelte Synthese (native chemical ligation)®.
Die mit Abstand am weitesten verbreitete Strategie nicht nur zur Darstellung von Glycokonjugaten,
sondern fiir diverse kovalent verknlipfte Konjugate, ist die 1967 von Huisgen et al. publizierte
1,3-dipolare Cycloaddition eines Azids mit einem Alkin unter Ausbildung eines Triazols®.
Vermutlich auf Grund von Sicherheitsbedenken im Umgang mit organischen Aziden blieb diese
Reaktion lange unbeachtet, bis Barry Sharpless 2001 das Konzept der Klick-Chemie formulierte und
die 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen einem Azid und einem Alkin 2002 auch fiir Biochemiker und
medizinische Chemiker wieder attraktiv machte® ®. Die Vorteile der Reaktion bestehen in der
einfachen Einflihrbarkeit und der hohen Toleranz dieser Funktionalitdten gegeniiber vielen anderen
Reaktionsbedingungen, den giinstigen Ausgangsmaterialien, der leichten und milden Aktivierbarkeit
auch im wassrigen Medium und den guten Ausbeuten, die mit dieser Reaktion meist erhalten werden
konnen(® %1, Ein Beispiel fiir die Anwendung zur Darstellung von Neoglycopeptiden ist in Abbildung
6, c gezeigt. Brimble et al. synthetisierten ein mehrfach propargyliertes Peptid, an welches sie nach
Aufarbeitung mehrere azidofunktionalisierte Kohlenhydrateinheiten kniipften™*!. Heute wird der
Begriff Klick-Chemie haufig irrtimlicherweise synonym fiir die Reaktion zwischen Azid und Alkin

verwendet.
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1.6 Inhibitoren des Influenza Hamagglutinin

Die Suche nach potenten Inhibitoren des Influenza Hamagglutinin zur Entwicklung eines entry-
Inhibitors gegen die Influenza begann Anfang der 1980er Jahre™. Tatsichlich gestaltete sich die
Entwicklung eines potenten monovalenten Inhibitors als schwierig, da flr eine therapeutische
Anwendung keine ausreichend starke, spezifische Wechselwirkung zum Rezeptor hergestellt werden
konnte. Einer der nach wie vor stirksten bekannten kompetitiven monovalenten Binder ist in

[17]

Abbildung 7, links gezeigt

Neu5Aca2Me

Abbildung 7: Darstellung des von Knowles et al. 1992 publizierten Liganden des Influenza Hdmagglutinin (links). Dieser
wies eine Dissoziationskonstante zu HA von 3.7 uM auf und ist damit nach wie vor einer der starksten monovalenten Binder
des Hamagglutinins” %, Im Vergleich zum Methylglycosid der Neuraminsdure (NeuSAco2Me) weiBt dieser einer 1000fach
gesteigerte Affinitat zu HA auf.

Der von Knowles et al. publizierte Ligand weilst eine Dissoziationskonstante von 3.7 UM zu
Hamagglutinin auf und verfligt damit Uber eine Faktor 1000 gesteigerte Affinitat zu HA im Vergleich
mit dem Methylglycosid der Neuraminsiure (Neu5SAca2Me)®. Gleichzeitig konnten gute
monovalente Liganden der Neuraminidase gefunden werden, welche Dissoziationskonstanten im
pikomolaren Bereich zeigten. Dabei handelt es sich um Ubergangszustandsanaolga, auf denen die
heute kommerziell verfiigbaren Influenzamedikamente Zanamivir und Oseltamivir basieren(®!.
Waéhrend der 2008-2009 auftretenden HIN1 Pandemie zeigten ~100% der Influenza-Viren dieses
Stammes eine Resistenz gegeniiber Oseltamivir® ¢”1. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit alternativer
Medikamente gegen die Influenza. Neben den bereits erwdhnten Medikamenten ist seit 2010 ein 7-
Methoxyderivat (Laninamivir) des Zanamivir auf dem japanischen Markt und befindet sich in der
klinischen Phase 111 der FDA"! Fiir eine Ubersicht der aktuell auf dem Markt oder in der

Entwicklung befindlichen antiviralen Influenza Medikamente siehe Yen et al.™ !,

Beispiele fiir einige Influenza entry-Inhibitoren sind in Abbildung 8 gezeigt. Dabei wird zwischen
Fusionsinhibitoren und kompetitiven Inhibitoren differenziert. Fusionsinhibitoren verhindern im
Gegensatz zu kompetitiven Inhibitoren nicht den Kontakt zu der Wirtszelle, sondern die Fusion mit
der Zelle. Der von Naesens et al. publizierte Ligand (Abbildung 8,a) zeigte bei der Inhibition der
Infektion mit Influenza-A/H3 einen ECsy von 9.6 uM. Dieser Ligand inhibierte nicht die Virus
bedingte Agglutination von Erythrozyten wéhrend eines Hamagglutinationsassay, zeigte aber dafir

eine starke Inhibition der virusinduzierten Hamolyse. Mittels molecular modelling wurde die
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Bindungsstelle fiir den Liganden am Ubergang der beiden Untereinheiten des HA‘s vorausgesagt,
wodurch die Prasentation des fir den entry benétigten Fusionspeptids inhibiert wird®!. Durch
screening Verfahren entdeckten Yoshimoto et al. Stachyflin (Abbildung 8, b) als subtypspezifischen
Inhibitor. Dieser hatte einen ECs, Wert im mikromolaren Bereich gegeniiber H1 und H2, nicht jedoch
gegenliber H3. Durch Inhibition der virusinduzierten Hamolyse konnte auch hier HA als target
identifiziert werdenl™. Jones et al. berichten von einem Dodecapeptid, welches spezifisch die
Agglutination von Erythrozyten durch Influenza-Viren unterdriicken konnte. Damit gehort dieses
Peptid in die Gruppe der kompetitiven Inhibitoren. Der 1Cso wurde in einem Zellassay zu 4.5 pM
bestimmt. In einem Maus Modell Uberlebten 100% der Mduse die intranasale Gabe von 2 mM des
Peptids zusammen mit Influenza-A/H5N1 Viren, wohingegen alle Mause, die ohne die gleichzeitige
Gabe des Peptids mit H5N1 infiziert wurden, starben. Die genaue Bindungsstelle konnte nicht geklart
werden!™. In einem multivalenten Ansatz konnte von Marra et al. ein Ligand (Abbildung 8, d)
identifiziert werden, welcher die Hamagglutinin bedingt Agglutination von Erythrozyten inhibierte.
Dieser Ligand verfligt Gber ein Calix[4]aren Grundgerist, an das Uber 1,3-dipolare Cycloaddition das
Thioglycosid der Neuraminsdure gebunden wurde. Dieser konnte bei einer Konzentration von 250 uM

die Hamagglutination unterbinden und zeigt damit eine etwa 400fach hohere Aktivitat als NeuSAc™.
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Abbildung 8: Beispiele einiger Influenza entry-Inhibitoren. Die von Naesens et al.® (a) und von Yoshimoto et al.l’? (b)
untersuchten Liganden zeigten keinen Effekt auf die Hdmagglutinin bedingte Agglutination von Erythrozyten, konnten aber
die virusbedingte Hémolyse bei Gabe im niedrig mikromolaren Konzentrationsbereich unterdriicken. Bei diesen
Verbindungen handelt es sich um Fusionsinhibitoren, die nicht den Kontakt zu der Wirtszelle, sondern die Fusion des Virus
mit der Zelle unterbinden. Das von Jones et al." untersuchte Dodecapeptid (c), sowie der von Marra et al.*"! dargestellte
oktavalente Ligand auf Calix[4]aren Basis (d), konnten die H&magglutination unterbinden. Der 1Cs, Wert fir das
Dodecapeptid wurde dabei von Jones et al. im Zellassay zu 4.5 uM bestimmt. Das Peptid konnte bei gleichzeitiger Gabe mit
H5N1 Viren im Maus Modell diese vor einer Infektion schiitzen. Der multivalente Ligand konnte ab einer Konzentration von

250 uM die Hamagglutination vollstandig unterbinden.
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Doch trotz der tber 30jéhrigen Suche nach entry-Inhibitoren gegen die Influenza befindet sich noch
kein einziger Inhibitor des Influenza Hamagglutinin in einer klinischen Phase!™. Da eine néichste
Influenzapandemie kommen wird und Resistenzen gegen die auf dem Markt befindlichen
Medikamente schon heute vielfach beobachtet werden, ist weitere Forschung auf diesem Gebiet von

vitaler Bedeutung!™ ™,
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2 Zielsetzung

Multivalente Wechselwirkungen sind in der Natur ubiquitdr und erfillen vielfaltige Aufgaben. Sie
erlauben in biologischen Systemen durch eine stufenweise Bindung eine differenzierte
Signaltransduktion, kénnen definierte geometrische Strukturen induzieren und steigern sowohl die
Affinitat wie auch die Spezifitdt molekularer Wechselwirkungen. Eine solche Steigerung der Affinitat
findet bei molekularen Erkennungsprozessen statt, wie zum Beispiel der rezeptorvermittelten Bindung
von Viren an ihre Wirtszellen. Auf Grund der Glycosylierung eukaryotischer Zellen findet ein solcher
Erkennungsprozess haufig kohlenhydratvermittelt statt. Da die Protein-Kohlenhydrat-Interaktion eine
vergleichsweise schwache Wechselwirkung ist, nutzen Viren haufig multivalente Wechselwirkung flr
den Primarkontakt zur Wirtszelle. Ein besseres Verstandnis multivalenter Wechselwirkungen oder das
gezielte Nutzen dieser stellt damit in vielen biologisch relevanten Bereichen einen Nutzen dar und
konnte bei der Bekdmpfung von Pathogenen helfen.

Ziel der Arbeit war das strukturbasierte Design, die Synthese und die Untersuchung eines
multivalenten Liganden am Beispiel des Hamagglutinins H5 des Vogelgrippevirus. Ein wichtiger
Aspekt war die experimentelle Validierung der Eignung von in silico Methoden beim Design
multivalenter Liganden. Die computergestiitzte Untersuchung von Protein-Ligand Interaktion ist ein
hochkomplexer Prozess. In wie weit ein in silico Modell bei einer multivalenten Wechselwirkung zu
experimentell bestatigbaren Daten flihren kann, war unklar und sollte Uberpriift werden. Hierzu sollte
eine Leitstruktur' gefunden und von dieser abgeleitet eine Substanzbibliothek zur Uberpriifung der in
silico Voraussagen dargestellt werden. Die erfolgreiche Synthese, Reinigung und Charakterisierung
dieser Liganden sollte optimiert und in ein auf andere Systeme leicht zu Ubertragendes Konzept
eingepflegt werden. Die Untersuchung der Liganden beziglich ihrer Wechselwirkung zu H5 sollte
mittels zweier analytischer Verfahren erreicht werden. Zum einen sollte die STD-NMR Spektroskopie
als statisches Messverfahren dienen. Zum anderen wurde die SPR-Spektroskopie als Messverfahren
im strdmenden Medium gewdhlt, da dies einem biologisch relevanten System nahe kommt.
AbschlieBend sollten die in vitro Experimente in eine ganzheitliche Betrachtung mit den in silico
Ergebnissen eingehen und so die allgemeine Eignung computergestitzter Methoden zur Entwicklung

multivalenter Inhibitoren determinieren.

! Im engeren industriell pharmakologischen Sinn handelt es sich bei der hier in der Arbeit beschriebenen
Struktur nicht um eine Leitstruktur. Diese Struktur diente aber flr weitere Liganden im Rahmen dieser Arbeit als

Leitstruktur und wird zur Vereinfachung hier auch als solche bezeichnet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das virale Oberflachenprotein Hamagglutinin (HA) ist unter allen Influenza Typen fir den
Primarkontakt mit der Wirtszelle verantwortlich und stellt damit ein potentielles target fiir einen
Inhibitor dar. Die Struktur des Influenza-Hamagglutinin ist gut untersucht und eine pdb-Suche nach
,influenza hemagglutinin‘ liefert derzeit 183 hits!”™, wobei sich die Treffer aus den verschiedenen HA
Typen (H1-H16) aus verschiedenen Influenza-Stdimmen, den unterschiedlichen Reifungsstadien,
kleineren und groReren Fragmenten des HA oder aus Komplexen zwischen Antikoérpern und HA
zusammensetzen. Zehn Eintrage befassen sich mit dem in dieser Arbeit thematisiertem H5, von denen

zwei Strukturen die Basis dieser Arbeit bilden.

Die vorliegende Arbeit l&sst sich in funf Abschnitte gliedern. Basis dieser Arbeit stellt eine
vorausgegangene Arbeit dar'’®, welche im Rahmen einer Diplomarbeit angefertigt wurde. Fiir einen
besseren Einstieg wird diese Arbeit in Kapitel 3.1 kurz zusammengefasst. In Kapitel 3.2 werden
Versuche zur Optimierung der Synthese des in Kapitel 3.1 beschriebenen Liganden vorgestellt, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt wurden. Da diese Synthesen mit nur méaRigem Erfolg durchgefuhrt
werden konnten, wird in Kapitel 3.3 die Weiterentwicklung und in Kapitel 3.4 und 3.5 die Synthese
der neuen Leitstruktur beschrieben. Die Kapitel 3.6 und 3.7 beschreiben die Bindungsstudien der
dargestellten Verbindungen zum H5. Im letzten Kapitel (3.8) werden kurz synthetische Studien
vorgestellt, die zur Erweiterung des Valenzgrades des Liganden mit der besten Bindungsenergie

unternommen wurden.
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3.1 Entwicklung der Leitstruktur

Die Grundlage der vorausgehenden Arbeit zum Design und Synthese multivalenter Inhibitoren des
Influenza H5 bildeten die Kristallstrukturen 1JSO™! und 21BX™. Die Kristallstruktur 1JSO zeigt ein
HA Monomer cokristallisiert mit Neuraminsdure, 2IBX zeigt HA als Trimer, jedoch in schlechterer
Auflésung und ohne nativen Liganden. Diese Strukturen wurden in Sybyl aufeinander gefittet und
mittels des structure preparation tools und durch energetische Minimierung fur die weiteren Arbeiten
vorbereitet. Ein Trimer in guter Auflésung mit nativem Liganden wurde erhalten und ist in Abbildung
9 gezeigt.

Abbildung 9: Crossed eye Darstellung des homotrimeren Hdmagglutinins. Die Oberflachen der einzelnen Monomere sind
unterschiedlich farbig dargestellt. Jedes Monomer ist aus zwei Untereinheiten aufgebaut, die Uiber eine Disulfidbriicke mitein-
ander verbunden sind. Das Molekil hat eine stdbchenformige Geometrie, wobei sich die Bindungstaschen - hier

atomtypspezifisch eingefarbt - distal zur Virusmembran am Kopf der globulédren Doméne der HA;-Untereinheit befindet.

Die primére Bindungstasche befindet sich am Kopf der globuldaren Doméne der HA;-Untereinheit
distal zur Virusmembran und ist fir das Binden sialyierter Kohlenhydratstrukturen der
Wirtszellenoberflache verantwortlich. Durch diese exponierte Lage bot sich das Design eines
multivalenten Liganden an, der 0ber eine zentral positionierte core-Struktur die einzelnen
Bindungstaschen zeitgleich erreichen kann. Es wurde eine Struktur entworfen, die (ber radiale
Topologie®® mit Cs-Symmetrie verfiigt und sich aus einer aromatischen core-Struktur, peptidischen
Linkern und einem Neuraminsdurederivat zusammensetzt. Diese Strukturmotive wurden ber flexible
Alkylketten miteinander verbunden. Auf Grund dieses Designs ergab sich ein ambivalenter Charakter
fiir den Liganden. So verfugte dieser zum einen Uber einen peptidischen Linker mit eingeschrankter

Flexibilitdt und zum anderen tber Alkyllinker mit maximaler Flexibilitdt. Diese Motive entstammen
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Uberlegungen zur Natur multivalenter Effekte. So sollte das starre Peptid einen Verlust an
Konformationsentropie im Bindungsfall gering halten, wobei die Alkylketten gleichzeitig fir die
Kompensation sterischer Diskrepanzen sorgen solltent"* 2!, Der angestrebte Bindungsmodus eines
potentiellen Binders ist in Abbildung 10 gezeigt.

Abbildung 10: Crossed eye Darstellung der globuldren Doméne des HAs zusammen mit einem potentiellen Liganden aus

den in silico Studien. Die Oberflaiche der einzelnen Monomereinheiten ist unterschiedlich farbig, der Ligand
atomtypspezifisch dargestellt. Der Ligand, bestehend aus einer zentral positionierten core-Struktur, peptidischen Linkern und
einem Neuraminsaurederivat, belegt in dem hier angestrebten Bindungsmodus alle drei Bindungstaschen eines HA-Trimers
gleichzeitig.

Fur die in silico Studien wurden Liganden mit verschiedenen core-Strukturen (Benzen, Cyclohexan,
Adamantan), verschieden langen Linkern und verschieden langen Alkylkettenlangen in silico auf ihre
Bindungsenergie zum Hamagglutinin hin untersucht. Der peptidische Linker sollte keine weiteren
Wechselwirkungen generieren und daher aus einer maéglich einfachen Sequenz aus Glycinen und
Serinen bestehen, welche sich positiv auf die Loslichkeit des Liganden in Wasser auswirken sollten.

Die Ergebnisse des molecular modellings sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Aus den in silico
Studien ging der Ligand mit der von Phloroglucinol abgeleiteten core-Struktur und Pentylketten zu
beiden Seiten des peptidischen Linkers als Verbindung mit der niedrigsten Bindungsenergie hervor.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse des molecular modellings aus der vorausgegangenen Diplomarbeit. Der Ligand
I, mit einer Pentylkette zu beiden Seiten eines neun Aminoséuren langen Peptidlinkers und der von Phloroglucinol

abgeleiteten core-Struktur ging als Ligand mit der niedrigsten Bindungsenergie hervor. Die berechneten Energien der

anderen Strukturen sind relativ zu der Energie des Liganden | angegeben.
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Da eine NMR spektroskopische Auswertung und damit eine erfolgreiche Sequenzierung einer
alternierenden Gly/Ser Sequenz sich als schwierig erwies, wurde ein Alanin der Sequenz hinzugefigt,

um das MaR an Symmetrie aufzuheben. Der gesamte Ligand I ist in Abbildung 11 gezeigt.
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Abbildung 11: Darstellung des Liganden I, welcher aus den in silico Studien als Ligand mit der niedrigsten Bindungsenergie
zum H5 hervor ging. Eine benzenische core-Struktur ist tber eine etherisch gebundene Pentylkette mit dem peptidischen

Linker verbunden. Dieser ist amidisch tber eine weitere Pentylkette a-glycosidisch mit der Neuraminséure verbunden ist.
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Die retrosynthetische Analyse sah eine konvergente Synthesestrategie, bestehend aus drei
Synthesedquivalenten, vor. Diese sollten in zwei Stufen amidisch miteinander verknipft werden,
wobei zuerst der Peptidlinker an die core-Struktur und folgend das Neuraminséurefragment gekuppelt
werden sollte. AbschlieRend sollten die Schutzgruppen entfernt werden (Abbildung 12).

OR
OH

HO CO,H /@\
A-'col-;N o O/\/\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-NH~\/\/\o OR

HO
|

! ox
pgo  §F9 CO,Pg o} /@\
PgO!» /\/\)J\ +  H-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-HN—__~_~
/chN O 0O OH y-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly: o OR

Pgo
\" v

@ OR

PgHN-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-H  +  H,N~ > "0 OR

Abbildung 12: Retrosynthetische Analyse des Liganden I. Die konvergente Synthese sollte sich aus drei Bausteinen
zusammensetzen, die Uber die Aktivestermethode amidisch miteinander verkniipft werden sollten. Dabei sollte zunéchst die
core-Struktur 11 mit dem Peptidlinker 111 zu IV verkniipft werden, bevor das Neuraminsaurefragment V an 1V gekuppelt
wird. Nach Entfernung der Schutzgruppen sollte Ligand I erhalten werden.

Es wurde die Synthese einer Substanzbibliothek angestrebt, da davon ausgegangen wurde, dass bereits
geringe raumliche Fehlanordnungen zu einer vollstandigen Inhibierung der Wechselwirkung mit H5
fiihren konnten. Angestrebte Derivatisierungen betrafen die beiden Alkylketten und die Lange des
Peptids.
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3.2 Synthetische Studien zur Darstellung der Leitstruktur I

Die in Kapitel 3.1 beschriebene Synthesestrategie schien einen unkomplizierten Zugang zu den
Liganden zu ermdglichen. Bei der praktischen Umsetzung ergaben sich synthetische Schwierigkeiten
an mehreren Stellen, die letztendlich zu der in Kapitel 3.3 beschriebenen Weiterentwicklung der
Leitstruktur flhrten. Die sich ergebenden Schwierigkeiten und die Versuche, die unternommen
wurden, diese zu beseitigen, sind in diesem Kapitel beschrieben.

Ausgangsverbindung fur die aromatische core-Struktur stellte  Phloroglucinol  (1,3,5-
Trihydroxybenzen) VII dar. Dieses wurde in einer dreifachen Williamson’schen Ethersynthese mit

einem dem Dihalogen VI umgesetzt (Abbildung 13).

OH Br” "0

K,CO;,
B~ B+ DMF, RT, 48 h
HO OH  41% Br” "0 o)
Brw
Vi Vil Vil

Abbildung 13: Darstellung der core-Struktur. In einer dreifachen Williamson’sche Ethersynthese wurde das Dihalogen VI
mit Phloroglucinol VII umgesetzt. Die Synthese verlief auch nach Optimierung in niedriger Ausbeute bei hohem
Reinigungsaufwand.

Diese Stufe ist mehrfach in der Literatur beschrieben, verlief aber auch nach Optimierung in
unbefriedigenden Ausbeuten von 21-41% und zeigte sich vor allem bei der Aufarbeitung als
problematisch, da das verwendete Dihalogen nur durch eine Kombination aus Destillation und

77 |m Rahmen der

zweifacher Reinigung an Kieselgel quantitativ entfernt werden konnte
Darstellung einer Substanzbibliothek wurde die Synthese auch mit Kettenldngen von 4, 6 und 7

Methyleneinheiten durchgefiihrt, wobei sich stets die gleichen Schwierigkeiten ergaben.

Der darauffolgende Schritt bestand in einer dreifachen nucleophilen Substitution des Broms durch
Einfilhrung eines Azids und konnte in guten Ausbeuten durchgefiihrt werden™. AnschlieBend sollte

das Azid I1X durch Reduktion zum Amin und damit in den Baustein Il Uberfiuhrt werden.

Die Reduktion zum Triamin wurde sowohl hydrogenolytisch an Palladium/Aktivkohle als auch durch
Staudinger Reduktion versucht” (Abbildung 14). In einem 5 mg Testansatz konnte die Hydrierung
erfolgreich durchgefuhrt werden. In einem groReren Ansatz konnte aber auf Grund der schlechten
Loslichkeit des Triazids keine Umsetzung beobachtet werden. Die Reduktion nach Staudinger konnte
in guten Ausbeuten durchgefuhrt werden, brachte aber Schwierigkeiten bei der Entfernung des
Triphenylphosphinoxids aus dem Reaktionsgemisch mit sich, da Il ein sehr schlechtes

Loslichkeitsverhalten in den meisten organischen Losungsmitteln zeigte. Die Reduktion mit

19



Ergebnisse und Diskussion

polymergebundenem Triphenylphosphin versprach zwar eine erleichterte Aufarbeitung, fuhrte aber zu
keinem Produkt.

PN AN
Ny o H,N o
i TPP, MeCN, 3 h
ii H,0, 3 h, 75%
Ng N0 o HNT>">"0 o}
N3W HZNW
I1X 1]

i TPP-polymer, MeCN, 3 h
iiH,0, 3 h

Hy Pd/C
H,0, 4 h, RT
nicht reproduzierbar

HZN/\/\/\O HZN/\/\/\O
HZN/\/\/\O/ \/E ~0 HZN/\/\/\O’ \/E ~0
oS oS

Abbildung 14: Synthesen zur Darstellung der core-Struktur 11. Die Reduktion des Azids nach Staudinger mit TPP konnte in
guten Ausbeuten durchgefiihrt werden, wobei die Entfernung des TPP=0 sich als problematisch erwies. Eine Umsetzung mit
polymer gebundenem TPP konnte nicht erfolgreich und die Hydrierung mit H, an Pd/C nicht reproduzierbar durchgefiihrt

werden.

Auf Grund der geringen Loslichkeit von Il in vielen organischen Ldsungsmitteln wurde auf den
Einsatz verlésslicher, aber reinigungsintensiver Reduktionsmittel wie Lithiumaluminiumhydrid

verzichtet, da von Schwierigkeiten bei der Reinigung auszugehen war.

Um diese Loslichkeitsprobleme zu umgehen, wurden zwei weitere Strategien verfolgt. Zum einen
wurde eine lineare Strategie an der festen Phase angestrebt. Dazu sollte ein Derivat der core-Struktur
an ein Chlortritylharz gebunden werden und hieran folgend alle weiteren Syntheseschritte

durchgefuhrt werden. Der geplante Reaktionsweg ist in Abbildung 15 dargestellt.

w O ) ()
o+ 0[O0 — OO0 = ] Oa
—_—
e e e

X =Nu (COO, NH, O)
R = Alkyl-Peptid-Alkyl-Neu5Ac

Abbildung 15: Konzept fiir einen linearisierten Zugang zu den in silico entworfenen Liganden an der festen Phase. Nach
Kupplung der modifizierten core-Struktur an die feste Phase sollten die folgenden Syntheseschritte hieran durchgefiihrt
werden. Die Kupplung muss je nach gewéhltem X ungeschitzt oder unter Schitzung der phenolischen Hydroxyfunktionen

erfolgen.
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Die Kupplung an ein Chlortritylharz kann tber verschiedene nukleophile Gruppen wie Carboxylate,
Alkohole und Amine erfolgen®. Um bereits etablierte Syntheseschritte inkorporieren zu kénnen,
wurde die Verwendung eines um eine dieser funktionellen Gruppen erweitertes Phloroglucinol
Derivats versucht. Die funktionelle Gruppe mit der hochsten Nukleophilie ware hier ein Amin, jedoch
gab es nach Literaturrecherche weder eine Darstellung von 2-Amino-1,3,5-benzentriol noch einen in
Europa oder den USA ansassigen kommerziellen Anbieter dieser Verbindung. Als Alternative bot sich
die kommerziell verfiigbare 2,4,6-Trihydroxybenzoeséure an, die aus Spaltung flavonoider Naturstoffe
wie dem Quercetin erhalten werden kann®. Auf Grund der geringeren Nukleophilie der
Sdurefunktion mussten die phenolischen Hydroxyfunktionen vor Kupplung an die feste Phase
geschtzt werden. Die versuchten Schiitzungen sind in Abbildung 16 zu sehen.

CO,H AG,O. P CO,H
Co0, Fyr
HO OH  ArAtm., Rigkfluss, 1 h AcO OAc
OH OAc
X Ac,0, Pyr, DMAP Xi
0°C-RT,24h
VI, K,CO; DMF
RT,72h
o COZHO . CO,H
;
( rys AA AcO OAc
Br
OwsBr OAc
X X

Abbildung 16: Versuche zur Schiitzung der phenolischen Hydroxyfunktionen von X. Die Schiitzung von X mit der in der
weiteren Synthesestrategie vorgesehenen Alkylhalogenid VI flihrte ebenso wie eine Acetylierung sowohl mit DMAP als

Katalysator, wie auch unter Ruckfluss und Schutzgas mit frisch destillierten Reagenzien zu keinem Produkt.

Zunéchst wurde versucht, die Hydroxyfunktionen mit den im Reaktionsverlauf vorgesehenen
Alkylhalogenid V1 in einer dreifachen Ethersynthese zu schiitzen. Dies fuhrte zu keinem Produkt, so
dass eine Acetylierung der Hydroxyfunktionen versucht wurde. Die Acetylierung der
Phloroglucincarbonsaure (2,4,6-Trihydroxybenzoesdure) mit Essigsdureanhydrid und Pyridin konnte
weder mit DMAP als Katalysator, noch unter Schutzgas und Rickfluss erfolgreich durchgefiihrt
werden. Stattdessen wurde IR spektroskopisch eine quantitative Decarboxylierung des Edukts
beobachtet. Eine Literaturrecherche nach Reaktionen mit Phloroglucincarbonsdure als Edukt lieferte
lediglich zwei Veroffentlichungen und steht somit im Gegensatz zu der einfachen Struktur und des
glinstigen Preises der Verbindung® ®. Grund fiir die Diskrepanz ist vermutlich die starke Tendenz
der Phloroglucincarbonsdure zu decarboxylieren. Die Decarboxylierung lasst sich durch das Keto-Enol

Gleichgewicht der Phloroglucincarbonsaure erklaren (Abbildung 17) %84,
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OH OH HO OH
CO,H coy
oo = = ohn— >
< O-H
HO OH HO OH HO o HO OH .

Abbildung 17: Der von Brown et al. postulierte Mechanismus zur Decarboxylierung von Phloroglucincarbonsaure!®.

Da eine einfache Strategie zur Immobilisierung an der festen Phase ausgehend von Phloroglucin-
carbonsdure nicht moglich war, wurde auf die weitere Verfolgung einer vollstdndig linearisierten

Synthesestrategie an der festen Phase verzichtet.

Eine weitere Moglichkeit, die schlechte Loslichkeit von 11 zu umgehen, bestand in der direkten
Umsetzung des Triazids mit dem geschutzten Peptid in einer Staudinger-Ligation. Diese Umsetzung
wurde nach einer Vorschrift von Lindhorst et al. ohne positives Ergebnis durchgefuhrt (Abbildung
18)"°. Ein analoger Ansatz in DMF und mit DCC und HATU als Aktivatoren fiihrte ebenfalls zu
keinem Produkt. Griinde flr das Nichtgelingen der Darstellung von IV mittels Staudinger Ligation
sind in der schlechten Loslichkeit von XII1 und IX in dem verwendeten Lésungsmittel und in der

Verwendung von X111 als Rohprodukt zu sehen.

NS

PH N3 o

N\
FmocHN-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-H + ,N +

/ NN

N Ng (] (6]
N3W
Xl (~5.4 Aq) XIV (5.4 Aq) IX (1 Aq)

Rohprodukt
i DIC (5.4 Aq), THF, 0 °C, 10 min
ii n-Tributylphosphin, 0 °C, 1 h
FmocHN-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-HN— _~_ -~ o

FmocHN-GIy-Ser—GIy—Ser—AIa—Ser—GIy—Ser—GIy-HN\/\/\O o

FmocHN-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-HNW

v

Abbildung 18: Versuch der Darstellung von 1V aus dem geschutztem Peptid X111 und IX mittels Staudinger Ligation nach
einer Vorschrift von Lindhorst et al.®®. Die schlechte Loslichkeit von X111 und IX in dem verwendeten Lésungsmittel,

sowie der Einsatz von X111 als Rohprodukt sind die Hauptgriinde, wegen derer die Reaktion zu keinem Produkt fuihrte.

Die Verwendung des sowohl in organischen Lésungsmitteln wie auch in Wasser schlecht I6slichen
und damit nicht zu reinigenden Peptids XIII erwies sich auch in der Amidsynthese mit Il als
problematisch (Abbildung 19).
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HzN/\/\/\O
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Abbildung 19: Synthese von IV ausgehend von Il und dem Rohprodukt von XIII mit HATU als Aktivator in einem
optimierten L&sungsmittelgemisch aus DMF/NMP/DCM 2:1:1 mit anschlieRender Entschiitzung. Auf Grund der
uneinheitlichen Reinheit verlief die Reaktion in stark schwankender Ausbeute mit bis zu 35%.

Durch die Verwendung von XIIl als Rohprodukt wirkten sich bei dreifacher Verknupfung
Verunreinigungen mit dritter Potenz auf die Ausbeute der Reaktion aus. Die starke Abhangigkeit der

Ausbeute von der Qualitat von X111 erklart die schwierige Reproduzierbarkeit diese Reaktion.

In Folge dessen wurden Reinheit und Ausbeute der Peptidsynthese an den Peptiden X1V und XV
untersucht. Unter Standardbedingungen wurden die Peptide in einem 500 pmol Ansatz unter
Verwendung der Aktivestermethode nach der Fmoc-Strategie an einem Mikrowellensynthesizer
dargestellt (Abbildung 20). Fur die Reinigung mittels RP-HPLC musste die N-terminale Fmoc Gruppe
entfernt werden, da sie maRgebenden Einfluss auf die Loslichkeit der Peptide XIV und XV in

wassrigen Systemen hat.

i AA, TBTU, DIPEA, DMF

single coupling, capping
i Pip/DMF 20% v/v H-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH
il TFA/TIPS/H,O XIV
HoN-Gly O Q bzw.

H-Gly-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH

Cl
3 .

Abbildung 20: Darstellung der vollstandig entschiitzten Peptide XIV und XV zur exemplarischen Bestimmung der
Ausbeute. Die Peptide wurden an einem Mikrowellensynthesizer in einem 500 pumol Ansatz unter Standardbedingungen
(CEM default cycles, single coupling, capping) an einem mit Glycin vorbeladenem 2-Chloro-tritylharz dargestellt und mittels
RP-HPLC gereinigt.

Die Auswertung ergab eine Ausbeute von 49% fur X1V, beziehungsweise von 60% fir XV. Wie sich
spater heraus stellte, war die Ausbeute abhangig von der gewéhlten AnsatzgrofRe, wobei sich eine

hohere Ansatzgrofe positiv auf die Ausbeute auswirkt. Fir die Untersuchung wurde die AnsatzgroRe
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sehr hoch gewéhlt. Fir die haufiger dargestellten, kleineren Ansatze ist also von einer schlechteren
Ausbeute auszugehen. Eine falsche Volumenzugabe sowie ein unvollstdndiges Entfernen der
bendtigten Reaktanden aus der Reaktionskammer des Mikrowellensynthesizers fuhrten zu einer hohen
Anzahl an Nebenprodukten®. Fiir die hier durchgefiihrten Darstellungen ist die durchschnittliche
Ausbeute von 91%, beziehungsweise von 94% pro Kupplungsschritt in Anbetracht der einfachen und
kurzen Sequenz dennoch unbefriedigend.

In einem spater durchgefiihrten 250 pmol Ansatz wurde die Reinheit von XIV untersucht. Hierzu
wurde das Peptid unter analogen Bedingungen dargestellt. Nach Abspaltung vom Harz wurden
wasserunltsliche Bestandteile mittels Zentrifugation entfernt und XIV mittels RP-HPLC gereinigt.
Hier betrug die Ausbeute nur 15% Prozent bei einer gravimetrisch bestimmten Reinheit von nur 25%
beziglich der wasserléslichen Bestandteile. Da das Peptid also trotz der einfachen Sequenz weder in
zufriedenstellender Ausbeute noch in ausreichender Reinheit aus der automatisierten Synthese zu
erhalten war, wurde geprift, ob eine Reinigung nach Entschiitzung mit anschlielender erneuter
Schiitzung des N-Terminus mit (9-Fluorenylmethyl)-chloroformiat (Fmoc-Cl) nach Carpino et al.
praktikabel war (Abbildung 21)¢.

(o] (o]
>]/CI >], HN-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH
aq. NaHCO; Dioxan
(0} + H-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH R —— (0}
Q 0°C-RT, 16 h Q

Fmoc-Cl (1 Aq) XIV (1 Aq) Xin

Abbildung 21: Schiitzung des N-Terminus von X1V nach Carpino et al. nach Reinigung von XIV mittels RP-HPLCE®!, Bej
Verwendung von nur einem Agquivalent Fmoc-Cl sollte auf Grund der hohen Nukleophilie des N-terminalen Stickstoffs
dieser selektiv vor den Seitenkettenhydroxyfunktionen der Serine reagieren.

Bei Verwendung von nur einem Aquivalent Fmoc-Cl sollte durch die hohe Nukleophilie des
Stickstoffs dieser selektiv vor den Seitenkettenhydroxyfunktionen reagieren. In der Literatur sind gute
bis sehr gute Ausbeuten fiir einfache Systeme wie Glycin oder Tryptophan bei der Schiitzung durch
Fmoc-Cl beschrieben. In einem komplexeren, wie dem hier untersuchten, System fiihrte die Schiitzung
durch Fmoc-ClI zu unbefriedigenden Ergebnissen und wurde als nicht praktikable Strategie verworfen.
Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 22 der amidisch/aromatische Bereich des NMR-Spektrums
des gereinigten Peptids in H,O/D,O 9:1 pH 3 (blau) im Vergleich zu dem gleichen Bereich des
Rohprodukts nach Schiitzung durch Fmoc-Cl in DMSO-dg gezeigt.
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85 8.0 7.5 [ppm]

Abbildung 22: Auszug des amidisch/aromatischen Bereichs aus dem NMR-Spektrum von XIV in H,0/D,0 9:1 pH 3 (blau)
und von XIIl in DMSO-dg (rot). Es handelt sich um ein Spektrum des Rohprodukts, da eine Reinigung auf Grund der
schlechten Loslichkeit in den meisten organischen Ldsungsmitteln und waéssrigen Systemen nicht mdglich war. In dem
Produktspektrum von XII1 wéren neben den bereits zuvor vorhanden amidischen Protonen zusétzlich vier transe
entsprechend den aromatischen Protonen der Fmoc Schutzgruppe zu erwarten gewesen.

In dem Spektrum von X111 wéren neben den bereits vorhandenen amidischen Protonen zusétzlich vier
weitere Signale durch die aromatischen Protonen der Fmoc-Schutzgruppe zu erwarten gewesen.
Potentielle Amidsignale treten jedoch im Vergleich zu den Fmoc Signalen mit deutlich geringerer
Intensitat auf. Auch wenn bei dieser Reaktion das gewiinschte Produkt entstanden sein sollte, konnte

kein synthetischer Vorteil durch die Einfiihrung der zwei zusatzlichen Stufen erzielt werden.

Diese Versuche zeigten, dass neben den synthetisch handhabbaren Schwierigkeiten bei der
Darstellung der core-Struktur Il die Synthese des Peptids einen immanenten Schwachpunkt der

Synthesestrategie® darstellt und so die gesamte Synthesestrategie tiberarbeitet werden muss.

2 Das bereits erwéhnte Hardware-Problem bedingte, dass es durch Zugabe falscher Volumina und durch ein unvollstandiges
Entfernen der Uberschiissigen Reagenzien zu einer unkontrollierten Vermischung der Reaktanden und in Folge dessen auch

zu einer hohen Anzahl an Nebenprodukten kam.
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3.3  Weiterentwicklung zu den in dieser Arbeit untersuchten Strukturen

Zunachst wurde nach einer Maoglichkeit gesucht, die synthetischen Schwierigkeiten bei der
Darstellung der core-Struktur zu vereinfachen. Ein potentiell interessantes synthetisches Aquivalent
zur Darstellung einer Cs-symmetrischen aromatischen core-Struktur schien Trimesoylchlorid (1,3,5-
Benzentricarbonyltrichlorid) zu sein. Dieses kénnte in einer Schotten-Baumann Reaktion mit einem
einfach geschiitzten Diamin in nur einem Reaktionsschritt zu der geschitzten core-Struktur umgesetzt
werden. Bei entsprechender Wahl der Schutzgruppe sollte auch die Reinigung der geschitzten Stufe
und eine quantitative Umsetzung zum Triamin ohne weitere Aufarbeitung mdglich sein. Die
Schutzgruppe wirde auch die Lagerstabilitdt positiv beeinflussen, so dass die Vorstufe erst

unmittelbar vor Gebrauch zum Triamin umgesetzt werden kodnnte.

Die Eignung der modifizierten Struktur als potentieller Inhibitor des Influenza-Hamagglutinins-H5
wurde in silico Uberprift. Um eine gute Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten und um anwenderbedingte
Heterogenitét bei der Durchfuhrung der in silico Studien fur die einzelnen Strukturen auszuschlief3en,
wurden alle Strukturen beziglich ihrer Bindungsenergie zum H5 in Sybyl erneut berechnet. Die

Berechnung der Bindungsenergie erfolgte nach Gleichung 6.

EBinduny =Ep, —Ep —E;

Gleichung 6: Berechnung der erwarteten Bindungsenergie bei Bindung des Liganden an das Protein, mit Ep = Energie des
minimierten Protein-Ligand Komplexes, Ep = Energie des Protein und E_ = Energie des Liganden.

Basis der Berechnungen blieb weiterhin das bereits beschriebene Trimer! aus den Kristallstrukturen
21BX™ und 13SO™!. Es zeigte sich, dass das System sehr sensibel auf die verwendete Peptidlange
reagierte. Hier fuhrte das Verkirzen um eine Aminosdaure zu einem drastischen Verlust in der
Bindungsenergie. Auch die Natur der verwendeten core-Struktur schien einen leichten Einfluss auf die
Bindungsenergie zu haben. So zeigt die vom 1,3,5-Benzoltricarbonséure (Trimesinséure) abgeleitete
core-Struktur bei ansonsten gleicher Alkylketten- und Peptidlange eine leicht schlechtere
Bindungsenergie. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da sie Uber geringere Flexibilitdt auf Grund der
Amid-Iminol-Tautomerie am core verfiigt. Um diesen strukturellen Nachteil zu kompensieren, wurde
die Vergleichbarkeit durch eine zusétzliche Methyleneinheit bei der triamidischen Struktur wieder

hergestellt. Die Ergebnisse der in silico Studien sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der in silico Studien. Verschiedene Strukturen wurden bezlglich ihrer
potentiellen Bindungsenergie zu H5 untersucht. Dabei wurden die bereits in der vorausgegangenen Arbeit untersuchten core-
Strukturen erneut berechnet und um eine synthetisch vermutlich gut zugangliche core-Struktur, die sich vom
Trimesoylchlorid ableitet, erweitert. Des Weiteren wurde die Energie beziiglich unterschiedlicher Peptidlangen m, sowie
unterschiedliche Alkylkettenldngen zur Seite der Neuraminsdure o und zur Seite der core-Struktur n untersucht. Die Energien

sind relativ zu dem Liganden 1 mit der niedrigsten Bindungsenergie angegeben.

0 0

(0]
;/WHNMO
H

0]

kalk. Bindungsenergie | kalk. Bindungsenergie | kalk. Bindungsenergie
n=3 n=3 n=4
m=8 70 [kcal/mol] | M=8 85 [kcal/mol] | M=8 18.0 [kcal/mol]
o=1 o=1 o=1
n=3 n=3 n=4
m=8 14.0 [kcal/mol] | m=8 15.7 [kcal/mol] | m=8 17.0 [kcal/mol]
0=2 0=2 0=2
n=3 n=3 n=4
m=9 1.1 [keal/mol] | m=9 13 [kealimol] | m=g 00 [keal/mol]
_ _ _ Ligand 1
0=2 0=2 0=2
n=2 n=2 n=3
m=9 15[kcal/mol] | m=9 23]kcal/mol] | m=9 3.4 [kcal/mol]
0=2 0=2 0=2
n=4 n=4 n=>5
m=9 0.2 [kcal/mol] | m=9 1.1[kcal/mol] | m=9 4.4 [kcal/mol]
0=2 0=2 0=2

Aus den in silico Studien ging der von Trimesinséure abgeleitete Ligand 1 als Verbindung mit der
niedrigsten Bindungsenergie zu H5 hervor. Dieser besitzt sechs Methyleneinheiten in der dem core
proximalen Alkylkette, eine neun Aminoséauren lange Peptidsequenz und fiinf Kohlenstoffatome in der

Alkylkette zu Seiten der Neuraminsaure (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Struktur des Liganden mit der besten in silico Bindungsenergie zum H5. Die triamidische Struktur ist
flankiert von Hexylaminen, die amidisch mit dem Peptidlinker, welcher sich aus neun Aminosduren zusammensetzt,
verbunden sind. Ebenfalls amidisch ist N-Terminal an das Peptid die Neuraminsiure a-glycosidisch tber einen Pentyllinker

gebunden.

Um eine gute Loslichkeit in wassrigen Systemen zu gewahrleisten und so eine Analyse der
Bindungseigenschaften zu H5 mittels SPR und NMR-Spektroskopie zu ermdéglichen, wurde auch hier
eine moglichst einfache, alternierende GSGS-Sequenz gewahlt. Um das hohe MalRR an Symmetrie einer

alternierenden GSGS-Sequenz aufzuheben, wurde ein Alanin hinzugefigt.

Hier sei anzumerken, dass das untersuchte System sehr komplex ist und dass die Energieunterschiede
zum Teil sehr gering waren. Zwar wird in der Literatur zum Beispiel Uber MD Simulationen des
Bindungsmodus zwischen HA und den Zelloberflachenrezeptoren LSTa und LSTc berichtet™, jedoch
gibt es keine Algorithmen oder scoring Funktionen, die in der Lage sind, speziell den statistischen
Einfluss der Aviditatsentropie zu beriicksichtigen®!. Dies bedeutet, dass in diesem Fall in die
energetische Betrachtung vor allem elektrostatische, sterische und konformative Effekte einflossen.
Die erhaltenen Ergebnisse ermdglichten eine eindeutige Vorhersage einer Tendenz, erlauben aber
keine genaue Diskriminierung zum Beispiel auf Grund einer zusatzlichen CH,-Gruppe. Gleichzeitig
kann das Auftreten des multivalenten Effekts sensibel auf sterische Unstimmigkeiten reagieren. Aus

diesem Grund wurde von Beginn an auf die Darstellung einer kleinen Substanzbibliothek Wert gelegt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf eine MD-Untersuchung verzichtet, da in der vorausgegangenen
Diplomarbeit mittels MD-Simulation gezeigt werden konnte, dass ein gleichzeitiges Binden aller drei
Neuraminsduren moglich ist und dass sich dabei die einzelnen Neuraminsduren nicht aus der
Bindungstasche heraus bewegen!™. Der postulierte Bindungsmodus des Liganden 1 ist in Abbildung
24 und Abbildung 25 gezeigt!™®.
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Abbildung 24: Crossed eye Darstellung des angestrebten Bindungsmodus zwischen Ligand 1 und H5 nach energetischer
Minimierung. Zu sehen ist ein Ausschnitt der globuldren Doméne des H5 in gebundenem Zustand mit dem Liganden. Die
Oberflachen der einzelnen H5-Monomere sind verschiedenfarbig, der Ligand atomtypspezifisch eingeférbt. Die zentrale

Positionierung der core-Struktur und eine Neuraminsdure in der Bindungstasche des violetten Monomers sind sehr gut zu
erkennen.

Abbildung 25: Crossed eye Darstellung eines H5 Trimers in gebundenem Zustand mit Ligand 1 von oben nach energetischer
Minimierung. Die H5-Monomere sind verschiedenfarbig, der Ligand 1 atomtypspezifisch eingefarbt. Wie in Abbildung 24 ist
auch hier die zentrale Positionierung des cores oberhalb des Proteins zu erkennen. Die drei Arme binden alle drei priméren

Bindungstaschen gleichzeitig. Linker- und Alkylkettenlédnge erlauben dabei Freiraum flr das Erreichen der Bindungstaschen.

In Abbildung 24 lasst sich erkennen, dass sowohl die der Neuraminsédure proximale Alkylkette, sowie

Teile des Peptids in relativer N&he zu dem Protein stehen. Um diesen Einfluss zu untersuchen, wurde
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mit Hilfe von Maestro ein LigPlot (ligand interaction plot) angefertigt. Das Ergebnis ist in Abbildung

26 exemplarisch an einem Arm eines trimeren Liganden zu sehen.
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Abbildung 26: In Maestro generierter LigPlot eines trimeren Liganden in Kontakt mit H5. Gut zu sehen sind die starken
Kontakte zwischen dem H5 und der Neuraminsdure, speziell der Saurefunktion in Position 1, der NHAc-Gruppe und der
Glycerolseitenkette. Dies entspricht dem erwarteten Bindungsmodus bedingt durch die ausgeprégte Bindungskavitt. Des
Weiteren bestehen schwache Kontakte mit der Alkylkette und den ersten beiden Aminoséuren, welche aber in Vergleich zu
den Kontakten zu der Neuraminséure gering sein sollten.

Der angefertigte LigPlot zeigt in leicht unterschiedlich starker Auspragung fir die einzelnen Arme
neben den Kontakten aus der Bindungskavitat mit dem Neuraminsdaurefragment leichte Kontakte zu
Teilen der Alkylkette und zu der ersten und/oder zweiten Aminosdure. Fir eine isolierte Untersuchung
des multivalenten Effektes ware ein volliges Ausbleiben der (ber die entsprechenden Monomere
hinausgehenden Wechselwirkungen zwar wiinschenswert, ist aber bei einer so ausgeprégten Kavitat

kaum realisierbar.

Mittels molecular modellings konnte die Funktionalitdt der von Trimesinsdure abgeleiteten core-
Struktur beziiglich der Bindung zu H5 in silico Uberpriift und bestétigt werden. Dabei wies Ligand 1
nicht nur eine berechnete Bindungsenergie in dhnlicher GréRenordnung im Vergleich zu den anderen
core-Strukturen auf, sondern zeigte von allen in silico untersuchten Verbindungen die niedrigste
Bindungsenergie. Es zeigte sich weiter, dass die Bindungsenergie sensibel auf die Lange des
Peptidlinkers und der Alkylketten reagierte. Durch Darstellung einer Substanzbibliothek kénnten die
in silico beobachteten Tendenzen experimentell Uberpriift werden und so einen Beitrag zu der

Uberpriifung der Eignung des molecular modellings beim Design multivalenter Liganden leisten.
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3.4 Entwicklung der neuen Synthesestrategie

Nach Neudefinition der Zielstruktur wurde eine geeignete Synthesestrategie entworfen. Die Synthese
der core-Struktur ist fur Alkylketten mit zwei und vier Methyleneinheiten literaturbekannt und wurde
analog zu Vorschriften von Trouche et al.’®® und Matsuura et al.* durchgefiihrt (Abbildung 27).

Hsz@n\/H o BocHN\/@an o
H H — H H
HN_ () N N NH; BocHN. (N N._{,_NHBoc
o 0

O o}
o O

L + HN L NH, G— HN. [} NHBoc  +
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tBuO™ "O” "OtBu Cl Cl

Cl O
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Abbildung 27: Retrosynthetische Analyse der core-Struktur'®® %!, Die Synthese beginnt mit der Darstellung eines einfach
geschiitzten 1,w-Diamins. Dieses synthetische Aquivalent ist kommerziell erhéltlich, kann aber einfach aus dem
entsprechenden Diamin mit kinetischer Kontrolle dargestellt werden. Das einfach geschiitzte Diamin kann dann in einer
Schotten-Baumann-Reaktion mit Trimesoylchlorid zu der geschitzten Verbindung umgesetzt werden, welche durch saure
Hydrolyse der Boc-Schutzgruppe zu der Zielverbindung umgesetzt werden kann®®.

Die Synthese des Neuraminsdurebausteins blieb weitestgehend unverandert. Es wurde lediglich der
Methylester dem Benzylester als Schutzgruppe der Saurefunktion der Neuraminséure vorgezogen, da
dieser in quantitativen Ausbeuten sehr einfach darzustellen ist. In der vorausgegangenen Arbeit wurde
der Benzylester gewéhlt, da befurchtet wurde, dass die Hydrolysebedingungen des Methylesters zu
harsch fiir die im Molekil befindlichen Amidbindungen der stereogenen Aminosauren sind. In der
Literatur ist die Entschiitzung des Methylesters der Neuraminsdure in reinen Glycopeptiden jedoch

beschrieben und kann mit groRer Vorsicht durchgefiihrt werdent” #2931

Auf Grund der in Kapitel 3.2 beschriebenen Schwierigkeiten wurde die konvergente Synthese
modifiziert. Ein Problem bestand in der schlechten Loslichkeit des Fmoc geschiitzten Peptids XIII.
Ein weiteres in der loslichkeitsbedingten Verwendung von XIII als Rohprodukt bei der dreifachen
Kupplung an die core-Struktur. Hier war die Qualitdt des Rohprodukts von XIIl nach Synthese im
Synthesizer und Abspaltung vom Harz nicht ausreichend, um zu reproduzierbaren Ergebnissen zu
fiihren. Eine mégliche Lésung dieser Probleme ist das Entfernen der N-terminalen Schutzgruppe und
die Kupplung des Neuraminsdurebausteins an das Peptid noch an der festen Phase. AnschlieRend
kdnnte dieses Glycokonjugat mittels RP-HPLC gereinigt werden und als sauberes Edukt in der
Umsetzung mit der core-Struktur verwendet werden. Die Verwendung sauberer Edukte in einer
Reaktion, in der mehrere dquivalente Reaktionszentren umgesetzt werden, ist, wie bereits erwahnt,

von fundamentaler Bedeutung. VVon dieser Strategie wurde auch eine einfachere Reinigung erwartet,
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da Verunreinigungen sich auf Abbruchpeptide und Linkerfragmente aus der Abspaltung von der festen

Phase beschranken sollten.

Durch die modulare Aufteilung in drei Bausteine - Neuraminsdurederivat, Peptid, core-Struktur - ist
die Darstellung einer kleineren Substanzbibliothek durch Variation einzelner synthetischer
Aquivalente leicht moglich. Des Weiteren kann die Verwendung der peptidischen Struktur durch
Variation einzelner Aminoséuren zum Beispiel fur die Erweiterung des trivalenten Konzepts durch
weitere oder andere Bausteine genutzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Bausteine in
verschiedenen Varianten synthetisiert, jedoch nur Variationen in der Peptidlange und in der der core-
Struktur proximalen Alkylkette im Rahmen eines vollstandigen Liganden beziglich ihrer
Wechselwirkung mit H5 untersucht. Eine retrosynthetische Betrachtung der uberarbeiteten Synthese-

strategie ist in Abbildung 28 gezeigt.

Abbildung 28: Die Synthese des Liganden erfolgt liber die Darstellung eines Glycokonjugate an der festen Phase. Dieses
sollte nach Reinigung mittels RP-HPLC mit der core-Struktur zu dem geschutzten Liganden umgesetzt werden. Zum Erhalt

des Zielliganden miissen abschliefend die Schutzgruppen der Neuraminséure entfernt werden.
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3.5 Durchgefiihrte Synthesen

3.5.1 Darstellung der core-Struktur

Die Synthese der core-Struktur erfolgte nach Vorschriften von Matsuura et al.’ und Trouche et
al.®®. Der Syntheseweg ist in Abbildung 29 beschrieben.

cl_0O
i )OJ\ + HN [k NH, DCM, 4 h, RT HoN_ [ _NHBoc +
tBu0” O~ “OtBu " ; cl cl
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1Aq 2 Aq 4 Aq 1Aq
2 n=2:58% 4 n=4:62%
3 n=3:49% 5 n=550%
Pyr
DCM, 16 h, RT
HN\/@\/H o B HN\/Q\)\/H o
2! 5 OC| 5
TFA/TIPS/H,0
DLt
H H 1 h, RT, quant. H H
HN )N N ) NH; BocHN._{J._N N._{3,_NHBoc
o} o} o} o)
10 n=2 12 n=4 6 n=2:50% 8 n=4:81%
11 n=3 13 n=5 7 n=3:72% 9 n=5:31%

Abbildung 29: Synthesen der core-Struktur nach Trouche et al.!®® und Matsuura et al.®®. In der Literatur sind Synthesen fiir
n =0 und n = 2 beschrieben. Die einfache Schiitzung des 1,m-Diamins erfolgte kinetisch kontrolliert durch einen Uberschuss
an Diamin und die gewdhlten Reaktionshedingungen. Die Schotten-Baumann-Reaktion erfolgte mit Pyridin als Base zur
Neutralisation des sich bildenden HCI. Die Entschiitzung erfolgte mittels TFA/TIPS/H,O 95:5:2 und lieferte nach

Evaporation quantitativ das reine Produkt.

Die Synthesen sind fur Kettenldngen von n = 0 und n = 2 in der Literatur beschrieben und konnten in
ahnlichen bis besseren Ausbeuten durchgefuhrt werden. Die erhaltenen, einfach geschiitzten
1,o-Diamine (2-5), sowie die Triamide (6-9) lieBen sich sdulenchromatographisch an Kieselgel
reinigen. Die Boc-Gruppe bot den Vorteil, dass sie schnell und quantitativ entfernt werden konnte und
sowohl die daflr bendtigten Reagenzien, als auch die sich bildenden Spaltprodukte, CO, und Isobuten,
volatil sind und durch Evaporation quantitativ entfernt werden konnten, wobei das Triamin (10-13)
zuriickblieb. Die geschiitzten Vorstufen (6-9) konnten im Grammmalistab hergestellt werden und
wurden bis zur weiteren Umsetzung bei —20 °C gelagert. Zur weiteren Umsetzung wurde die
entsprechende Menge der Verbindungen 6-9 in den Kolben tberfiihrt, in dem die Kupplung mit dem
Glycokonjugaten erfolgen sollte, mittels TFA/TIPS/H,O 95:5:2 entschiitzt und Gber Nacht im Vakuum
getrocknet. Nach vollstandiger Trocknung besal? das jeweilige Triamin eine glasartige Viskositat und

wurde fur die folgende Reaktion ohne weitere Aufarbeitung verwendet.
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3.5.2 Darstellung des Neuraminsaurederivats

Fur die Darstellung von carboxyfunktionalisierten Neuraminséureglycosiden sind in der Literatur
diverse Beispiele zu finden®®. Hierbei handelt es sich um Beispiele fir o = 1, 3 und 7, wobei die
Einfihrung der Séaurefunktion durch Oxidation mit Kaliumpermanganat, Hydrolyse des
entsprechenden Esters oder durch Kreuzmetathese erreicht wird. Der in dieser Arbeit gewéhlte Weg ist
in Abbildung 30 gezeigt.

OH

OH OAc
COH co,Me OAc
HO = 21 R120H HO - 2™ A0, Pyr ACOA =
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Abbildung 30: Darstellung des Neuraminséurederivats. Ausgehend von Neuraminsdure wurde in drei Stufen in sehr guten
Ausbeuten der Glycosyldonor 16 erhalten®°. Die Glycosylierung erfolgte mit Silbersalicylat als Promotor und mit dem
Glycosylakzeptor als Lésungsmittel® 231, Die Oxidation der terminalen Doppelbindung mit in situ erzeugtem Ruthenium-

tetraoxid(®* 1% |ieferte unter Verkiirzung der Alkylkette um einen Kohlenstoff den Baustein 19, beziehungsweise 20.

Die Darstellung des Neuraminsaurechlorids 16 als Glycosyldonor (ber die Darstellung des
Methylesters 14 mit anschlieBender Acetylierung der Hydroxyfunktion zu 15 und Einflihrung des
Chlorids am anomeren Zentrum zu 16 sind klassische Stufen der Neuraminsdurechemie und vielfach

beschrieben!®®10%

. Es ist auch der direkte Weg von 14 zu 16 mdglich und konnte erfolgreich
durchgefuhrt werden. Allerdings wurden hier trotz Verwendung frisch destillierter Reagenzien
Verunreinigungen wie die Bildung des Neuraminsaureglycals beobachtet, weshalb die mit geringem
Mehraufwand verbundene Acetylierung als Zwischenstufe eingefihrt wurde. Bei der Acetylierung
wurde ein NMR spektroskopisch bestimmtes Anomerenverhaltnis von o zu p von 1:4 erhalten. Der
Einfluss des Promotors in der Koénigs-Knorr-artigen Reaktion wurde von Munasinghe et al. gut
untersucht'®”. Der dort beschriebene, positive Einfluss des von Veinberg et al.® eingefiihrten und
von Vliegenthart et al."®! etablierten Promotors Silbersalicylat konnte auch im Rahmen dieser Arbeit
beziiglich Ausbeute und a-Selektivitat besttigt werden. Silbersalicylat wurde selber hergestellt™®®
und unter Licht- und Feuchtigkeitsausschluss bei 4 °C gelagert. Zusétzlich wirkte sich die
Verwendung des Glycosylakzeptors als Lésungsmittel in der Glycosylierungsreaktion positiv auf die
Kinetik und die a-Selektivitat aus. Die Oxidation der terminalen Doppelbindung erfolgte mit in situ

erzeugtem Rutheniumtetraoxid nach Varianten von Engh et al."® und Sharpless et al."®! unter
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Freisetzung von Formaldehyd und damit einhergehender Verkirzung des Aglycons um einen
Kohlenstoff.

Insgesamt konnte der Neuraminsiurebaustein in guten bis sehr guten Ausbeuten dargestellt werden.
Die Synthese von 19 konnte in kurzer Zeit im Grammmafstab ohne weiteres durchgefuhrt werden.
Die schlechteren Ausbeuten bei dem Neuraminsdurederivat 20 kénnten durch eine Mizellbildung
hervorgerufen sein, die durch die langere Alkylkette begunstigt sein konnte.

3.5.3 Darstellung der Glycokonjugate 21-26

Die Darstellung der verschiedenen Glycokonjugate erfolgte mehrfach und es wurde in verschiedenen
Ansdtzen  versucht, die optimalen Reaktionsbedingungen  fir die  Kupplung des
Neuraminsaurebausteins an das Peptid zu finden. Untersuchte Reaktionsparameter waren dabei die

Temperatur, sowie die Konzentration und das Verhaltnis der eingesetzten Reagenzien.

Die Synthese des Peptids erfolgte mittels Aktivestermethode mit TBTU und DIPEA unter
Verwendung der Fmoc-Strategie an einem mikrowellengestitzten Peptidsynthesizer. Die
Kupplungsschritte wurden zweifach vorgenommen und es wurden capping Schritte durchgefiihrt. Es
wurden die vom Hersteller optimierten default cycles fiir die einzelnen Schritte (deprotection,
coupling, capping) sowie die Standardbedingungen beziglich Konzentration der Reaktanden
verwendet. Ein Fmoc-monitoring mittels eines vom Hersteller angebotenen Zusatzgerates erwies sich
auf Grund paradoxer Werte und ungenauer Angaben als wertlos. Die N-terminale Fmoc Gruppe wurde
manuell abgespalten und eine Dibenzofulvenbestimmung durchgefiihrt, welche als BezugsgroRe fir

die folgende Kupplung des Neuraminséurebausteins 19/20 diente.

Vor Kupplung des Neuraminsaurebausteins wurde das Harz in DMF gequollen. Dadurch wurde eine
optimale Verflgbarkeit der terminalen Aminofunktion des Peptids gewéhrleistet, um so einen
moglichst hohen Umsatz von Beginn an zu erreichen. Dies war wichtig, da der deutlich reaktivere
Aktivator in der O-Acyluroniumsalz Form im Vergleich mit der Guanidiniumspezies im Falle von
HATU Uber eine Halbwertszeit von lediglich zwei Minuten (Guanidiniumspezies ty, = 7 min) verflgt.
Die Halbwertszeit der aktivierenden Spezies ist fiir TBTU nicht untersucht, sollte aber in der
GroRenordnung des vergleichbaren HBTU liegen, bei dem beide Spezies Uber eine Halbwertszeit von
iiber einer Stunde verfiigen™®!. Folglich wurde die Praaktivierung der Saure méglichst kurz gehalten,
da auch hier die reaktivere Spezies des O-Acyluroniumderivats in einer dhnlichen Zeitskala zur

unreaktiveren Guanidiniumspezies isomerisiert™""!,

Neuraminsaurebaustein und Aktivator, welche zuvor im Feinvakuum getrocknet wurden, wurden in

einem definierten Volumen L&sungsmittel geltst, mit Aktivator Base versetzt und direkt zu dem
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gequollenen und das Peptid tragendem Harz gegeben und Uber Nacht geschwenkt. Ein signifikanter
Einfluss einer N-Inertatmosphare auf die Reaktionsausbeute konnte nicht beobachtet werden. Die
Abspaltung vom Harz erfolgte zweifach mit TFA/DCM/TIPS/H,0 20:20:1:1 oder mit TFA/TIPS/H,0O
95:5:2. Dabei wurde das Harz ausgiebig zundchst mit Abspaltldsung, spéater mit Wasser gespult, da
das Produkt mit seinem amphiphilen Charakter gut mit dem Polymer des Harzes in Wechselwirkung
treten kann. Die Abspaltldsung wurde eingeengt, in H,O/MeCN 7:3 aufgenommen, von unlgslichen
Bestandteilen befreit und nach Gefriertrocknung mittels RP-HPLC an einer C,g S&ule gereinigt. Der
Syntheseweg ist schematisch in Abbildung 31 gezeigt.

i AA, TBTU, DIPEA, DMF
double coupling, capping
i Pip/DMF 20% v/v
H,N-Gly O Q H O Q

19/20, Aktivator, Base
Lésungsmittel

Temp.
A0 9A°  coMe O ‘
AT~ H—Q
AcHN o cl
AcO O

0=3 TFA/DCM/TIPS/H,O
21: AA = -HN-GSGSASGSG-CO- 20:20:1:1
22: AA = -HN-GSGSASGSGG-CO- 2x 1h, RT
23: AA = -HN-GSGGSASGSGG-CO-
24: AA = -HN-GSGSGSASGSGG-CO- Ao OAC coMe O
0=8 OO0 OH
25: AA = -HN-GSGSASGSG-CO- cHN 0 o
26: AA = -HN-GSGSAGSGG-CO- AcO

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Synthese der Glycokonjugate 21-26. Nach mikrowellengestiitzter Synthese des
Peptids am Synthesizer wurde eine Dibenzofulvenbestimmung manuell durchgefuhrt. Das Ergebnis dieser Bestimmung
diente flr die eingesetzten Mengen an 19 beziehungsweise 20, Aktivator und Aktivatorbase als Bezugsgrofie. Die Abspaltung
erfolgte zweifach unter ausgiebigem Spilen des Harzes mit Abspaltldsung unter gleichzeitiger Entfernung der

Seitenkettenschutzgruppen der Serine.

Zunachst wurde der Einfluss der Temperatur, sowie der Konzentration und der Aquivalenzmenge des
Neuraminsaurebausteins 20 an Hand der Glycokonjugate 25 und 26 untersucht. Es wurden zwei Nona-
und zwei Dekapeptide in 250 umol Ansétzen dargestellt und konnten laut Dibenzofulvenbestimmung
in Ausbeuten zwischen 47% und 54% erhalten werden. Als Kupplungsreagenzien wurden in allen
Ansatzen TBTU und DIPEA mit 5 Aquivalenten und einer Konzentration von 250 mM eingesetzt. 20
wurde in unterschiedlichen Konzentrationen und Aquivalenzverhaltnissen eingesetzt. Da in

vorausgegangenen Versuchen ein negativer Einfluss bei Erhohung der Temperatur auf 40 °C
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beobachtet wurde, wurde ein Ansatz bei 5°C durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Untersuchung des Einflusses von der verwendeten Konzentration sowie der Agquivalenzmenge von
Neuraminsaurebaustein 20 und der Temperatur. Die neun bzw. 10 Aminosduren langen Peptide wurden am Synthesizer
dargestellt und konnten nach manueller Dibenzofulvenbestimmung in Ausbeuten zwischen 47% und 54% erhalten werden.
Die Zugabe von 20 erfolgte in Konzentrationen von 100, 150 und 200 mM und in Aquivalenzverhéltnissen von 2 und 4
bezogen auf die Dibenzofulvenbestimmung. Des Weiteren wurde ein Ansatz bei 5 °C unter ansonsten analogen Bedingungen
durchgefiihrt. Die angegebene Ausbeute bezieht sich auf die manuelle Dibenzofulvenbestimmung und damit auf die
Kupplung des Neuraminsdurederivats an das Peptid.

25 26
20 2 Aq 4 Aq 2 Aq 2 Aq
¢ (20) [mM] 100 200 150 150
Temperatur RT RT RT 5°C
Ausbeute 21% 25% 22% 23%

Nach Reinigung mittels RP-HPLC konnte aus allen vier Ansdtzen erfolgreich das gewtiinschte Produkt
isoliert werden. Der Unterschied in der Ausbeute war im Rahmen der untersuchten Parameter gering,
jedoch lieR sich eine gewisse Tendenz hin zu einem erhéhten relativen Uberschuss und zu héherer
Konzentration feststellen. Hohere Konzentrationen wurden nicht untersucht, da bei Konzentrationen
des Neuraminsdurebausteins um 200 mM in DMF die Viskositat der Losung stark zunahm. Die

Erniedrigung der Temperatur zeigte keinen signifikant positiven Einfluss auf die Reaktionsausbeute.

In einer weiteren Messreihe wurde der Einfluss des verwendeten Ldsungsmittels und der
Aktivatorbase untersucht, da die Halbwertszeit der sich bildenden Intermediate auch von dem
verwendeten Losungsmittel und von der Menge und Natur der eingesetzten Base abhangt!®!.
Verglichen wurde das System DIPEA/DMF mit dem System NMM/NMP. Diese Messreihe wurde
exemplarisch fiir die Verbindungen 23 und 24 durchgefiihrt. Es wurden 4 Peptide am Synthesizer in
250 pumol Ansétzen dargestellt und konnten nach manueller Dibenzofulvenbestimmung in Ausbeuten
zwischen 34% und 42% erhalten werden. Neuraminsaurebaustein 19 wurde mit 2.5 Aquivalenten
bezogen auf die Dibenzofulvenbestimmung in einer Konzentration von 100 mM eingesetzt, HATU
und Aktivatorbase mit je 5 Aquivalenten. Die Reaktionsansitze wurden bei Raumtemperatur tiber

Nacht geschwenkt. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Vergleich des Einflusses der verwendeten Aktivatorbase und des Ldsungsmittels an Hand der Systeme
DIPEA/DMF und NMM/NMP. Neuraminsaurebaustein 19 wurde mit 2.5 Aquivalenten bezogen auf die manuelle
Dibenzofulvenbestimmung in einer Konzentration von 100 mM eingesetzt. HATU diente als Aktivator und lag wie die
verwendete Aktivatorbase zu 5 Aquivalenten vor.

DIPEA/DMF NMM/NMP
Produkt Ausbeute Ausbeute
23 33% 49%
24 18% 20%

Auch hier konnte nach Reinigung mittels RP-HPLC aus allen vier Ansétzen das gewinschte Produkt
isoliert werden. Fur das Glycokonjugate 23 konnte durch die Verwendung von NMM als
Aktivatorbase und NMP als Losungsmittel eine deutlich Ausbeutesteigerung von 50% erzielt werden.
Auch fir das Glycokonjugat 24 konnte eine Ausbeutesteigerung festgestellt werden. Diese bel&uft sich
jedoch auf nur 10%. Weiter konnte festgestellt werden, dass die L&nge der Peptidsequenz einen
starken Einfluss auf die Reaktionsausbeute hat.

Die in dieser Untersuchung beste Reaktionsausbeute konnte unter Verwendung von 2.5 Aquivalenten
Neuraminsdurebaustein 19 bei einer Konzentration von 100 mM erhalten werden. Als Ldsungsmittel
diente hier NMP, als Aktivator HATU und als Aktivatorbase NMM, welche zu je 200 mM vorlagen.
Die Verwendung des Neuraminséaurebausteins in fiir die SPPS tblichen, hohen Uberschiissen ist nicht
effizient, da der Neuraminsiurebaustein aus dem Uberstand nicht erfolgreich reisoliert werden konnte.
Eine Zweifachkupplung des Bausteins bei Raumtemperatur an das Peptid mit je zwei Aquivalenten in
dem System NMM/NMP scheint am effizientesten. Ein immanentes Problem der Synthese stellte
erneut die Ausbeute und die Reinheit der Peptidsynthese dar. Die Dibenzofulvenbestimmung lieferte
hier nur eine unbefriedigende BezugsgroBe fiir eine Optimierung. Die schlechten Ausbeuten der
Peptidsynthese sowie die bei der Reinigung unerwartet hohe Anzahl an Nebenprodukten kénnten auf
die bereits in Kapitel 3.2 beschriebenen Hardware-Probleme zuriickzufiihren sein. Zur
Veranschaulichung ist in Abbildung 32 exemplarisch das bei der Reinigung von 21 erhaltene UV-

Chromatogramm bei einer Wellenlange von 215 nm gezeigt.
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Abbildung 32: Das bei der Reinigung von 21 erhaltene UV Chromatogramm bei einer Wellenldnge von 215 nm.
Aufgetragen ist die Absorption gegen die Zeit. 21 konnte basisliniensepariert isoliert werden. Daneben konnte eine fiir eine
Festphasensynthese ungewdhnlich hohe Anzahl an Nebenprodukten beobachtet werden. Zu erwarten ware neben dem
Produkt lediglich nicht umgesetztes Peptid und Abbruchpeptide. Viele der Signale konnten auch mittels des ebenfalls
akquirierten MS-Spektrums nicht zugeordnet werden.

Aus dem Chromatogramm geht die erfolgreiche, basisliniengetrennte Isolierung von 21 hervor.
Daneben sind Signale zu beobachten, die auch mit Hilfe der akquirierten Massenspektren nicht zuge-
ordnet werden konnten. Dies ist ungewohnlich fiir eine Festphasensynthese mit nur neun Kupplungs-
schritten. Neben dem Produkt wére hier nur unreagiertes Peptid und Abbruchpeptide zu erwarten
gewesen. Grund hierfiir kdnnten die bereits erwahnten Hardware-Probleme sein, welche auch die
schlechten Ausbeuten bei der Darstellung des Peptids erklaren. Unbekannter Ursache ist das Vor-
handensein von 19 im Chromatogramm. Durch die Waschschritte bei der Festphasensynthese sollten

tiberschiissige Reagenzien nach Abspaltung von der festen Phase nicht im Rohprodukt vorhanden sein.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, das die Glycokonjugate 21-26 erfolgreich dargestellt und die
Reaktionsparameter optimiert werden konnten. Auf Grund der automatisierten Peptidsynthese bestand
der synthetisch anspruchsvoliste Teil in der Darstellung des Neuraminsdurebausteins 19,
beziehungsweise 20. Da die Darstellung dessen im GrammmaRstab mdglich ist, konnte die eigentliche
Darstellung der Glycokonjugate schnell durchgefiihrt werden. Die Reinigung mittels RP-HPLC konnte
ebenfalls nach Optimierung des Gradienten erfolgreich und in guter Reinheit erreicht werden. Mit
denen in dieser Arbeit gesammelten Erfahrungen lassen sich Varianten dieses Glycokonjugats
innerhalb von 4-5 Tagen ohne grofRen Aufwand darstellen und reinigen, vorausgesetzt, dass der

Neuraminsaurebaustein bereits vorhanden ist.
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3.5.4 Darstellung der geschitzten Liganden 27-32

Die Synthesen der Verbindungen 27-32 wurden wiederholt durchgefihrt. Dabei wurde der Einfluss
des Aktivators, die verwendete Menge und Konzentration an Glycokonjugat und der Einfluss von
Mikrowellenstrahlung auf die Ausbeute untersucht.

Fir die Darstellung der geschiitzten Verbindungen 27-32 wurden die core-Strukturen 6,
beziehungsweise 8 in den Kolben dberfihrt, in dem folgend die Kupplung stattfinden sollte und
mittels TFA/TIPS/H,O zu dem entschiitzten Triamin 10, beziehungsweise 12 umgesetzt. Die bei der
Entfernung der Boc-Gruppe entstehenden Produkte wurden im Feinvakuum entfernt. Anschliefend
wurden Glycokonjugat und Aktivator in einem definierten Volumen DMF geldst, mit DIPEA versetzt
und zu 10 beziehungsweise 12 gegeben. Die Ansdtze wurden 16 h gerihrt. Der Einfluss von
Mikrowellenstrahlung auf die Reaktionsausbeute wurde ebenfalls untersucht. Die Darstellung der

geschutzten Liganden ist in Abbildung 33 schematisch gezeigt.
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27: AA = -HN-GSGSASGSG-CO- 29: AA = -HN-GSGSASGSG-CO-

28: AA = -HN-GSGSASGSGG-CO- 30: AA = -HN-GSGSASGSGG-CO-
31: AA = -HN-GSGGSASGSGG-CO-
32: AA = -HN-GSGSGSASGSGG-CO-

Abbildung 33: Schematische Darstellung der Synthese der geschiitzten Liganden 27-32. Die Glycokonjugate 21-24 wurden
zusammen mit dem Aktivator und DIPEA in einem definierten Volumen DMF geldst und zu dem unmittelbar zuvor
entschiitzten Triamin 10, beziehungsweise 12 gegeben. Dabei wurden bei allen Versuchen pro Ag. Glycokonjugat 2 Ag.
Aktivator und DIPEA verwendet. Die Kupplung erfolgte meist Gber Nacht bei Raumtemperatur, es wurden aber auch
Ansétze in der Mikrowelle durchgefihrt.
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Am Beispiel von Verbindung 27 wurde zunédchst der Einfluss des verwendeten Aktivators auf die
Reaktionsausbeute untersucht. Unter ansonsten analogen Bedingungen wurde TBTU mit HATU als
Aktivator verglichen. Glycokonjugat 21 wurde mit 4.5 Aquivalenten und einer Konzentration von
6.6 mM verwendet, Aktivator und Aktivatorbase entsprechend mit 9 Aquivalenten. Das Ergebnis
dieser Untersuchung ist in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Vergleich des Einflusses des eingesetzten Aktivators auf die Reaktionsausbeute bei der Synthese von 27. 21

wurde mit 4.5 Aqg. und einer Konzentration von 6.6 mM verwendet, Aktivator und Aktivatorbase mit je 9 Ag.. Die Reaktion

erfolgte bei Raumtemperatur unter Riihren mit DMF als Lésungsmittel fiir 16 h.

Produkt 27 ‘ HATU ‘ TBTU

Ausbeute ‘ 73% ‘ 48%

Aus dem Vergleich geht eine bessere Reaktionsausbeute fur den unter Verwendung von HATU
durchgefuhrten Ansatz hervor. In einer weiteren Versuchsreihe wurde am Beispiel der Darstellung von
29 versucht, dieses Ergebnis zu bestatigen. Daneben wurde der Einfluss der Konzentration und des
relativen Uberschusses des Glycokonjugats 21 untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in

Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Untersuchung des Einflusses des Aktivators, sowie des relativen Uberschusses und der Konzentration von 21 auf
die Ausbeute bei der Synthese von Verbindung 29. Aktivator und Aktivatorbase wurden mit je zwei Aquivalenten relativ zu

21 eingesetzt. Die Kupplung erfolgte bei Raumtemperatur in DMF fir 16 h.

Produkt 29 HATU TBTU
Aq (21) 45 45 45 3.6 45 45
¢ (21) [MM] 6.6 5.0 1.3 4.0 6.6 5.0
Ausbeute 65% 94% 67% 67% 50% 96%

Bei einer Glycokonjugatkonzentration von 5 mM liel sich flr beide Aktivatoren von einer quantitativ
ablaufenden Reaktion ausgehen. Die geringen Verluste sind hier praparativer Natur und durch die
Reinigung bedingt. Aussagekraftiger ist die Differenz von 15% bei den Ansétzen mit der héheren
Konzentration von 21. Hier konnte ein signifikanter Unterschied in der Reaktionsausbeute zu Gunsten
von HATU als Aktivator festgestellt werden. Die im Vergleich zu den Ansdtzen mit 5 mM 21
geringere Ausbeute ist auf das Loslichkeitslimit von 21 in DMF zurtickzufuihren. Bei Konzentrationen

groler 5 mM stieg die Viskositat der Losung sprunghaft und flhrte zu einer gelartigen Konsistenz,
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welche sich negativ auf die Kinetik und somit auf die Reaktionsausbeute auswirkt. Die zu erwartende
Tendenz zeigte sich folglich bei niedrigeren Konzentrationen und konnte experimentell bestatigt
werden. Eine Erniedrigung des relativen Uberschusses von 21 von 1.5 Aquivalenten pro
Reaktionszentrum auf 1.2 Aquivalente pro Reaktionszentrum bei ansonsten &hnlicher Konzentration
(aus praktischen Griinden konnte die angestrebte Konzentration von 5 mM bei dem Ansatz mit
geringerem relativen Uberschuss nicht erreicht werden) filhrte zu einem Verlust der Ausheute von
etwa einem Drittel. Gleiches konnte bei Erniedrigung der Konzentration von 5 mM auf 1.3 mM bei
ansonsten gleichem relativen Uberschuss festgestellt werden. Fir das hier untersuchte System waren
die Reaktionsbedingungen von 5 mM und 4.5 Aquivalenten 21 optimal.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss von Mikrowellenstrahlung auf die
Reaktionsausbeute bei der Synthese von 31 und 32 untersucht. Dazu wurde je ein Ansatz bei
Raumtemperatur fir 16 h und ein Ansatz in der Mikrowelle durchgefiihrt. Die flr die Mikrowelle
gewahlten Parameter sind in Kapitel 6.5.1.1 aufgefuhrt. Die fur die Untersuchung verwendeten
Glycokonjugate 23 und 24 wurden mit 4.5 Aquivalenten, HATU und DIPEA mit neun,
beziehungsweise zehn Aquivalenten eingesetzt. 23 und 24 wurden in einer Konzentration von 2 mM
verwendet, da sie in DMF bereits bei niedrigeren Konzentrationen als das kirzere Glycokonjugat 21
zu einer gelartigen Konsistenz fiihrten. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Untersuchung

zusammengefasst.

Tabelle 7: Untersuchung des Einflusses von Mikrowellenstrahlung auf die Reaktionsausbeute bei der Synthese von 31 und
32. Die Glycokonjugate 23, beziehungsweise 24 wurden mit 4.5 Ag., HATU und DIPEA mit 9 beziehungsweise 10 Ag.
relativ zu der core-Struktur 12 eingesetzt. Als Losungsmittel diente DMF. Die verwendeten Mikrowellenparameter sind in
Kapitel 6.5.1.1 aufgefiihrt.

31 32

Bedingungen RT, 16 h Mikrowelle RT, 16 h Mikrowelle

Ausbeute 25% 37% 26% 27%

Auch hier konnte aus allen vier Ansatzen nach Reinigung mittels RP-HPLC das gewtinschte Produkt
isoliert werden. Aus der mikrowellenbeschleunigten Reaktion geht fiir Verbindung 31 eine um 50%
verbesserte Ausbeute hervor. Welche Effekte bei mikrowellenunterstiitzten Reaktionen zu der hdufig
gesteigerten Ausbeute fuhren, ist in der Wissenschaft umstritten. Eine neuere Veroffentlichung, in der
die Effekte bei Peptidsynthesen systematisch untersucht wurden, legt einen rein thermischen Effekt
nahe und schlieRt den positiven Einfluss durch das elektromagnetische Feld weitestgehend aus™®. Fiir
Verbindung 32 konnte keine signifikante Zunahme der Ausbeute festgestellt werden. In beiden Féllen

konnte durch den Einsatz von Mikrowellenstrahlung eine deutliche Verkiirzung der Reaktionszeit
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erreicht werden. Auf eine Untersuchung des Einflusses der verwendeten Aktivatorbase und des
Losungsmittels (DIPEA/DMF oder NMM/NMP) wurde hier verzichtet, da in dieser nasschemischen
Reaktion von erheblichen Schwierigkeiten bei der destillativen Entfernung des hochsiedenden NMPs

auszugehen war.

Bei der Darstellung der Liganden 27-32 konnte noch eine weitere Beobachtung gemacht werden.
Beim Vergleich der mit den unterschiedlichen Glycokonjugaten 21-24 erzielten Ausbeuten fallt auf,
dass diese mit ldnger werdendem Peptidanteil deutlich abnehmen. In Tabelle 8 sind die
durchschnittlichen Ausbeuten (iber alle durchgefuhrten Ansétze zur Darstellung der Verbindungen 27-
32 in Abhéngigkeit der Anzahl an Aminoséuren der Glycokonjugate 21-24 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Durchschnittlich erzielte Ausbeute tiber alle durchgefiihrten Ansétze zur Darstellung der geschiitzten Zielliganden

27-32 in Abhangigkeit von der Anzahl an Aminosduren der eingesetzten Glycokonjugate 21-24.

9AS (27/29) | 10 AS (28/30) 11 AS (31) 12 AS (32)

Mittelwert Ausbeute 66% 47% 31% 27%

Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der Ausbeute um mehr als die Halfte bei der Verlangerung des
Peptids um nur zwei Aminosauren. Grund hierfiir konnte eine starkere Aggregation und somit eine
verminderte Konzentration an Reaktionspartnern bei einer langeren Aminoséuresequenz sein. Dies
zeigte sich auch in der verminderten Loslichkeit in DMF bei ldnger werdendem Peptidanteil der

Glycokonjugate.

Die Reinigung der Rohprodukte erfolgte mittels RP-HPLC. Nach Optimierung des Gradienten
konnten alle dargestellten Verbindungen basisliniengetrennt aus dem Reaktionsgemisch erhalten
werden. Dass es sich bei der Darstellung um eine komplexe Reaktion handelt, wird an einem
exemplarisch gewahltem UV-Chromatogramm deutlich, welches bei der Isolierung von Verbindung
27 erhalten wurde (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Ausschnitt eines wahrend der Reinigung von 27 erhaltenen UV-Chromatogramms bei einer Wellenldnge von
215 nm. Mit Hilfe des MS-Spektrums wurden den UV-Signalen Massen zugeordnet. Neben dem Produktsignal 27 und dem
Edukt Signal 21 wurden weitere Massen detektiert, die nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. Die Uber dem
Chromatogramm abgebildeten Strukturen stellen Vorschlage zur Erklarung der detektierten Massen dar, weisen jedoch

mitunter einen deutlichen Massenunterschied auf.

Neben dem Produkt und Edukt Signal 27 und 21 sind in dem gezeigten Spektrum noch weitere Signale
zu sehen. Mit Hilfe des Massenspektrogramms wurden den UV-Signalen Massen zugeordnet, wobei
sich auf Signale mit relevanter Intensitat beschrankt wurde. Auf Grund der geringen Auflésung des
Massenspektrometers und des begrenzten Messfensters von bis zu 2000 Da erfolgte die Auflésung der
mehrfach geladenen lonen durch manuelle Dekonvolution der zu dem entsprechenden Zeitpunkt
detektierten Massen (ber gemeinsame Vielfache. Dies ist natirlich fehlerbehaftet, so dass die hier
angegebenen Massen einen ungefdhren Bereich bedeuten. Dennoch konnten nicht alle Massen

eindeutig im Rahmen eines Massenunterschiedes von < 2 Da erklart werden.
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Kurze Zeit nach dem Edukt eluiert eine Verbindung mit der Eduktmasse des Glycokonjugats minus
18 Da. Dies konnte auch wéhrend der Reinigung der anderen geschitzten Liganden 27-32 beobachtet
werden, unabhdngig von dem verwendeten Aktivator. Mdgliche Erklarungen konnten eine
Kondensation von H,O durch Eliminierung einer Hydroxyfunktion in einem der Serine oder die
intramolekulare Veresterung eines C-Terminus mit einer der freien Hydroxyfunktionen eines Serins
sein. Nach Reaktion mit der core-Struktur konnte aber weder eine Eliminierung einer
Hydroxyfunktion oder eine Veresterung tber diese beobachtet werden, was fir eine intramolekulare
Kondensation spricht. Ein in der Seitenkette geschiitztes Glycokonjugat war auf Grund der geringen
Loslichkeit in Wasser nicht isolierbar und der Einsatz damit nicht praktikabel.

Daneben konnten Massen detektiert werden, die moglicherweise durch die Bildung von TFA-Amiden
erklart werden konnten (hier ist eine Massendifferenz zwischen detektierter und fiir die entsprechende
Struktur erwarteter Masse von > 2 Da festzustellen). Nach Abspaltung der Boc-Gruppe mittels TFA
kénnen TFA Salze mit dem Triaminen 10, beziehungsweise 12 gebildet werden
(massenspektrometrisch wurden die reinen Triamine detektiert). Auf Grund der héheren Basizitét der
Aktivatorbase sollten diese unter den verwendeten Kupplungsbedingungen die Reaktion von 10,
beziehungsweise 12 nicht stéren. Auf Grund der héheren Nukleophilie des deprotonierten C-Terminus
der Glycokonjugate gegenuber dem TFA-Anion sollten diese bevorzugt den fiir die Amiddarstellung
notwendigen Aktivester ausbilden. Es ist méglich, dass der Uberschuss des Aktivators tber das
Glycokonjugat eine Aktivierung des TFA-Anions mit folgender Amidbildung bedingt. Eine solche
Veresterung von TFA mit einer Hydroxyfunktion eines Serins kénnte auch die im Vergleich zum
Produkt um knapp 100 Da groRere Masse erklaren. Dennoch blieb ein Massendefekt zwischen den

vorgeschlagen Strukturen und der beobachteten Masse bestehen.

Die Umsetzung der core-Struktur 12 mit den Glycokonjugaten 25 und 26 wurde einmal versucht,
wobei jedoch kein Produkt isoliert werden konnte. Grund fir die erschwerte Kupplung konnte der
starker ausgepragte amphiphile Charakter der Verbindungen 25 und 26 auf Grund der langeren
Alkylkette sein. Dieser konnte eine Mizellbildung begiinstigen und somit die lokale Konzentration an

verfiigharem Glycokonjugat erniedrigen.

Die Verbindungen 27-32 konnten in guten bis sehr guten Ausbeuten erfolgreich dargestellt werden.
Mit Hilfe von Mikrowellenstrahlung gelang es, die Reaktionszeit deutlich zu verkiirzen. Die
Reinigung der Produkte mittels RP-HPLC konnte nach Optimierung des verwendeten Gradienten
basisliniengetrennt erreicht werden. Vorbereitung, Kupplung und Reinigung der Verbindungen ist in

etwa zwei Tagen moglich.
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3.5.,5 Entschitzung der Liganden

Der abschlieBende Schritt in der Synthese sah die Entfernung der Schutzgruppen der Neuraminsdure
vor. Die Deacetylierung der Hydroxyfunktionen erfolgte katalytisch unter milden Bedingungen nach
Zemplén, gefolgt von der Hydrolyse des Methylesters durch wassrige NaOH. Das Reaktionsschema ist
in Abbildung 35 gezeigt™®®.

Co,Me H y
Ac N N.__O n=2
M ~Ah- 27: AA = -HN-GSGSASGSG-CO-

AcQ 28: AA = -HN- "CO-
Ao OAC % 6. Me AA = -HN-GSGSASGSGG-CO

H
N o n=4
m \H\/ 29: AA = -HN-GSGSASGSG-CO-
30 AA = -HN-GSGSASGSGG-CO-

CO,Me \/(J/ 31: AA = -HN-GSGGSASGSGG-CO-
M\ - 32: AA = -HN-GSGSGSASGSGG-CO-

i. NaOMe, MeOH
pH9.5,4h, RT

ii. ag. NaOH
pH 10.5, 16- 36 h, RT

33-45% Uber 2 Stufen

COH P T 9y
HO" N N._O n=2
\AZ-IW ~A 33 AA = -HN-GSGSASGSG-CO-

34: AA = -HN-GSGSASGSGG-CO-

H H
N N 0 n=
M A 1: AA = -HN-GSGSASGSG-CO-
35: AA = -HN-GSGSASGSGG-CO-
COzH H 36: -HN-GSGGSASGSGG-CO-
Vkﬁ\f PP TaTes 37 AA=H

N-GSGSGSASGSGG-CO-

Abbildung 35: Darstellung der Zielliganden durch Deacetylierung der Hydroxyfunktionen nach Zemplén mit anschlieRender
Hydrolyse des Methylesters mit wéssriger NaOH. Der pH Wert muss bei der Reaktion sorgfaltig kontrolliert werden, da es
sonst zur Racemisierung der Aminosauren™®® oder zur p-Eliminierung der Hydroxyfunktionen der Serine™?® **2 kommen

kann.

Die katalytische Deacetylierung nach Zemplén wurde unter Schlenkbedingungen durchgefihrt. Die
methanolische NaOMe-L6sung wurde auf einen apparenten pH-Wert von 9.5 gestellt, wobei der pH-
Wert mit feuchtem pH-Papier kontrolliert wurde. Die Neutralisation erfolgte mit 1 M Essigséure. Die
Losung wurde anschliefend mit Wasser verdinnt und gefriergetrocknet. Die Hydrolyse des
Methylesters erfolgte bei pH 10-10.5. Der pH Wert wurde sorgfaltig eingehalten und die quantitative
Hydrolyse nach Reinigung mittels RP-HPLC durch HSQC-NMR Experimente verifiziert. Dieser
Schritt stellte einen neuralgischen Punkt am Ende einer 21 bis 24-stufigen Synthese dar, konnte aber
bei gegebener Vorsicht durchgefiihrt werden™™*®!. Ein nur wenig niedrig liegender pH-Wert fihrte zu
einer unvollstandigen Hydrolyse des Methylesters auch nach 36 h. Auf Grund der geringen

Hydroxidkonzentration bei pH 10.5 musste in grofRen Volumina gearbeitet werden. NaOH wurde
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dabei mit 10-30 fachen Uberschuss bezogen auf 27-32 eingesetzt und die Reaktion 16-36 h geriihrt.
Die Neutralisation erfolgte mit saurem lonentauscher, welcher nach Filtration griindlich mit Wasser
gespilt wurde. Die erhaltenen Rohprodukte wurden mittels RP-HPLC gereinigt und konnten in
Ausbeuten zwischen 33-45% uber zwei Stufen erhalten werden. Eine Erklarung fir die maRige
Ausbeute kann mit Hilfe des in Abbildung 36 gezeigten Chromatogramms geben werden.
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Abbildung 36: Ausschnitt des wéhrend der Reinigung von 1 erhaltenen UV-Chromatogramms bei einer Wellenldnge von
215 nm. Mit Hilfe des parallel akquirierten Massenspektrums konnten neben dem Produktsignal die Signale mit etwas

hoherer Retentionszeit als Nebenprodukte identifiziert werden, bei denen ein oder zwei Neuraminsduren abgespalten sind.

Es ist exemplarisch das bei der Reinigung von 1 erhaltene UV-Chromatogramm gezeigt. Neben dem
Produktsignal lassen sich zwei weitere Signale mit leicht erhdhter Retentionszeit detektieren. Mit
Hilfe des aufgezeichneten Massenspektrums konnten den Signalen Massen zugeordnet werden, die
dem Verlust von einer oder zwei Neuraminsduren entsprechen. Eine Eliminierung des Glycans
wahrend der Hydrolyse des Methylesters wére ungewohnlich, da Neuraminséureglycoside eher
gegenuber sauren Bedingungen labil sind. Als potentielle Fehlerquelle kann auch die im Elutionsmittel
enthaltene Ameisensdure in Betracht gezogen werden, wobei auch dies unerwartet waére. So
hydrolysiert zum Beispiel das Methylglycosid der Neuraminsaure bei 10 mM HCI nach nur 20 min zu
95%. Dies geschieht aber erst bei einer erhdhten Temperatur von 80 °C™“l. Warum die glycosidische

Bindung unter den durchgefiihrten Bedingungen gespalten zu werden scheint, ist unklar.

Insgesamt konnte die Entschitzung erfolgreich durchgefiihrt und das Produkt mittels RP-HPLC
gereinigt werden. In dem "H-NMR Spektrum war nur ein einfacher Datensatz fiir die drei Arme der

Zielverbindungen zu sehen, was fir eine symmetrische, dreifache Substitution des Aromaten spricht.
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Die Umsetzung des neuen Synthesekonzeptes liel sich nach Optimierung erfolgreich durchfiihren.
Dabei bewdhrte sich das Bausteinkonzept und erlaubte einen einfachen Zugang zu einer kleinen
Substanzbibliothek. Die Bausteine konnten dabei in guten bis sehr guten Ausbeuten schnell und im
Grammmalstab aus ginstigen Edukten dargestellt werden. Die Synthese von sechs verschiedenen
Glycokonjugaten konnte erfolgreich und schnell durchgefiihrt werden. Die Darstellung des Peptidteils
stellt dabei den quantitativen Flaschenhals auf dem Weg zu den Zielliganden dar. Vier der
Glycokonjugate konnten erfolgreich zu insgesamt sechs trimeren Liganden in Ausbeuten zwischen
28-97% umgesetzt werden. Dabei zeigte sich, dass sich eine langere Peptidkette negativ auf den Erfolg
der Reaktion auswirkte. Abschlie’end konnten die Schutzgruppen des Kohlenhydratteils erfolgreich in
Ausbeuten zwischen 33-45% entfernt werden. Die entschiitzten Liganden konnten in Mengen von 3-
8 mg erhalten werden. Eine Racemisierung der stereogenen Aminosduren, sowie eine B-Eliminierung

der Hydroxyfunktionen der Serine wurde unter den gewahlten Bedingungen nicht beobachtet.
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3.6 Vorbereitende Untersuchungen

3.6.1 CD spektroskopische Analyse des Linkers

Auf Grund der peptidischen Natur des Linkers konnte eine Sekundarstrukturausbildung und einer
damit einhergehenden Verkirzung des Linkers, welche zu einer Inhibierung der multivalenten
Wechselwirkung hétte fuhren kdnnen, nicht ausgeschlossen werden. Dies wurde bereits in der

vorausgegangenen Arbeit!™

mit Hilfe des in Sybyl implementierten ,,predict secondary structure “
tools in silico ausgeschlossen, wurde aber im Rahmen dieser Arbeit dennoch experimentell CD-
spektroskopisch untersucht. Dazu wurde die verwendete neun Aminosauren lange Peptidsequenz 41
am Synthesizer unter Standardbedingungen mit einem als Amid vorliegenden C-Terminus
synthetisiert und per RP-HPLC gereinigt. Die Vermessung des Peptids erfolgte in Wasser bei einer
Konzentration von 200 uM. Die Werte der gemessenen Elliptizitat wurden mit Hilfe von Gleichung 7
in die mean residue ellipticity!™'® umgerechnet und als Funktion der Wellenlange aufgetragen. Die
erhaltene Kurve ist in Abbildung 37 gezeigt.
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Gleichung 7: Berechnung der mean residue ellipticity mit = = gemessene Elliptizitit, M = Molgewicht des Peptids/Proteins,
¢ = Konzentration der vermessenen Losung, | = Schichtdicke der Kiivette und n = Anzahl der Amidbindungen im
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Abbildung 37: Die fur Verbindung 41 aus CD-spektroskopischen Untersuchungen erhaltene Differenzkurve der Absorption
aus links- und rechts-polarisiertem Licht. Aufgetragen wurde die Differenz als Funktion der Wellenldnge (hier als mean
residue ellipticity gegen die Wellenlange)™™'®!. Die Kurve zeigt einen fiir random coil typischen Verlauf und bestatigt somit

die in silico erhaltenen Ergebnisse.
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Der Kurvenverlauf zeigt den fiir eine unbestimmte Sekundarstruktur typischen Verlauf und bestatigt
damit die in silico Vorhersage. Neben der qualitativen Auswertung der Messkurve wurde eine
quantitative Auswertung mit Hilfe der Software CD-Tool durchgefiihrt™”. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Quantitative Analyse der erhaltenen Funktion mit Hilfe der Software CD-Tool*"). Angezeigt ist die relative
Héufigkeit der Sekundarstrukturelemente und die Standardabweichung des daflir angefertigten fits. Mit 90% ist die
unbestimmte Sekundarstruktur das prégende Strukturelement. Das Peptid liegt folglich weder als a-Helix, B-Faltblatt noch als

B-turn vor.

[o-r + a-d] ‘ [B-r + B-d] ‘ turn ‘ other ‘ refit rmsd

0.02 ‘ 0.02 ‘ 0.02 ‘ 0.90 ‘ 0.0001

Die in Tabelle 9 gezeigten Ergebnisse bestétigen die qualitative Analyse der CD spektroskopisch
erhaltenen Kurve. Mit Hilfe von CD-Tool konnte der Anteil an random coil auf 90% quantifiziert
werden und stellt somit das dominante Strukturmotiv dar. Die quadratische Standardabweichung des
zur Quantifizierung gefitteten Kurvenverlaufs liegt 10 und ist damit sehr gut.

3.6.2 Untersuchung des kommerziell bezogenen Hamagglutinins

Das flr die Analysen bendtigte Hamagglutinin H5 wurde kommerziell bezogen und musste flr die
Untersuchungen mittels STD-NMR und SPR vorbereitet werden. Es standen mehrere Chargen élteren
sowie neuen Proteins zur Verfugung. Diese wurde mittels Gelelektrophorese unter stark reduzierenden
Bedingungen auf ihre Reinheit hin untersucht. Dazu wurde aus jeder Charge ca. 1 pug H5 auf ein 12%-
SDS-PAA-Gel aufgetragen und nach gelelektrophoretischer Trennung mittels Silbernitrat angefarbt.
Als Marker diente der PageRuler Unstained Protein Ladder der Firma Fermentas. Eine Anfarbung mit
Coomassie blieb bei der beschriebenen Proteinmenge erfolglos. Auf Grund der begrenzten

Verfligbarkeit des Proteins wurde die Silberfarbung einem Mehreinsatz an Protein vorgezogen.

In der in Abbildung 38 gezeigten SDS-PAGE sind in den Bahnen 1 und 2 deutlich die Banden fiir das
HA Monomer bei circa 72 kDa und weiter die Banden der Untereinheiten HA; und HA, bei circa 45,
beziehungsweise 27 kDa zu erkennen. Die qualitative Analyse zeigt also hier intaktes Protein. Bei den
verwendeten Proben handelt es sich um etwa 3 Jahre alte, ungetffnete Proteinldsungen. In den Bahnen
3 und 4 konnten trotz der hohen Empfindlichkeit der Silberfarbung keine Banden detektiert werden.
Hier wurden ca. finf Jahre alte Proteinlésungen aus bereits gedffneten Vorratsgefalien aufgetragen.

Das Protein ist vollstandig degradiert.
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Abbildung 38: SDS-PAGE Analyse der zur Verfiigung stehenden H5-Chargen. Es wurde je 1ug H5 aufgetragen,
gelelektrophoretisch getrennt und mit Silbernitrat angeférbt. In den Bahnen 1 und 2 sind die erwarteten Banden bei ca.
72 kDa fiir das HA Monomer und bei 45, beziehungsweise 27 kDa die Banden der Untereinheiten des H5 zu erkennen. Die
Bahnen 3 und 4, in denen &ltere Proteinchargen aufgetragen wurden, zeigten keine Banden.

Es wurde weiter versucht, die fiir die Untersuchung der multivalenten Liganden essentielle trimere
Struktur des Proteins zu verifizieren. Auf Grund grof3er hydrophober patches der HA Monomere ist
die trimere Struktur zwar anzunehmen, doch ist in der Literatur mehrfach auch das Auftreten
monomerer Hamagglutinine in Lésung beschrieben™®#1, Dazu wurde eine Gelelektrophorese unter
nicht denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt, welche aber zu keinem Ergebnis fiihrte. Eine
massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF im linearen Modus zeigte die bereits zuvor in
der SDS-PAGE detektierten Massen fiir das Monomer und dessen Untereinheiten. Ein Signal um die
190 kDa konnte nicht beobachtet werden. Eine weitere Untersuchung mittels dynamic light scattering
(DLYS) lieferte zwar reproduzierbare Werte, jedoch zeigte sich die Interpretation dieser ohne Referenz
mit bekannter Struktur auf Grund des st&bchenférmigen Charakters des Proteins und seiner
vollstandigen Glycosylierung als nicht mdglich. Beim DLS wird die durch Brown’sche
Molekularbewegung verursachte Taumelgeschwindigkeit von Molekulen in Losung in Abhédngigkeit
der Zeit gemessen und kann mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung in den hydrodynamischen
Radius umgerechnet werden™. Dieser entspricht im Falle sphérischer, unglycosylierter Proteine in
etwa ihrem Durchmesser. Bei einem stdbchenférmigen, glycosylierten Protein ist hingegen der Beitrag
der einzelnen Raumdimensionen und der stark Wasser aggregierenden Kohlenhydratreste aus dem
erhaltenen Durchschnittswert flr den hydrodynamischen Radius nicht zu quantifizieren. In Abbildung
39 ist die durchschnittliche GroRenverteilung des erhaltenen Radius gegen die Intensitéat aufgetragen.
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Die Messung ergab einen hydrodynamische Radius von 19 + 2 nm, bei einer tatsachlichen Lange von
13 nm und einem ungefdhren Durchmesser fiir den Trimer zwischen 4 nm und 6.5 nm. Aus den

beschriebenen Griinden kann keine Aussage uber die Struktur des Proteins getroffen werden.
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Abbildung 39: DLS Analyse einer H5 Proteinldsung in PBS. Es ist der durchschnittliche hydrodynamische Radius gegen
seine relative Intensitat aufgetragen (links). Der rechte Graph zeigt die Giite der Messung. Hier ist der durchschnittliche
Radius gegen den zeitlichen Verlauf der Mehrfachmessungen aufgetragen. Mit Hilfe der verwendeten Software konnte der
hydrodynamische Radius auf 19 + 2 nm bestimmt werden. Welchen Anteil die einzelnen Raumdimensionen und die
Glycosylierung an diesem Wert haben, lasst sich nicht quantifizieren. Daneben ist ein weiteres Signal bei 100 um zu
erkennen, welches sich durch die Aggregation von H5 erklaren lassen konnte!*?*],

Es konnte jedoch eine interessante Beobachtung gemacht werden, die in der Literatur sonst nur einmal
beschrieben ist. Neben dem bereits beschriebenen Wert lasst sich noch ein weiteres Signal bei knapp
100 um beobachten. Crawford et al.*?®! berichten fiir rekombinant hergestelltes H5 und H7 eine
Mizellformation, die mittels Elektronenmikroskopie beobachtet werden konnte. Das aus den DLS
Messungen erhaltene Signal bei 100 um konnte das Produkt eines solchen H5 Multimers sein. Ob

diese Mizellbildung Einfluss auf die folgenden Messungen hat, ist unklar.

Mit den hier verwendeten Methoden liel3 sich die trimere Struktur weder sicher bestdtigen noch
widerlegen. Crawford et al. berichten, dass der HA precursor HA,, welcher normalerweise als Trimer
vorliegt, bei Behandlung mit Trypsin unter Abspaltung eines einzelnen Arginins pro Monomer die
HA; und HA, Doméne generiert. Liegt das HA, als Monomer vor, wird es bei Behandlung mit Trypsin
weitestgehend degradiert, so dass die Trypsin Sensitivitdt als assay fur die Trimer Bildung
herangezogen werden kannt*?®l. Es ist anzunehmen, dass firr ein gereiftes H5 die gleiche Degradation
fur den Fall, dass es als Monomer vorliegt, beobachtet werden kann. Fir einen qualitativen Nachweis
von Trimeren konnte alternativ ein denaturierendes Gel nach cross linking von H5 durchgefihrt

werden, wie es Gething et al.!®

berichten. Wie eindeutig dieses Ergebnis bezlglich der
intramolekularen Verkniipfung gegeniber der intermolekularen Verknipfung von Hamagglutininen
jedoch ist, ist kaum vorhersehbar. Trotz dem eine eindeutige Verifikation der trimeren Struktur nicht
erbracht werden konnte, ist von der trimeren Struktur auf Grund der groflen elektrostatischen

Anziehung der Monomere untereinander auszugehen.
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3.7 Analyse der dargestellten Verbindungen

3.7.1 STD-NMR Experimente

3.7.1.1 Validierung des STD-NMR Systems mit NeuSAca2Me (39)

Vor der Untersuchung der dargestellten Liganden wurde das System mit dem bekannten Liganden des
H5-Proteins Neu5Aca2Me (39) validiert. Dieser konnte ausgehend von 16 in einer Ausbeute von 77%
iiber zwei Stufen dargestellt werden™. Die Artefaktmessung erfolgte bei einer Konzentration von
577 uM Neu5Aca2Me in dPBS. Dabei wurden die Artefakte zwischen 0.4-1.7% bestimmt, wobei der
Groliteil der Artefaktsignale im subprozent Bereich lagen.

Im Anschluss wurde eine STD-Titration mit Neu5Aca2Me gegen HS5 durchgefiihrt. Die
Proteinkonzentration betrug dabei 1.29 uM und es wurden Konzentrationen an Neu5Aco2Me von
34-619 UM vermessen. Die relativen STD% wurden fiir die einzelnen Protonensignale flr jede
Konzentration berechnet und mit dem relativen Uberschuss von Ligand zu Protein zu den STD
Amplifikationsfaktoren multipliziert*?®). Abbildung 40 zeigt exemplarisch die bei der Analyse der
erhaltenen Messpunkte nach dem one site binding Modell erhaltenen Kurven fiir das Methylsignal der
NHAc Gruppe und fir die Protonen H-8 und H-9a.
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Abbildung 40: Exemplarisch sind die aus der STD-NMR Titration von Neu5Aca2Me erhaltenen Kurven fir die
Methylgruppe des NHAc und fiir die Protonen H-8, H-9a gezeigt. Aufgetragen ist der STD Amplifikationsfaktor gegen die
Konzentration von NeuSAca2Me. Die Berechnung nach dem one site binding Modell ergab fiir H-8, H-9a einen Kp von
2.9 mM und fur die Methylgruppe des NHAc von 2.2 mM.

Auf Grund von Uberlagerung mit Glycerin-Signalen konnte eine detaillierte Auswertung nicht fiir alle

Signale des NeuSAca2Me erfolgen’.

% Hier wurde frisches, undialysiertes Protein verwendet. Dass der Ursprung des Glycerins die Dialysemembran ist, kann

daher ausgeschlossen werden.
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In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Analyse nach dem one site binding Model zusammengefasst.

Tabelle 10: Die aus der Analyse der Daten nach dem one site binding Modell erhaltenen Ky Werte fur die Protonen des

Neu5Aco2Me bei der Bindung an H5. Die erhaltenen Werte stimmen gut mit der in der Literatur beschriebenen Werte fir die

Bindung von Neu5Aca2Me an H3 iiberein!*?®,

Signal | H-8/H-9a

-OMe ‘ H-3eq ‘ NHACc ‘ H-3ax

Ko [MM]

29+20 ‘ 16+10 ‘ 1.8+7.7 ‘ 22+05 ‘ 1.1+0.3

Die fur die einzelnen Protonen bestimmten Kp-Werte zwischen 1.1 — 2.9 mM stimmen sehr gut mit
dem in der Literatur beschriebenen Wert fiir die Bindung von Neu5Aca2Me an ein H3 von 2.8 mM
iiberein™®!, In der Literatur sind keine Werte fiir die Bindung von Neu5Aca2Me an H5 beschrieben,
es ist auf Grund der Ahnlichkeit der Proteine jedoch anzunehmen, dass sich die Dissoziationskonstante
nicht wesentlich von der zu H3 unterscheidet. Ungewdhnlich sind die niedrigeren
Dissoziationskonstanten der Protonen, die aus der Bindungstasche herauszeigen (-OMe und H-
3ax/eq), im Vergleich zu denen, die von der Bindungstasche fast vollstandig umgeben sind (NHAc, H-
8/H-9a; Abbildung 41). Die Ergebnisse sind mit denen von Martin Hollinger ebenfalls mittels STD-

NMR ermittelten Dissoziationskonstanten fiir die einzelnen Protonen konsistent?”,

Abbildung 41: Crossed eye Darstellung von Neu5Ac in der Bindungstasche des H5. Gut zu erkennen ist die tiefe
Positionierung der Methylgruppe des NHAc, sowie der Protonen H-8 und H-9 in der Bindungstasche, wohingegen die
Hydroxygruppe des Halbacetals sowie die Protonen in der 3-Position eher aus der Bindungstasche herauszeigen.
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3.7.1.2 Kompetitive STD-NMR Experimente mit den Verbindungen 1, 33-37

Ein Charakteristikum der multivalenten Wechselwirkung ist eine im Vergleich zu der &quivalenten
monovalenten Bindung deutlich verlangsamte Kinetik. Auf Grund von rebinding Effekten wirkt sich
dies vor allem stark auf die off rate der Liganden aus. Der STD Effekt beruht auf dem
Sattigungstransfer der Proteinséttigung auf den Liganden, welche dann in Lésung beobachtet werden
kann. Fir kleine Molekiile liegt die Zeitkonstante der Ty T,-Relaxation in der GréfRenordnung von
einer Sekunde, der Transfer der Sattigung vom Protein zum Liganden erfolgt in circa 100 ms. Bei
einer schnellen Kinetik und einem groflen Liganduberschuss kann durch mehrmaliges Belegen
derselben Bindungstasche mit unterschiedlichen Liganden Séttigung in LOsung akkumuliert und
detektiert werden™. Dies erklart auch die besondere Eignung von STD-NMR-Spektroskopie fiir die
Untersuchung schwacher Wechselwirkungen und die hohe Empfindlichkeit auch bei geringen
Proteinmengen. Im Falle einer multivalenten Wechselwirkung der Liganden 1, 33-36 war von einer
starken Wechselwirkung mit langsamer Kinetik auszugehen, was zu Problemen bei der Analyse
mittels STD-NMR flihren konnte. Die Durchfiihrung der Experimente als kompetitive STD-NMR
Titration umgeht diese Problematik, da hier nur die Kinetik des vorgelegten Kompetitors fir die
beobachteten Signale von Bedeutung ist. Als bekannter Binder wurde NeuSAca2Me vorgelegt

(Kompetitor) und dieser durch schrittweise Zugabe des Liganden aus der Bindungstasche verdrangt.

Um bei der Zugabe des Liganden unmittelbar das Verdrangen des Kompetitors aus der
Bindungstasche durch Abnahme des STD-Effektes detektieren zu kénnen, miissen die vorhandenen
Bindungstaschen des Proteins durch eine geeignete Wahl der Kompetitorkonzentration gesattigt sein.
Dazu wurde die Rezeptorbelegung bei gegebener Kompetitorkonzentration berechnet (Formel siehe
Kapitel 6.3.2)"%!. Bei einem Kp des Kompetitors von 2 mM und einer Kompetitorkonzentration von
20mM wurde eine Rezeptorbelegung von 91% bei einer Proteinkonzentration von 1 pM

vorausgesagt.*

Die fur die folgenden Messungen verwendeten Kompetitor- und Proteinkonzentrationen sind in
Tabelle 11 aufgefuihrt. Der Bereich der untersuchten Ligandkonzentration wurde so gewéhlt, dass nur
von signifikant starkeren Bindern als das NeuSAco2Me ein kompetitives Verhalten beobachtet werden
konnte. Bei einem stérkeren Angleich der Konzentrationen von Kompetitor und untersuchtem
Liganden ist von Schwierigkeiten bei der Zuordnung des Ursprungs beobachteter STD-Signale

auszugehen, da die Signalsatze des Kompetitors und des Liganden weitestgehend identisch sind.

* Der erste Term der Gleichung zur Berechnung des Anteils an Protein-Kompetitor-Komplexes bedingt ein dominantes
Gewichten von numerisch hohen Werten. Ein Kompetitoriiberschuss von knapp 20.000 wurde dabei nicht angestrebt,
sondern war Folge der niedrigen, zur Verfugung stehenden Proteinkonzentration und der relativ hohen

Dissoziationskonstante im millimolaren Bereich des Kompetitors.
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Tabelle 11: Ubersicht der fiir die kompetitiven STD-Titrationen verwendeten Kompetitor- (Kg), Ligand- (Lo) und
Proteinkonzentrationen (P,), sowie der daraus resultierenden Rezeptorbelegung r bei einem globalen Ky von 2 mM fiir das

System Neu5Aca2Me/H5. Durch schrittweise Zugabe wurden Ligandkonzentrationen von 0 bis 283 uM untersucht.

Ligand | Ko [mM] Py [uM] r Lo [UM]
1 20 0.90 91% 0 bis 289
33 20 0.42 91% 0 bis 283
34 20 0.59 91% 0 bis 283
35 20 0.59 91% 0 bis 283
36 20 0.90 91% 0 bis 260

Fir die STD Messungen wurde nach photometrischer Bestimmung der Proteinkonzentration ein
definiertes VVolumen der Proteinldsung in ein 3 mm NMR-Rohrchen dberfihrt, 12 pL einer 300 mM
Stamml6sung von NeuSAca2Me in dPBS hinzugegeben und mit dPBS auf ein Gesamtvolumen von
182 puL aufgefiillt. AnschlieBend wurde eine Nullwertmessung durchgefiihrt und folgend der
entsprechende Ligand schrittweise hinzugegeben und STD-Spektren akquiriert. In Abbildung 42 sind

exemplarisch Spektren gezeigt, die wéahrend der kompetitiven Titration von 1 erhalten wurden.
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Abbildung 42: Ausschnitt aus den STD-NMR-Spektren, die wahrend der kompetitiven Titration von 1 erhalten wurden. In
blau ist das off resonance Spektrum zu Beginn der Titration gezeigt und in rot das dazugehdrige Differenzspektrum. In griin
ist das Differenzspektrum, welches am Ende der Titration erhalten wurde, gezeigt. Eine Abnahme der Signalintensitét in den
Differenzspektren von Beginn der Messung bis zum letzten Titrationspunkt ist deutlich zu erkennen. Die beiden
Differenzspektren sind hier in 64-facher Intensitatssteigerung relativ. zum off resonance Spektrum dargestellt. Die
Protonensignale des Kompetitors sind in allen drei Spektren deutlich zu erkennen und wurden fiir die Auswertung

entsprechend integriert.
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In blau dargestellt ist das off resonance Spektrum zu Beginn der Titration. Es zeigt alle Protonen des
Kompetitors, wobei zwei Signalsatze (H-8, H-9a und H-4, H-6) auf Grund der &hnlichen chemischen
Verschiebung der Protonen als Summeneffekt behandelt wurden. In rot dargestellt ist das
Differenzspektrum, welches zu Beginn der Titration erhalten wurde und in grin das
Differenzspektrum, welches am Ende der Titration erhalten wurde. Zur besseren Veranschaulichung
sind hier die beiden Differenzspektren in 64-facher VergroRerung dargestellt. Bei einem Signal zu
Rausch Verhaltnis von 630 im Differenzspektrum, bestimmt auf das Singulett der Methylgruppe des
NHAC, sind alle Signale deutlich zu erkennen.

Die absoluten STD% wurden fir alle Signale eines jeden Titrationspunktes bestimmt und gegen den
dekadischen Logarithmus der Konzentration des Liganden aufgetragen. Nach Anpassung der Daten an
das one site competition Modell wurde der I1Cs, Wert des entsprechenden Systems erhalten. Dieser
wurde mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung (Gleichung 8) in die konzentrationsunabhédngige

inhibitorische Konstante K, umgerechnet*??!.

| =

Gleichung 8: Die Cheng-Prusoff-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen der konzentrationsunabhéngigen
inhibitorischen Konstante K, und des konzentrationsabhangigen ICs, Wertes. Unter Kenntnis der Kompetitorkonzentration
[K] und der Dissoziationskonstante Ky kann der K, fiir das beobachtete System ermittelt werden.

Zusétzlich zu der halblogarithmischen Anpassung der Daten an das one site competition Modell wird
im Folgenden die Auftragung der normierten STD-Prozente des Kompetitors gegen die
Ligandkonzentration gezeigt, da eine qualitative Beurteilung von Daten in einer logarithmischen
Auftragung im Zweifelsfall nicht trivial ist. Die Fehler wurden aus der logarithmierten Form des
Fehlers fiir den 1Cso-Wert unter der Annahme bestimmt, dass die Fehlergrenzen im linearen Bereich
des sigmoiden Kurvenverlaufs liegen und durch Ableitung der Formel 10* nach den Gesetzen der
Fehlerfortpflanzung durch Einsetzen ermittelt. Des Weiteren wurde fur die Analyse nach dem one site
competition Modell der Datensatz um einen virtuellen Nullpunkt (Abnahme der STD Antwort auf
null) erganzt, welcher bei log ¢ = -1 gewéhlt wurde. Dies entspricht einer Ligandkonzentration von
100 mM, bei der von einer vollstdndigen Verdrangung des Kompetitors auszugehen ist, da der Ligand
selber das Strukturelement des NeuSAco2Me enthélt. Fir die Berechnung der K,-Werte wurden nur
Werte angegeben, die auch beim Verschieben des virtuellen Nullpunktes einen stabilen Wert fiir den

I1Cx ergaben.
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3.7.1.3  Analyse der Bindung von Ligand 33 (4-9-5)°

Bei Auftragung der normierten STD-Prozente der Kompetitorsignale gegen die Konzentration von
Ligand 33 ist in dem untersuchten Konzentrationsbereich keine eindeutige Tendenz zwischen der
Abnahme der STD-Antwort und der Ligandkonzentration zu erkennen. Die Auftragung der STD-
Prozente gegen die logarithmische Konzentration des Liganden mit anschlielender Anpassung an das
one site competition Modell konnte entweder nicht erfolgreich durchgefiihrt werden oder ergab eine
dominante Gewichtung des virtuellen Nullpunktes. Lediglich fiir den Signalsatz der Protonen H-4, H-6
konnte eine Anpassung durchgefuhrt werden, bei der auch beim Verschieben des virtuellen
Nullpunktes ein stabiler 1Csp-Wert erhalten wurde. In Abbildung 43 ist die Auftragung der normierten
STD-Prozent gegen die Konzentration von 33 (links) und die halblogarithmische Anpassung an das
one site competition Modell (rechts) fir das Protonenpaar H-4, H-6 gezeigt. Fur die anderen Signale

war eine erfolgreiche Anpassung nicht méglich.
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lAbbiIdung 43: Links: Auftragung der normierten STD% der Protonen H-4, H-6 des vorgelegten Kompetitors Neu5Aca2Me
gegen die Konzentration des Liganden 33 mit Trendlinie. Aus dem Kurvenverlauf geht kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der Konzentration von 33 und der Intensitat der gemessenen STD% hervor. Rechts: Auftragung der absoluten
STD% gegen die logarithmische Konzentration von 33. Die Daten wurden dem one site competition Modell angepasst und
der ICso-Wert bestimmt, der mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung in den K; umgerechnet wurde. Der virtuelle Nullpunkt

wurde bei -1 gesetzt. Der bestimmte 1Cso-Wert ist gegeniiber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil.

Die Auftragung der normierten STD-Prozent gegen die Konzentration von 33 zeigte keinen klaren
Zusammenhang zwischen steigender Konzentration des Liganden und einer kontinuierlichen

Abnahme der STD-Signale des Kompetitors. Im Falle einer deutlichen Affinitatssteigerung des

® Der Ubersichtlichkeit halber sind die strukturellen Eigenschaften der Liganden kurz beschrieben: Die erste Zahl steht fiir die
Anzahl der Kohlenstoffatome in der Alkylkette der core-Struktur, die zweite fur die Anzahl an Aminoséuren in dem

Peptidlinker und die dritte fur die Anzahl an Kohlenstoffatomen in der Alkylkette der Neuraminséure.
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untersuchten Liganden zu H5 im Vergleich zu Neu5Aca2Me hétte eine Abnahme der STD Antwort

beobachtet werden miissen.

Die Anpassung der Daten an das one site competition Modell mit anschlieRender Umrechnung des
bestimmten ICsy in den K; mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung ergab einen K,-Wert von
213 + 211 pyM fur die Protonen H-4, H-6. Der groRRe Fehler ist auf den nicht kontinuierlichen Verlauf
der beobachteten STD-Antwort zurlickzufuhren, welcher dem fiir diesen Liganden zu niedrig
gewdhlten Konzentrationsbereich geschuldet ist. Bei den einzelnen Titrationspunkten kommt es so nur
zu einer geringen relativen Anderung der STD-Signale und damit zu einem groRen Fehler. Dieses
bedeutet nicht, dass der bestimmte K,-Wert vollig falsch ist, sondern lediglich, dass der gewahlte Kon-
zentrationsbereich fur eine verlassliche Aussage zu gering ist. Bei diesem Liganden konnte keine
signifikante Steigerung der Bindungsaffinitat zu der primédren CRD erzielt und in dessen Folge auch in

dem untersuchten Konzentrationsbereich keine kompetitive Wechselwirkung beobachtet werden.

3.7.1.4 Analyse der Bindung von Ligand 34 (4-10-5)

Die Auswertung der STD-Daten von 34 lieferte zu der Auswertung von 33 analoge Ergebnisse. Auch
hier konnte in dem untersuchten Konzentrationsbereich keine eindeutig kompetitive Wechselwirkung
beobachtet werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 44 exemplarisch flr die Protonen H-4, H-6 des
Kompetitors gezeigt. In Tabelle 12 sind die Ergebnisse fur die Signale zusammengefasst, fur die eine
Anpassung an das one site competition Modell erfolgreich durchgefiihrt und ein gegeniber

Verschiebung des virtuellen Nullpunktes stabiler 1Cso-Wert erhalten wurde.
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lAbbiIdung 44: Links: Auftragung der normierten STD% der Protonen H-4, H-6 des vorgelegten Kompetitors Neu5Aca2Me
gegen die Konzentration des Liganden 34 mit Trendlinie. Aus dem Kurvenverlauf geht kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen der Konzentration von 34 und der Intensitat der gemessenen STD% hervor. Rechts: Auftragung der absoluten
STD% gegen die logarithmische Konzentration von 34. Die Daten wurden dem one site competition Modell angepasst und
der ICso-Wert bestimmt, der mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung in den K; umgerechnet wurde. Der virtuelle Nullpunkt

wurde bei -1 gesetzt. Der bestimmte 1Cso-Wert ist gegeniiber einer Verschiebung des virtuellen Nullpunktes stabil.
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Tabelle 12: Zusammenfassung der bei der Analyse von 34 nach dem one site competition Modell erhaltenen Ergebnisse fiir
die einzelnen Signale von Neu5Aca2Me. Angegeben sind hier die K- und als Statistikparameter ChiZ.q-Werte. Fiir die

anderen Signale des Neu5Aco2Me konnte eine Anpassung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Signal H-4, H-6 H-7 H-9b
K [UM] 222 + 112 364 + 277 157 + 94
Chi%eg [*107] 1.6 0.8 2.6

3.7.1.5 Analyse der Bindung von Ligand 1 (6-9-5)

Bei der Analyse von Ligand 1 konnte bei allen beobachteten Kompetitorsignalen ein sprunghafter
Anstieg der gemessenen STD-Prozente bei Konzentrationen gréRer 150 uM beobachtet werden. Dies

ist in Abbildung 45 exemplarisch fur das H-3eq des vorgelegten Kompetitors Neu5Aco2Me gezeigt.

1.2

0.8

0.6 4 H-3eq

normierte STD%
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Abbildung 45: Auftragung der normierten STD% flr das H-3eq des vorgelegten Kompetitors Neu5SAco2Me gegen die
Konzentration von 1. Ein sprunghafter Anstieg der beobachteten STD% ist bei Konzentrationen groBer 150 uM zu
beobachten. Dieser Anstieg wurde auch fiir alle anderen Protonensignale des Neu5Aca2Me beobachtet, was vermutlich auf
eine Aggregation, d.h. ein Uberschreiten der CMC, hindeutete.

Da dieses bei allen Signalen beobachtet wurde, schien dies ein systematisches Problem zu sein. In
Anbetracht der Struktur der untersuchten Verbindung war eine Mizellbildung, die den beobachteten
Kurvenverlauf erklaren kdnnte, nicht auszuschlie3en. Es wurde daher mittels DLS untersucht, ob eine
Mizellbildung vorlag. Dazu wurde Ligand 1 in dPBS geltst und ein Teil der Losung bei einer
Konzentration von 312 puM direkt vermessen (Abbildung 46, a). Um eine Verfélschung der
Messergebnisse durch Kontaminanten wie zum Beispiel Staubpartikel auszuschlieen, wurde die
Losung 30 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, aus dem oberen Flissigkeitsstand etwas
abgenommen und erneut vermessen (Abbildung 46, b). Da mdgliche Mizellen bei der Zentrifugation
in niedrigere Lagen diffundieren konnen, wurde die bereits vermessene Losung sieben Stunden ruhen
gelassen und anschlieend erneut vermessen (Abbildung 46, c). Ein Teil der Ursprungsldsung wurde

wahrenddessen 1:1 verdiinnt und direkt vermessen (Abbildung 46, d). Eine weitere Verdiinnung war
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nicht madglich, da hier die beobachteten Signale eine zu geringe Intensitat flir eine Auswertung der

DLS-Messung aufwiesen.
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Abbildung 46: Untersuchungen von Ligand 1 mittels DLS auf Mizellbildung. Aufgetragen ist der mittels DLS bestimmte
hydrodynamische Radius gegen die Mehrfachmessungen im zeitlichen Verlauf. a) Fir die Untersuchung wurde Ligand 1 in
dPBS geldst, so dass er in einer Konzentration von 312 puM vorlag. Ein Teil der Lésung wurde abgenommen und direkt
untersucht. In dem Spektrogramm waren deutlich Teilchen mit einer homogenen GroRenverteilung um 100 nm zu
beobachten. b) Um auszuschlielRen, dass es sich um Staubpartikel handelte, wurde ein Teil der L6sung 30 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert, etwas aus der obersten Flissigkeitsschicht abgenommen und direkt vermessen. Hier war eine
deutliche Abnahme von TeilchengréRe und Abundanz zu erkennen. ¢) Diese Lésung wurde anschlieend 7 h ruhen gelassen
und erneut vermessen. Die Bildung von Teilchen mit homogener GroRenverteilung um 75 nm war zu beobachten. d) Die
Lésung aus a) wurde 1:1 verdiinnt und erneut vermessen. Auch bei einer Konzentration von 156 uM waren deutlich Teilchen

bei einer etwas geringeren GrofRe als in a) zu erkennen.

Mit Hilfe der DLS Messung konnte eine Mizellbildung eindeutig nachgewiesen werden. Bei einer
Konzentration von 312 pM zeigten sich kurz nach dem Losen Teilchen mit einer homogenen
Grolenverteilung um 100 nm. Auch eine Verdiinnung dieser Losung um die Halfte zeigte deutlich
Mizellen mit einer etwas geringeren GrofRe. Nach Zentrifugation waren weniger Mizellen zu
beobachten, bildeten sich nach einiger Zeit erneut. Durch die Zentrifugation und Neubildung konnte
eine Verfalschung der Messung durch Kontaminanten ausgeschlossen werden. Des Weiteren sprach
die homogene GroRenverteilung bei der direkten Messung gegen einen Ursprung der beobachteten
Messergebnisse durch zum Beispiel Staubpartikel. Die Mizellbildung ist insofern problematisch, da
die Ligandldsung zwar vor der Untersuchung mit dem Protein sonifiziert und Mizellen somit zerstort
werden konnen, zusammen mit dem Protein jedoch ist dies im Verlauf der Messung nicht mehr

moglich.
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Fir die Untersuchung der inhibitorischen Konstante wurden folglich nur die Werte bis einschlieBlich
150 uM bericksichtigt. In Abbildung 47 sind die normierten STD-Prozente gegen die Konzentration
von 1 aufgetragen. Es ist gut zu erkennen, dass fiir alle Protonen des Neu5Aco2Me eine klare

Abhangigkeit zwischen dem beobachteten STD-Effekt und der Konzentration von 1 besteht.
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Abbildung 47: Auftragung der normierten STD% der Protonensignale des vorgelegten Kompetitors NeuSAca2Me gegen die
Konzentration von Ligand 1. Es lasst sich eine eindeutige Korrelation zwischen der Abnahme der STD-Signale des
Kompetitors und der Konzentration von 1 erkennen.

Eine Anpassung an das one site competition Modell konnte fiir die Datenpunkte der Konzentrationen
bis einschlieflich 150 uM durchgefihrt werden. Der 1Cso-Wert war fiir alle bestimmten Signale
unabhéngig gegenuber der Lage des virtuellen Nullpunktes. In Abbildung 48 sind exemplarisch die
Anpassungen gezeigt, fiir die der niedrigste K, und ein sehr guter Chi?.s-Wert erhalten wurden.
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Abbildung 48: Anpassung der aus der kompetitiven Titration von 1 gegen den vorgelegten Kompetitor Neu5Aco2Me
erhaltenen Daten fiir die Protonen H-3eq (links) und H-7 (rechts) an das one site competition Modell. Aufgetragen wurden
die absoluten STD% der Protonensignale des Kompetitors gegen den dekadischen Logarithmus der Konzentration von 1.
Virtuelle Nullpunkte wurden bei -1 gesetzt. Beide Funktionen liefern auf Grund der ausgewogenen Datenverteilung entlang

des fits unabhangig ihres Chi?.-Wertes belastbare Daten zur Berechnung der inhibitorischen Konstante.
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Trotz der Trunkierung des Datensatzes zeigen die gemessenen Datenpunkte eine gute Verteilung
entlang des fits. Die Statistikparameter der anderen Protonensignale sind gut bis sehr gut. In Tabelle
13 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 13: Zusammenfassung der bei der Analyse von 1 nach dem one site competition Modell erhaltenen Ergebnisse fiir

die einzelnen Signale des NeuSAco2Me. Angegeben sind die K- und als Statistikparameter die ChiZ.q-Werte. Lediglich fiir
die Methylsignale des Aglycons und der NHAc Funktion konnte eine erfolgreiche Anpassung nicht durchgefiihrt werden.

Signal | H-8, H-9a H-5 H-4, H-6 H-9b H-7 H-3eq H-3ax Mittelwert

Ki[uM] | 79+63 55+27 60+18 18+5 307 15+10 59+19 45 + 22

Chizred

, 2.6 4.5 1.2 15 4.1 12.6 11.2
[*107]

Die fur Ligand 1 bestimmten K;-Werte der einzelnen Protonen des Kompetitors liegen zwischen 15
und 80 puM. Die Daten zeigen eine hohe Konsistenz, die durch eine geringe Varianz der K;-Werte,
sowie geringe Fehler belegt werden. In dem untersuchten Konzentrationsbereich konnte eine eindeutig

kompetitive Wechselwirkung beobachtet werden. Der fiir Ligand 1 gemittelte K;-Wert betragt 45 uM.

3.7.1.6  Analyse der Bindung von Ligand 35 (6-10-5)

Bei der Analyse von Ligand 35 konnte fiir die Protonen H-4 — H-9 des vorgelegten Kompetitors
Neu5Aca2Me ebenfalls eine Abhéngigkeit zwischen der Abnahme der beobachteten STD-Antwort
und der Konzentration von 35 beobachtet werden (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Auftragung der normierten STD% der einzelnen Protonensignale des vorgelegten Kompetitors NeuSAca2Me
gegen die Konzentration von 35. Fir die Signale H-4 — H-9 kann eine konzentrationsabhangige Abnahme der STD Antwort

beobachtet werden. Dies ist fir die Methylgruppen der NHAc Funktion und des Aglycons, sowie fir die Protonen an C-3
nicht der Fall.

Eine Anpassung an das one site competition Modell konnte fiir diese Signale erfolgreich durchgefuhrt

werden. Dabei war der bestimmte 1Cs,-Wert stabil gegenuiber der Lage des virtuellen Nullpunktes. In
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Abbildung 50 sind exemplarisch die Anpassungen gezeigt, fiir die der niedrigste und der hichste K;

bestimmt wurden.
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Abbildung 50: Anpassung der aus der kompetitiven Titration von 35 gegen den vorgelegten Kompetitor Neu5Aca2Me
erhaltenen Daten fiir die Protonen H-4, H-6 (links) und H-7 (rechts) an das one site competition Modell. Aufgetragen wurden
die absoluten STD% der Protonen des Kompetitors gegen den dekadischen Logarithmus der Konzentration von 35. Virtuelle
Nullpunkte wurden bei -1 gesetzt. Fir das Signal des H-7 zeigen die Datenpunkte eine gute Verteilung entlang des fits und es
wurde hierfiir der niedrigste K, bestimmt. Die groBte Ubereinstimmung der Datenpunkte mit dem fit zeigt sich bei den
Signalen fur H-4 und H-6.

Die Kurven zeigen eine befriedigende Verteilung der Datenpunkte entlang des fits. Auch wenn hier
nicht fur alle Signale eine Anpassung an das one site competition Modell erfolgreich durchgefihrt
werden konnte, sind die bestimmten Werte belastbar. Die Ergebnisse der Anpassung sind in Tabelle

14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Zusammenfassung der bei der Analyse von 35 nach dem one site competition Modell erhaltenen Ergebnisse fir
die einzelnen Signale von Neu5Aca2Me. Angegeben sind die K- und als Statistikparameter die Chi%.s-Werte. Fir die
Methylsignale der NHAc Funktion und des Aglycons, sowie fiir die Protonen an C-3 konnte keine Anpassung an das one site
competition Modell erfolgreich durchgefiihrt werden.

Signal H-8, H-9a H-5 H-4, H-6 H9b H-7 Mittelwert
Ki [UM] 96 + 48 120 + 66 151 + 49 107 £107 69+32 109 + 27
Chi%eg [*107] 4.6 8.8 0.9 6.7 8.5

Fir Ligand 35 konnte ein kompetitives Verhalten in dem untersuchten Konzentrationsbereich
beobachtet werden. Die K;-Werte wurden zwischen 70 und 150 uM bestimmt. Fir die H-3 Protonen,
sowie fir das Methylsignal des Aglycons und der NHAc Funktion konnte eine Anpassung an das one

site competition Modell nicht erfolgreich durchgefihrt werden.
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3.7.1.7 Analyse der Bindung von Ligand 36 (6-11-5)

Die Analyse der Bindung von Ligand 36 an H5 ist analog der Auswertung von Ligand 33. Fiir einige
Signale konnte eine Anpassung an das one site competition Modell erfolgreich durchgefiihrt werden.
Exemplarisch ist dies in Abbildung 51 fiir das H-4, H-6 des Kompetitors gezeigt. In Tabelle 15 sind
die Ergebnisse fur die Signale zusammengefasst, fiir die eine Anpassung erfolgreich durchgefiihrt und
ein gegen Verschiebung des virtuellen Nullpunktes stabiler 1Cso-Wert erhalten werden konnte.
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Abbildung 51: Links: Auftragung der normierten STD% des H-7 des vorgelegten Kompetitors NeuSAca2Me gegen die
Konzentration des Liganden 36 mit Trendlinie. Aus dem Kurvenverlauf geht kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Konzentration von 36 und der Intensitdt der gemessenen STD% hervor, da der Kurvenverlauf von nur 2 Messpunkten mit
nicht kontinuierlichem Verlauf bestimmt ist. Rechts: Auftragung der absoluten STD% gegen die logarithmische
Konzentration von 36. Die Daten wurden dem one site competition Modell angepasst und der 1Cso-Wert bestimmt, der mit
Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung in den K, umgerechnet wurde. Der virtuelle Nullpunkt wurde bei -1 gesetzt. Der

bestimmte 1Cso-Wert ist gegentiber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil.

Tabelle 15: Zusammenfassung der bei der Analyse von 36 nach dem one site competition Modell erhaltenen Ergebnisse fiir
die einzelnen Signale von Neu5Aca2Me. Angegeben sind die K- und als Statistikparameter die Chi%g-Werte. Fir die
Ubrigen Signale konnten eine Anpassung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Signal H-5 H-4, H-6 H9b H-7 H-3eq
K, [uM] 885+1531  327+110  301+302 98+68  130+103
Chi%eq [*107] 6.2 0.2 1.9 6.6 6.2

Trotzdem eine Anpassung an das one site competition Modell fiir einige Signale durchgefihrt werden
konnte, ist auf Grund der méRigen Verteilung der Datenpunkte entlang des fits, der Varianz der
bestimmten K,-Werte und der grolRen Fehler in dem untersuchten Konzentrationsbereich nicht von

einer kompetitiven Wechselwirkung auszugehen.
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3.7.1.8 Untersuchung des Einflusses der Multivalenz

Um den Einfluss des multivalenten Effekts gegentiber dem Einfluss neu eingefuhrter, elektrostatischer
Wechselwirkung besser quantifizieren zu kénnen, wurde ausgehend von Verbindung 21 ein einzelner
Arm des Liganden 1 dargestellt (Abbildung 52) und beziiglich seines inhibitorischen Potentials zum

H5 untersucht.

Aco  §AC CO,Me
wo/\/\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-OH
AcHN

AcO
21
i. NaOMe, MeOH
pH9.5,4 h, RT
ii. aq. NaOH
pH 10.5, 16 h, RT
59% Uber 2 Stufen
HO oH CO,H
HO! ™ 0 ~_~_CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH
AcHN O
HO

38

Abbildung 52: Darstellung von Verbindung 38 ausgehend von 21 in zwei Stufen. Verbindung 38 entspricht einem Arm von
Ligand 1. Die Reaktion konnte mit einer Ausbeute von 59% Uiber zwei Stufen erfolgreich durchgefiihrt werden.

Die fur die STD-Titration gewahlten Bedingungen waren denen von 1 analog ([K], = 20 mM,
[Plo=2.7 uM, r = 91%, [L] = O bis 390 uM), wobei etwas héhere Ligandkonzentrationen vermessen
wurden. Die Analyse der Bindung gestaltete sich analog zu der Auswertung von 33. Eine schwache,
konzentrationsabhéngige Abnahme der STD Antwort konnte fur die Protonen H-5 bis H-9 beobachtet
werden. In Abbildung 53 ist die Auftragung der normierten STD-Prozent gegen die Konzentration von
38 (links) und die logarithmische Anpassung an das one site competition Modell (rechts) fiir das
Protonenpaar H-4, H-6 gezeigt. In Tabelle 16 sind die Ergebnisse fir die Signale zusammengefasst,
flir die eine Anpassung an das one site competition Modell erfolgreich durchgefiihrt und ein gegen

Verschiebung des virtuellen Nullpunktes stabiler 1Cso-Wert erhalten wurde.
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Abbildung 53: Links: Auftragung der normierten STD% der Protonen H-4, H-6 des vorgelegten Kompetitors Neu5Aca2Me
gegen die Konzentration des Liganden 38. Aus dem Kurvenverlauf geht kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Konzentration von 38 und der Intensitat der gemessenen STD% hervor. Rechts: Auftragung der absoluten STD% gegen die
logarithmische Konzentration von 38. Die Daten wurden dem one site competition Modell angepasst und der 1Cso-Wert
bestimmt, der mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung in den K; umgerechnet wurde. Der virtuelle Nullpunkt wurde bei -1
gesetzt. Der bestimmte 1Cso-Wert ist gegeniiber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil.

Tabelle 16: Zusammenfassung der bei der Analyse von 38 nach dem one site competition Modell erhaltenen Ergebnisse.
Angegeben sind die K,-Werte und als Statistikparameter ChiZ.q. Fiir die Protonen des C-3, sowie fiir die NHAc Funktion
konnte eine Anpassung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Signal H-8, H-9a H-5 H-4, H-6 H9b H-7 Mittelwert

K [uM] 441 +398 784 + 353 486 + 346 274+£214 201 +111 437 + 202

Chi’eq [*107] 1.2 0.2 0.6 2.3 1.8

Auf Grund der geringen Datenverteilung entlang des fits und der Trendanalyse konnte in dem

untersuchten Konzentrationsbereich keine kompetitive Wechselwirkung eindeutig festgestellt werden.

3.7.1.9 Diskussion der kompetitiven STD Ergebnisse

In den kompetitiven STD-NMR-Experimenten konnte fir die Liganden 33, 34, 36 sowie fur die
Verbindung 38, die das monovalente Fragment von 1 ist, in dem untersuchten Konzentrationsbereich
keine kompetitive Wechselwirkung festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die Affinitat der Liganden
zu H5 zu gering ist, um eine Verdrangung des Kompetitors in dem untersuchten
Konzentrationsbereich beobachten zu kdnnen. Eine Titration mit hoheren Konzentrationen wurde
nicht vorgenommen, da die angestrebte, deutliche Steigerung der Affinitat zu H5 im Vergleich mit

Neu5Aco2Me fiir diese Liganden nicht erzielt wurde. Eine Angleichung der Ligandkonzentration an
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die Kompetitorkonzentration hatte zudem Schwierigkeiten mit sich gebracht, da eine Bestimmung auf
das Alleinstellungsmerkmal des Kompetitors, der Methylgruppe des Aglycons, hétte erfolgen missen.
Wie aus den vorausgegangenen Kapiteln hervorgeht, I&sst sich auf die -OMe Gruppe der K-Wert nicht
verlasslich bestimmen. Fur die dbrigen Signale ist bei Angleich der Konzentrationen bei der
Zuordnung und der Quantifizierung einer beobachteten STD-Antwort auf Grund des nicht zu

differenzierenden Ursprungs mit groRen Schwierigkeiten zu rechnen.

Fur die Liganden 1 und 35 konnte in dem untersuchten Konzentrationsbereich eindeutig eine
kompetitive Wechselwirkung zu H5 beobachtet werden. Der gemittelte K,-Wert wurde fur 1 zu 45 pM
und fir 35 zu 109 puM bestimmt. Fur Ligand 1 konnte bei weniger als 1/100 der Konzentration des
vorgelegten Kompetitors eine Verdrdngung des Neu5Aca2Me beobachtet werden. Daraus geht eine
deutliche Steigerung der Affinitat, beziehungsweise Aviditdt, im Vergleich zu dem monovalenten
NeuSAca2Me hervor. Dass der Ursprung dieser Steigerung auf neu eingefuhrte Strukturmotive und
damit auf elektrostatische Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist, konnte durch die Untersuchung des
monovalenten Liganden 38 ausgeschlossen werden. Dieser zeigte in dem untersuchten
Konzentrationsbereich bis 500 uM keine kompetitive Wechselwirkung, wohingegen 1 bereits bei
Konzentrationen bis 150 uM eindeutig kompetitiv interagierte. Im Vergleich dazu fiel fur Ligand 35
die Starke der Kompetition geringer aus. Dies kdnnte aus einer fur die Interaktion unglnstigeren

raumlichen Anordnung resultieren, die zu héheren Entropieverlusten bei der Bindung fiihrt.

Die hier gefundenen Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit den Ergebnissen aus dem molecular
modellings. Aus dem Vergleich von 1 mit Verbindung 33 geht eine tragende Rolle der der core-
Struktur proximalen Alkylkettenlange hervor. Eine Verkirzung um zwei C-Atome scheint
multivalente Effekte weitestgehend zu unterbinden und kann auch nicht durch Ersatz einer
Aminosaure und der damit einhergehenden Verlangerung um drei Atomléngen wie in Verbindung 34
kompensiert werden. Dies verdeutlicht die Sensitivitat der multivalenten Wechselwirkung beziiglich

der rdumlichen Anordnung des Liganden.

Uber den Grad der Valenz, beziehungsweise um welchen Faktor die Affinitat durch Multivalenz
gesteigert werden konnte, kann durch die indirekte Messung als kompetitive Titration keine eindeutige
Aussage getroffen werden. Das fur die beobachtbare Verdrdngung bendtigte Verhéltnis von
Kompetitor zu Ligand legt jedoch nahe, dass die beobachtete Steigerung eher der einer bivalenten
Wechselwirkung entspricht. Hier wére im Idealfall von einer Steigerung der Affinitdt um den Faktor
1000 auszugehen. Dieses muss mit Hilfe anderer analytischer Verfahren geprift werden. Da die Lénge
der Alkylketten relativ zu der Lange des peptidischen Linkers einen dominanten Einfluss zu haben
scheint, ist nicht auszuschliel3en, dass hier durch Verlangerung einiger weniger C-Atome der trivalente
Bindungsmodus erreicht werden kann. Auch die Inkorporation einer peptidomimetischen Struktur, die

die Flexibilitat der Linker erhoht, kdnnte den trivalenten Bindungsmodus begtinstigen.
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3.7.2 SPR-Experimente

Um die aus den kompetitiven STD-NMR Studien erhaltenen Ergebnisse weiter zu stiitzen, wurde die
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) als zweites analytisches Verfahren zur Bestimmung der
Bindungseigenschaften gewahlt. Die SPR hat den Vorteil, sehr starke Wechselwirkungen untersuchen
zu konnen. Die Messung findet in einem strdmendem Messsystem statt, was einem biologisch

relevantem System n&her kommt als ein statisches.

Fir die Untersuchung der Bindungseigenschaften wurde H5 auf CM5 Chips der Firma Biacore unter
Standardbedingungen mit EDC/NHS bei einer Flussrate von 5 puL/min gekuppelt. Ein capping mit
Ethanolamin nach ausreichender Proteinimmobilisierung wurde bei gleicher Flussrate wahrend 10 min
durchgefuhrt. Fir die Immobilisierung des H5 wurde der pl aus der Proteinsequenz Software-gestitzt
berechnet und zu 5.8 bestimmt!**). Das Protein wurde in Maleat-Puffer (pH 5.5) dialysiert und auf
eine Konzentration von etwa 0.005 mg/mL eingestellt. Jedes H5 Monomer verfiigt (ber 24 Lysine,
von denen sich drei in unmittelbarer Nahe der Bindungstasche befinden. Fiir eine optimale Aktivitat
des Proteins wurde dem Immobilisierungspuffer daher 20 mM NeuS5Aca2Me als bekanntem Binder

beigesetzt, um eine Bindung Uber ein der Bindungstasche proximales Lysin zu unterdriicken.

Als Laufpuffer diente kommerziell bezogener HBS-Puffer mit 3 mM EDTA und 0.05% Surfactant
P20 als Additive (HBS-EP). Zur Aquilibrierung des Systems wurden zwei startup cycles den
Messreihen voran gestellt. Die Messungen selber erfolgten bei einer Flussrate von 10 pL/min und
ohne Regeneration. Die Kontaktzeit betrug 120 s und die Dissoziationszeit 600 s. Vor jeder
Immobilisierung wurde neben einem ,,desorb“ Reinigungsprozess auch der umfangreichere ,,super
clean® Reinigungsprozess durchgefiihrt, was sich positiv auf die erhaltenen Messkurven auswirkte.
Auf Grund der kurzen Halbwertszeit des Proteins auf dem Chip erfolgten die Messungen auf
verschiedenen Chips. Welcher Ligand bei welcher Proteinimmobilisierung untersucht wurde, findet
sich in Kapitel 6.4.

Die Bestimmung der Bindungseigenschaften mittels SPR kann kinetisch in einer Einpunktmessung
erfolgen oder thermodynamisch mittels einer Titrationsreihe. Fir die hier angestellten Untersuchungen
wurden Titrationsreihen aufgenommen, die thermodynamisch ausgewertet wurden. Eine kinetische
Analyse der einzelnen Titrationspunkte wurde ebenfalls durchgefiihrt. Die bendétigte Flussrate von
10 pL/min ist fir eine kinetische Analyse etwas zu niedrig, da hier Massentransporteffekte (mass
transfer limitation, MTL) zu tragen kommen und die Assoziationskonstante k,, verfélschen kénnen.
Eine thermodynamische Analyse ist gegenuiber niedrigen Flussraten stabil. Kritisch fiir eine kinetische
Analyse ist auch die multivalente Natur des untersuchten Systems, da der Erhalt verlasslicher,
kinetischer Daten auf monovalente Systeme beschrankt ist. Die kinetische Auswertung wird hier als

Ergénzung der thermodynamischen Daten aufgefuhrt.
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3.7.2.1 Methodenentwicklung fiir die SPR Messungen

Die Untersuchung mittels SPR brachte unerwartet viele Schwierigkeiten mit sich, deren Ursachen
nicht eindeutig geklart werden konnten. Dazu gehorte ein unsteter Verlauf der Bindungskurven,
ungenugende RU-Antworten, sowie eine massive Abnahme der Signalintensitat im Verlauf der
Analyse mehrerer Messreihen. Des Weiteren konnte bei héheren Konzentrationen immer wieder ein
sprunghafter Abfall der RU-Antwort beobachtet werden. In der Literatur sind SPR-Messungen mit

Influenza Hamagglutininen zwar beschrieben!*%*34

, doch nur in einer Literaturstelle wurde das
Hamagglutinin auf dem Chip immobilisiert™. Hier wurden Seren, das heift Antikdrper mit hoher
Masse, in einer kompetitiven Studie mit ganzen Viren untersucht. Dies gewéhrleistete eine hohe RU

Antwort.

Die Immobilisierung des Proteins verlief auch bei kurzer Kontaktzeit mit hohen RU-Werten. Bereits
verwendetes und dialysiertes Protein konnte unter ansonsten analogen Bedingungen nur bei deutlich
langeren Kontaktzeiten mit deutlich niedrigeren RU-Werten immobilisiert werden. Die Ursache

hierfur bleibt unklar.

Ein einmal immobilisierter Chip verfligte Uber eine begrenzte Halbwertszeit von circa 4-6 h. Im
Verlauf einer Messreihe konnte eine kontinuierliche Abnahme der RU-Antwort beobachtet werden,
die dazu fihrte, dass nach 30-40 Messungen die erhaltenen Kurven auf Grund eines zu schlechten
Signal-zu-Rausch Verhéltnisses nicht mehr interpretierbar waren. Dies konnte ebenfalls durch
Vergleich des theoretischen RU..-Wertes mit dem bestimmten RU..-Wert beobachtet werden.
Wurden zu Beginn einer Messung, bestehend aus mehreren Titrationsreihen verschiedener Liganden,
circa 50% des theoretischen RU.x erreicht, nahm dieses Verhdltnis im Lauf der Messung
kontinuierlich ab. Dieser Prozess trat auch auf, wenn auf eine Regeneration verzichtet wurde und
schien sogar durch die bei Nilsson et al. beschriebenen Regenerationsbedingungen beschleunigt zu

werden™,

Verschiedene Flussraten von 5 pL/min bis 30 pL/min wurden auf ihre Eignung hin untersucht. Dabei
zeigte die Flussrate von 10 pL/min die besten Ergebnisse, wohingegen sich héhere Flussraten duRerst
unginstig auf die Halbwertszeit des Proteins auf dem Chip auswirkten. Hohe Flussraten zeigten sich
fir die Untersuchung der trivalenten Liganden selbst bei einem frisch immobilisierten Chip als
ungeeignet, wohingegen NeuS5Aca2Me bei 30 pL/min erfolgreich analysiert werden konnte. Diese
Beobachtungen flihrten zu der Annahme, dass sich die Monomere voneinander scheren, so dass mit
den Messungen direkt nach der Immobilisierung begonnen wurde. Einen positiven Einfluss auf die
Messungen hatte eine erneute Injektion von EDC/NHS nach der Immobilisierung des Proteins und vor

dem capping mit Ethanolamin. Dies verbesserte zwar nicht die Halbwertszeit des Chips, fuhrte aber zu
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hoheren Signalantworten. Auf ein primen des Chips wurde verzichtet, da hier Laufpuffer mit hoher

Flussrate uber den Chip geleitet wird.

Da die Absolutwerte der response units der Basislinie zu Beginn einer jeden Messung kontinuierlich
fielen, wurde eine unvollstdndige Dissoziation des Liganden vom Protein ausgeschlossen. Dies wurde
durch eine qualitative Analyse der Dissoziationsphase gestitzt, da hier der vor Injektion des Liganden
bestimmte Wert schnell wieder erreicht und im weiteren Verlauf unterschritten wurde. Da die baseline
response nicht im gleichen Umfang wie das Signal-zu-Rausch Verhéltnis abnahm, ist eine
Uberlagerung der Effekte, Scheren von Monomereinheiten des Proteins vom Chip und unvollstandige
Dissoziation der Liganden, nicht auszuschlieRen.

Die immer wieder beobachtete sprunghafte Abnahme der RU-Antwort bei hoheren Ligand-
konzentrationen schien auf eine Mizellbildung bei ldngerem Stehen der Liganden in Lésung
zuriickzufiihren zu sein und konnte durch ein Lésen der Liganden unmittelbar vor der Messung mit

anschlieRender Sonifikation der Lésungen unterbunden werden.

3.7.2.2 Validierung des SPR Systems mit NeuSAca2Me (39)

Auf Grund der kurzen Halbwertszeit des Proteins auf dem Chip wurde nicht jedem Messzyklus eine
Messreihe mit einem bekanntem Binder wie dem Neu5Aco2Me voran und hintendran gestellt.
Stattdessen wurde fiir die spateren Messungen unter analogen Bedingungen ein Machbarkeitsnachweis
mit Neu5Aco2Me (39) durchgefuhrt. Die Sensorgramme, sowie die Anpassung an das one site binding
Modell sind in Abbildung 54 gezeigt.

K, 1690 £626 uM -

RU__ 19+4RU
R° 093

response unit [RU]
response unit [RU]

T T T T T T T T T
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700
Zeit [s] c (39) [uM]

Abbildung 54: Darstellung der bei der Analyse von Neu5Aca2Me erhaltenen Sensorgramme (links) und der Anpassung der
Datenpunkte an das one site binding Modell (rechts). Der RU . von 19 RU ist in guter Ubereinstimmung mit dem
theoretischen RUp., von 21 RU. Der Ky von 1.8 mM stimmt gut mit den Werten aus den STD-NMR-Experimenten, sowie
mit den Literaturwerten tiberein.
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In den Sensorgrammen l&sst sich der blockartige Verlauf, der fir schwache Wechselwirkungen mit
schnellen Kinetiken charakteristisch ist, erkennen. Bei den Messungen wurde der RUy.-Wert zu
19 + 4 RU bestimmt und stimmt mit dem theoretischen RU,.x von 21 gut iberein. Der bestimmte Kp-
Wert stimmt sowohl mit dem fir eine Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkung erwarteten Wert im
niedrig millimolaren Bereich, als auch mit dem durch STD-NMR-Spektroskopie bestimmten Wert von
1.9 mM Uberein. Somit eignen sich die verwendeten MelRparameter fiir die Analyse des untersuchten
Systems.

In Abbildung 55 ist exemplarisch die Anpassung an die Langmuir-lsotherme gezeigt, die bei der
kinetischen Auswertung der Konzentration von 2400 uM erhalten wurde.

k, 6.7 [1/Ms]
k, 0.0032[1/s]
K, 434uM

Chi’ 0.223

Response [RU]
o

T T 1
0 200 400
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Abbildung 55: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 39 bei einer Konzentration von 2400 pM. Der bestimmte Kp
liegt mit 400 uM etwa viermal niedriger als der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 1700 pM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse fur die einzelnen Konzentrationen sind in Tabelle 17

zusammengefasst.

Tabelle 17: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 39 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ks wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante ko,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Ky wurde durch Division

von Ky durch kg, erhalten.

c[UM] | Kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [5] Koit [1/5] toir [S] Ko [UM] Chi?
150 59 0.0125 80.22 0.0018 550.36 31 0.0780
150 108 0.0204 48.92 0.0023 431.97 21 0.0836
300 30 0.0098 102.12 0.0046 215.84 156 0.0679
600 19 0.0064 156.78 0.0033 304.14 176 0.0848
600 19 0.0063 158.81 0.0030 336.36 158 0.2230
1200 12 0.0053 187.29 0.0033 301.93 283 0.1430
2400 7 0.0032 312.89 0.0032 312.89 434 0.2230
Mittelwert 36 0.0091 149.58 0.0031 350.50 180
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Die kinetische Analyse ergab eine niedrigere Dissoziationskonstante als die thermodynamische
Analyse. Ob die zweite Neuraminsaurebindungstasche am Ubergang der beiden Untereinheiten des
Hamagglutinin, fiir die eine etwa Faktor 4 niedrigere Affinitit zu NeuSAco2Me im Vergleich zu der
primaren CRD postuliert wird, Einfluss auf die kinetische Analyse hat, ist unklar™. Bei hoheren
Konzentrationen von 39 néherte sich der Kp-Wert dem der thermodynamischen Analyse an. Die
abweichenden Werte der kinetischen Analyse kdnnen auf die Schwierigkeiten hindeuten, die bei der
kinetischen Analyse Kkleiner Liganden bei niedriger Flussrate entstehen. Hier liefert die
thermodynamische Analyse verlasslichere Ergebnisse. Die Werte fiir on- und off rate dienen fiir die im
Folgenden bestimmten Kinetikparameter als Bezugsgrofe.

3.7.2.3 SPR Analyse der Bindung von Ligand 33 (4-9-5) an H5

Die Untersuchung des Liganden 33 erfolgte zweifach in einem Konzentrationsbereich zwischen
0.0375-24 uM. Fur die hochste Konzentration wurde eine unspezifische Wechselwirkung beobachtet.
Diese wurde fiir die Auswertung nicht berlicksichtigt. In Abbildung 56 sind die Sensorgramme (links)
und die Anpassung an das one site binding Modell (rechts) gezeigt.
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Abbildung 56: Darstellung der bei der Analyse von 33 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehérigen Anpassung
an das one site binding Modell (rechts). Der RU,.x wurde zu 9 RU bestimmt. Der theoretische RU . liegt hier bei etwa 90.
Das Signal-zu-Rausch Verhaltnis erlaubte dennoch eine Auswertung der Daten. Der Ky wurde bei einem R%Wert von 0.91
ZU 2 UM bestimmt.

Die Analyse der Bindung von Ligand 33 ergab einen Ky von 1.9 + 0.6 uM bei einem guten R*Wert
von 0.91. Die Auswertung der Daten ergab weiter, dass der bestimmte RUp,« bei nur etwa zehn
Prozent des theoretischen RU.x-Wertes liegt. Dies bedeutet, dass zum Zeitpunkt der Datenakquisition
nur zehn Prozent des immobilisierten Proteins als aktives Trimer vorlagen. Dennoch liel} das
beobachtete Signal-zu-Rausch Verhéltnis eine Auswertung zu. Der bestimmte Ky konnte in einer

weiteren Titrationsreihe bestétigt werden.
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In Abbildung 57 ist exemplarisch die Anpassung an die Langmuir-lsotherme gezeigt, die bei der

kinetischen Auswertung der Konzentration von 6 uM erhalten wurde.

kon 4557 [1/Ms]
koff 0.0097 [1/s]
Kp 39uM
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Abbildung 57: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 33 bei einer Konzentration von 6 uM. Der bestimmte Ky, liegt
mit 3.9 uM in der gleichen GréRenordnung wie der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 1.9 pM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse fur die einzelnen Konzentrationen sind in Tabelle 18
zusammengefasst. Eine Anpassung an die Langmuir-Gleichung war nicht fiir alle Konzentrationen
moglich.

Tabelle 18: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 33 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ko, wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Ky wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | Kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi?
0.375 4057 0.022 46.44 0.020 49.97 4.9 0.0663
3 4204 0.024 42.38 0.011 91.07 2.6 0.0822
6 2512 0.025 40.27 0.010 102.47 3.9 0.127
12 1126 0.023 44.33 0.009 110.53 8.0 0.104
Mittelwert 2975 0.023 43.36 0.012 88.51 4.8

Die kinetische Analyse bestétigt die aus der thermodynamischen Analyse erhaltenen Kp-Werte im
niedrig mikromolaren Bereich. Dabei zeigt der Ligand 33 verglichen mit 39 eine schnelle
Assoziations- und Dissoziationsrate. Dies ist ungewohnlich, da fir den Fall einer multivalenten
Wechselwirkung ein k,, in der GréRenordnung des k., von 39 (36 1/Ms) und ein deutlich langsamerer
Kort (0.0031 1/s) erwartet wurde.
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3.7.2.4 SPR Analyse der Bindung von Ligand 34 (4-10-5) an H5

Die Untersuchung von 34 erfolgte zweifach in einem Konzentrationsbereich zwischen 0.0375-24 uM.
Fur die hochste Konzentration wurde auch hier eine unspezifische Wechselwirkung beobachtet. Diese
wurde fir die Auswertung nicht bertcksichtigt. In Abbildung 58 sind die Sensorgramme und die
Anpassung an das one site binding Modell gezeigt, die bei der Analyse von 34 erhalten wurden.

—0.0375 uM 14 K 2.1+05puM =
—— 0.375uM o —
—— 0.375uM RU . 16+1RU
0.75 uM 21 R 096 “a
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Abbildung 58: Darstellung der bei der Analyse von 34 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehdrigen Anpassung
an das one site binding Modell (rechts). Der bestimmte RU, betragt etwa 20% des theoretischen RU.,-Wertes. Das gute
Signal-zu-Rausch Verhaltnis erlaubte eine Auswertung der akquirierten Daten. Der Kp wurde bei gutem R2-Wert von 0.96 zu
2 UM bestimmt.

Die Daten lielen sich gut an das one site binding Modell anpassen, auch wenn der bestimmte RU jax-
Wert bei nur 20% des erwarteten RU.-Wertes liegt. Dennoch wiesen die Sensorgramme ein gutes
Signal-zu-Rausch Verhéltnis auf. Der bestimmte Kp von 2.1 + 0.5 uM konnte in einer weiteren
Titrationsreihe bestatigt werden.

In Abbildung 59 ist exemplarisch die Anpassung an die Langmuir-Isotherme gezeigt, die bei der
kinetischen Auswertung der Konzentration von 12 uM erhalten wurde.

kon 1788 [1/Ms]
81 koff  0.0107 [1/s]
. 61 Kp 6.0uM
2 . 2 0676
& °] T
2
-4 + t + t + + t t + {
-30 13 56 99 142 185 228 2M 314 357 400

Zeit [s]

Abbildung 59: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 34 bei einer Konzentration von 12 pM. Der bestimmte Kp

liegt mit 6.0 pM in der gleichen GréRenordnung wie der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 2.1 pM.
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Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht fir alle Konzentrationen méglich.

Tabelle 19: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 34 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ko, wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Kp wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi®
0.375 724 0.021 48.68 0.020 49.33 28 0.735
0.75 20020 0.032 30.83 0.017 57.40 0.9 0.204

1.5 8329 0.027 37.19 0.014 69.49 1.7 0.235

3 6531 0.030 32.81 0.011 91.91 1.7 0.334

12 1788 0.032 31.11 0.011 93.55 6.0 0.676
Mittelwert 7478 0.028 36.13 0.015 72.34 7.6

Die Kkinetische Analyse bestétigt weitestgehend die thermodynamische Betrachtung. Wird die
niedrigste Konzentration der kinetischen Analyse ausgelassen, stimmt der gemittelte Kp-Wert mit
2.5 UM fast perfekt mit dem Kp-Wert der thermodynamischen Analyse (iberein. Die groRe Varianz der
Werte flr die Assoziationsrate konnte auf Massentransfer-Limitierungen (MTL) zurtickzufiihren sein,
die durch die niedrige Flussrate von 10 yuL/min bedingt sind. Genau wie bei Ligand 33 ist auch hier

die schnelle Kinetik verglichen mit 39 ungewdhnlich.

3.7.25 SPR Analyse der Bindung von Ligand 1 (6-9-5) an H5

Die Untersuchung von Ligand 1 erfolgte zweifach in einem Konzentrationsbereich zwischen
0.01875-24 uM. Dabei zeigten die Konzentrationen 12 pM und 24 pM eine unspezifische
Wechselwirkung und wurden flr die Auswertung nicht beriicksichtigt. In Abbildung 60 sind die
Sensorgramme und die Anpassung an das one site binding Modell gezeigt, die bei der Analyse von 1

erhalten wurden.
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Abbildung 60: Darstellung der bei der Analyse von 1 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehdrigen Anpassung an
das one site binding Modell (rechts). Der bestimmte RU ., betrdgt etwa 30% des theoretischen RU,..,-Wertes. Das gute
Signal-zu-Rausch Verhéltnis erlaubte die Auswertung der Daten. Der K konnte mit einem geringen Fehler und gutem R%-
Wert von 0.96 zu 450 nM bestimmt werden.

Der bestimmte RU.-Wert betrdgt knapp 1/3 des theoretische RU,.x-Wertes. Die Sensorgramme
weisen dennoch ein sehr gutes Signal-zu-Rausch Verhéltnis auf und lieBen sich an das one site binding
Modell anpassen. Der Kp wurde zu 446 + 78 nM bestimmt und konnte in einer weiteren
Titrationsreihe bestétigt werden. Damit ist der fur Ligand 1 bestimmte Kp signifikant niedriger als der
der Liganden 33 und 34. Diese Beobachtung ist in guter Ubereinstimmung mit den in silico Daten und
den Ergebnissen der kompetitiven STD-Experimente.

In Abbildung 61 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 0.375 puM an die Langmuir-
Isotherme gezeigt.

kon 35650 [1/Ms]
koff 0.0174 [1/s]
0.4 UM

Response [RU]

=30 13 56 99 142 185 228 271 214 357 400
Zeit [s]

Abbildung 61: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 1 bei einer Konzentration von 0.375 pM. Der bestimmte Kp

liegt mit 0.4 pM in der gleichen GréRenordnung wie der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 0.4 pM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 20 zusammengefasst.
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Tabelle 20: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 1 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ks wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,

mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Kp wurde durch Division

von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi®
0.1875 40130 0.009 108.80 0.002 599.88 0.04 0.257
0.375 35650 0.031 32.49 0.017 57.44 0.37 0.279
0.375 53520 0.026 39.20 0.005 183.76 0.10 0.546
0.75 54640 0.096 10.47 0.055 18.34 0.99 0.323
1.5 16620 0.052 19.11 0.027 36.51 1.60 0.506

3 6825 0.044 22.98 0.023 43.40 3.40 0.567

6 3635 0.029 34.01 0.008 131.68 2.10 1.100

Mittelwert | 30146 0.041 38.15 0.020 153.00 1.23

Die kinetische Analyse ergab einen hoheren Kp als die thermodynamische. Besonders auffallig ist hier
die fir die niedrigen Konzentration sehr schnelle Assoziation und die hohe Varianz der Werte fiir
Assoziations- und Dissoziationsrate. Die beobachtete Kinetik ist deutlich schneller als die fir 39
bestimmte Kinetik. Die on rate ist dabei etwa Faktor 1000, die off rate Faktor 10 schneller. Wie
bereits beschrieben, liefert die thermodynamische Analyse bei kleinen Liganden und niedriger
Flussrate den verlasslicheren Wert fur die thermodynamische Dissoziationskonstante, der in einer
weiteren Messreihe auf einer anderen Flusszelle bestétigt werden konnte. Bei der Kinetischen Analyse
liefern Konzentrationen um den Kp normalerweise die besten k.- und k.gWerte, da gentigend Signal
zu Rausch Abstand vorhanden ist und Aggregationsphanomene und sekunddre Bindung, die bei
hoheren Konzentrationen auftreten kdnnen, keine Bedeutng haben. Bei diesen Konzentrationen findet

sich eine exzellente Ubereinstimmung der Werte von ca. 400 nM.

3.7.2.6  SPR Analyse der Bindung von Ligand 35 (6-10-5) an H5

Die Untersuchung von Ligand 35 erfolgte zweifach in einem Konzentrationsbereich zwischen
0.01875-24 uM. Auch hier zeigten die Konzentrationen 12 uM und 24 uM eine unspezifische
Wechselwirkung und wurden fir die Auswertung nicht beriicksichtigt. In Abbildung 62 sind die
Sensorgramme und die Anpassung an das one site binding Modell gezeigt, die bei der Analyse von 35

erhalten wurden.
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Abbildung 62: Darstellung der bei der Analyse von 35 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehérigen Anpassung
an das one site binding Modell (rechts). Der bestimmte RU,,,, betragt etwa 50% des theoretischen. Die Sensorgramme

weisen ein sehr gutes Signal-zu-Rausch Verhaltnis auf. Der Ky konnte bei einem gutem R?-Wert von 0.97 zu 6 iM bestimmt
werden.

Bei dieser Titrationsreine wurden etwa 50% des theoretischen RUp,-Wertes erreicht. Die
Sensorgramme weisen ein sehr gutes Signal-zu-Rausch Verhaltnis auf und lieen sich mit einem guten
R2-Wert von 0.97 dem one site binding Modell anpassen. In einer weiteren Titrationsreihe wurde der
Kp zu 1.2 + 0.3 uM. bestimmt. Die in Abbildung 62 dargestellten Sensorgramme wurden auf Grund
der besseren Ubereinstimmung mit dem theoretischen RU ya,-Werten gezeigt.

In Abbildung 63 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 3 uM an die Langmuir-
Isotherme gezeigt.

kon 3827 [1/Ms]
koff 0.0026 [1/s]
Kp 6.7uM
Chiz  1.75

Response [RU]

et trv e A o b s

-30 13 56 99 142 185 228 271 214 357 400
Zeit [s]

Abbildung 63: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 35 bei einer Konzentration von 3 pM. Der bestimmte Kp, liegt

mit 1.7 puM in der gleichen GréRenordnung wie der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht fir alle Konzentrationen méglich.
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Tabelle 21: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 35 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ks wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Kp wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi®

0.75 5142 0.039 25.73 0.035 28.56 6.8 3.17

15 3767 0.041 24.68 0.035 28.68 9.2 2.39

3 1966 0.038 26.66 0.032 31.64 16.1 2.60

3 3827 0.037 26.95 0.026 39.02 6.7 1.75

6 2434 0.038 26.17 0.024 42.35 9.7 1.89
Mittelwert 3427 0.038 26.04 0.030 34.05 9.7

Auch wenn die kinetische Analyse einen etwas héheren Kp als die thermodynamische ergab, bestétigt
sie doch den Wert im niedrig mikromolaren Bereich. Die Varianz der Werte fur off und on rate fallt
hier niedriger aus als bei den anderen Liganden. Die beobachteten Werte fur Assoziation und
Dissoziation liegen in der GroRenordnung der Liganden 33 und 34 und sind damit hoher als die des
NeuS5Aco2Me.

3.7.2.7 SPR Analyse von Ligand 36 (6-11-5)

Die Vermessung von Ligand 36 erfolgte zweifach in einem Konzentrationsbereich zwischen
0.0375-24 uM, wobei die hochste Konzentration eine unspezifische Wechselwirkung zeigte und fur
die Auswertung nicht berlcksichtigt wurde. In Abbildung 64 sind die bei der Analyse von 36
erhaltenen Sensorgramme und die dazugehorige Anpassung an das one site binding Modell gezeigt.
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Abbildung 64: Darstellung der bei der Analyse von 36 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehdrigen Anpassung
an das one site binding Modell (rechts). Der bestimmte RU ., liegt bei nur 6% des theoretischen RU .- Wertes. Das Signal-

zu-Rausch Verhaltnis ist an der Grenze fiir eine Auswertung der Daten. Der Ky konnte zu 1.3 uM bestimmt werden.
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Die rechnerische Bestimmung des RU.-Wertes aus den SPR Daten ergab nur 6% des theoretischen
RUna-Wertes. Zu Beginn der Messungen wurde auf diesem Chip knapp 50% des theoretischen
RUax-Wertes erreicht. Dieses Verhaltnis nahm kontinuierlich ab, was fir die bereits in Kapitel 3.7.2.1
beschriebene Degradation des Proteins im Verlauf der Messungen spricht. In einer weiteren
Titrationsreihe konnte die Dissoziationskonstante bestétigt werden. Die Dissoziationskonstante liegt
damit in der gleichen GréRenordnung wie die fiir 33, 34 und 35 bestimmten Kp-Werte.

In Abbildung 65 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 6 puM an die Langmuir-
Isotherme gezeigt.

kon 1162 [1/Ms]
koff 0.0060 [1/s]
Kp 5.2uM

Chi#  0.067

Response [RU]

Zeit [s]

Abbildung 65: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 36 bei einer Konzentration von 6 uM. Der bestimmte Ky, liegt
mit 5.2 uM etwas héher als der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 1.3 pM. Aufféllig ist hier die
langsame Dissoziation.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 22 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht fir alle Konzentrationen méglich.

Tabelle 22: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 36 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ko, wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Ky wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | Kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi?
0.75 5752 0.010 101.83 0.006 181.62 1.0 0.054
15 1650 0.008 118.96 0.006 168.61 3.6 0.060

3 1658 0.011 93.21 0.006 173.76 3.5 0.065

6 1162 0.013 76.80 0.006 165.34 52 0.066

12 778 0.015 66.74 0.006 177.09 7.2 0.067
Mittelwert 2200 0.011 91.51 0.006 173.28 4.1
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Auch hier bestatigte die kinetische Analyse den mittels thermodynamischer Analyse bestimmten Kp-
Werte im niedrig mikromolaren Bereich. Aufféllig ist hier die im Vergleich mit den Liganden 1 und
33-35 langsamere Dissoziationsrate, die etwa Faktor 5 niedriger ist als bei Ligand 35.

3.7.2.8 SPR Analyse der Bindung des monovalenten Fragments 38 (9-5) an H5

Fir eine Diskriminierung zwischen elektrostatischer Wechselwirkung und multivalenten Effekt wurde
wie bei den STD-NMR Messungen zuvor auch das monovalente Pendant zu 1 untersucht. Der
vermessene Konzentrationsberiech lag zwischen 0.78 — 25 uM. In Abbildung 66 sind die bei der
Analyse von 38 erhaltenen Sensorgramme, sowie die dazugehdrige Anpassung an das one site binding
Modell, gezeigt.
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Abbildung 66: Darstellung der bei der Analyse von 38 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehdérigen Anpassung
der Daten an das one site binding Modell (rechts). Der bestimmte RU.-Wert betrdgt ca. 1/3 des theoretischen RU .-
Wertes. Dennoch weisen die Kurven ein gutes Signal-zu-Rausch Verhéltnis auf. Die Dissoziationskonstante wurde zu 2.2 uM
bestimmt.

Die erhaltenen Sensorgramme zeigen ein gutes Signal-zu-Rausch Verhaltnis und die Anpassung an
das one site binding Modell konnte mit gutem R%-Wert von 0.96 erfolgreich durchgefiihrt werden. Der
bestimmte RUn.x-Wert betrégt nur 1/3 des theoretischen RU.x Wertes. Der ermittelte Kp von 2.2 uM
konnte in einer weiteren Titrationsreihen bestatigt werden.

In Abbildung 67 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 6.25 puM an die Langmuir-

Isotherme gezeigt.
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Abbildung 67: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 38 bei einer Konzentration von 6.25. Der bestimmte Ky liegt

mit 5.2 UM etwas héher als der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 2.2 uM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 23 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht flr alle Konzentrationen méglich.

Tabelle 23: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 38 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ks wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Ky wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | Kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi?
1.56 3180 0.059 17.02 0.054 18.58 17.0 0.168
3.125 3560 0.052 19.10 0.041 24.26 11.6 0.338
3.125 1509 0.047 21.42 0.042 23.83 27.8 0.397
6.25 6034 0.069 14.43 0.032 31.67 52 0.436
25 1421 0.060 16.68 0.024 40.95 17.2 0.565
Mittelwert 3141 0.057 17.73 0.039 27.86 15.8

Die kinetische Analyse ergab einen fast zehnfach héheren Ky als thermodynamische Analyse und
kénnte durch die niedrige Flussrate bedingt sein. Die Kinetikparameter kq, und ke liegen in derselben
GroRenordnung wie die der Liganden 33-35, was fir einen dhnlichen Bindungsmodus spricht. Der
mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Ky von 2 uM liegt in der GréBenordnung der Kp-
Werte der Liganden 33, 34, 35 und 36.
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3.7.2.9 SPR Analyse des derivatisierten Neuraminsaurefragments 40

Um den Einfluss der zur Neuraminséure proximalen Alkylkette auf die Bindung zu H5 zu

untersuchen, wurde das Neuraminséurefragment 40 ausgehend von 19 in vier Stufen dargestellt.

aco. Phe co,Me o) - o oM CO,H o)
—_—
AcOn /\/\)J\ e HO /\/\)L
AcHN—L#L/ "0 OH — AcAN—L#L/ "0 NH;
AcO 8% HO
19 40

Abbildung 68: Darstellung des Neuraminsaurefragments 40 ausgehend von 19 in vier Stufen in einer Gesamtausbeute von
8%. Auf Grund der basenlabilen Schutzgruppen konnte bei der Darstellung nicht der direkte Weg Uber eine aktivierte
Séurefunktion und Ammoniak gegangen werden. Stattdessen wurde 19 an ein Rink-Amid-Harz gekuppelt und anschlieRend
unter Generierung der terminalen Amidfunktion abgespalten, bevor in zwei Stufen die Schutzgruppen entfernt wurden. Die
Darstellung erfolgte, um den Einfluss der Alkylkette auf die Bindungsaffinitat zu H5 zu quantifizieren.

Verbindung 40 konnte in 4 Stufen ausgehend von 19 erfolgreich dargestellt werden. Auf Grund der
basenlabilen Schutzgruppen von 19 konnte nicht der direkte Weg zu 40 Uber eine aktivierte Saure und
Ammoniak gegangen werden. Auf Grund der kleinen AnsatzgroRe wurde sich fur das Anbringen von
19 an ein Rink Amid Harz entschieden, von dem unter Ausbildung einer terminalen Amidfunktion
unter sauren Bedingungen abgespalten wurde. AnschlieRend wurden die Schutzgruppen in zwei Stufen
hydrolysiert. Die Kupplung an das Harz konnte nur in schlechter Ausbeute durchgefiihrt werden und

erklart die schlechte Gesamtausbeute. VVon einer Optimierung der Reaktion wurde abgesehen.

In mehreren Titrationsreinen wurden Konzentrationen zwischen 3.125-500 uM vermessen. In
Abbildung 69 sind exemplarisch die bei der Analyse von 40 auf Chip 3 erhaltenen Sensorgramme und
die Anpassung an das one site binding Modell gezeigt.
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Abbildung 69: Darstellung der bei der Analyse von 40 auf Chip 3 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazu gehérigen
Anpassung der Daten an das one site binding Modell (rechts). Der Kp wurde zu 600 puM bestimmt und liegt damit um den
Faktor 3 niedriger als der fiir Neu5Aca2Me bestimmte Kp. Der bestimmte RUg, Stimmt im Rahmen seiner

Fehlergenauigkeit mit dem theoretischen RU ., von 25 gut Uberein.
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Die Analyse der Titrationsreihe ergab einen Kp von 599 UM bei einem berechneten RU ., von 29, der
im Rahmen seiner Fehlergenauigkeit mit dem theoretischen RUn von 25 ibereinstimmt. Die
Ergebnisse der Titrationen sind in Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Ubersicht der aus der Anpassung an das one site binding Modell erhaltenen Dissoziationskonstanten fiir die
Interaktion zwischen 40 und H5. Die bestimmten Kp-Werte liegen alle in der gleichen GréfRenordnung und indizieren eine

verbesserte Bindung durch Einfiihrung der Alkylkette um den Faktor 0.5-3 im Vergleich zu Neu5Aca2Me.

Chip Ko [UM] R?
1 920 + 746 0.98
2 1260 + 861 0.94
3 599 + 201 0.96
4 1050 + 858 0.97

Der Durchschnittswert fiir den Kp, fur die Bindung von 40 an H5 errechnet sich zu 960 + 280 uM. Die
geringe Varianz der berechneten Dissoziationskonstanten untereinander spricht neben den guten R*
Werten flr die Belastbarkeit der Werte. Aus den Messungen geht eine Steigerung der

Bindungsaffinitat zu H5 im Vergleich zu Neu5Aca2Me um den Faktor 2 hervor.

In Abbildung 70 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 62.5 UM an die Langmuir-

Isotherme gezeigt.

kon 19 [1/Ms]
koff 0.0081 [1/s]
Kp 419uM
Chi  0.061

Response [RU]

185
Zeit [s]

Abbildung 70: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 40 bei einer Konzentration von 62.5 pM. Der bestimmte Kp

liegt mit 419 uM niedriger als der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 960 pM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 25 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht fiir alle Konzentrationen maoglich.
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Tabelle 25: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 40 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ks wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,

mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Kp wurde durch Division

von Ky durch kg, erhalten.

¢ [uM] Kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kofr [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi®
62.5 19 0.0093 107.23 0.0081 123.23 419 0.061
125 102 0.0168 59.41 0.0041 245.04 40 0.075
250 69 0.0209 47.89 0.0036 27541 53 0.101
500 64 0.0367 27.26 0.0047 213.58 73 0.195
Mittelwert 64 0.0209 60.45 0.0051 214.31 146.25

Die kinetische Analyse ergab einen deutlich niedrigeren Kp-Wert als der mittels thermodynamischer
Analyse bestimmte Wert. Dies entspricht den fiir 39 gemachten Beobachtungen und kénnte auch hier
auf die zweite Neuraminséurebindungstasche des HA zurtickzufuhren sein. Auch die Kinetikparameter
fur kon und Ko entsprechen denen von 39 und deuten auf einen dhnlichen Bindungsmodus hin. Die
beobachtete Affinitatssteigerung von 40 zu H5 kann die niedrigen Dissoziationskonstanten, die fiir 38
beobachtet wurden, nicht allein erkléaren. In einer weiteren Titrationsreihe wurde das Peptidfragment

von 38 untersucht.

3.7.2.10 SPR Analyse des Peptidfragments 41

Da flr den monovalenten Liganden, bestehend aus dem derivatisierten Neuraminséurefragment 40 und
dem peptidischen Linker, eine Dissoziationskonstante im niedrig mikromolaren Bereich bestimmt
wurde, welche alleine durch das Neuraminsdurefragment nicht erklart werden kann, wurde der

peptidische Linker einzeln dargestellt und untersucht.

SPPS
H,N—{Cinkel—() — =, H-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-NH,
22%
41

Abbildung 71: Synthese von 41 mittels Festphasenpeptidsynthese. Die Darstellung erfolgte automatisiert an einem
mikrowellenunterstiitzten Synthesizer nach Fmoc-Strategie mit TBTU als Aktivator. Nach Reinigung mittels RP-HPLC

konnte 41 in 22% Ausbeute erhalten werden.

Das Peptidfragment 41 wurde unter Standardbedingungen mittels Festphasenpeptidsynthese an einem
mikrowellenunterstitzten Synthesizer dargestellt. Die Synthese erfolgte nach der Fmoc-Strategie mit
TBTU als Aktivator. Nach Reinigung mittels RP-HPLC konnte 41 mit 22% Ausbeute erhalten

werden.
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Fir die Titration wurden Konzentrationen zwischen 3.125-500 pM vermessen, wobei bei
Konzentrationen ab 250 uM ein deutlicher Abfall der RU Antwort beobachtet wurde. Dies ist
vermutlich auf die Ausbildung von Mizellen, wie sie auch fiir Ligand 1 beobachtet werden konnten
(Kapitel 3.7.1.5) oder einer kolloidalen Form von 41 mit veranderter Brechzahl zurtickzuftihren. Diese
Messpunkte wurden fiir die Auswertung nicht beriicksichtigt. In Abbildung 72 sind die erhaltenen
Sensorgramme und die Anpassung an das one site binding Modell gezeigt.
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Abbildung 72: Darstellung der bei der Analyse von 41 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazu gehérigen Anpassung
an das one site binding Modell (rechts). Die Sensorgramme weisen ein gutes Signal-zu-Rausch auf und die Datenpunkte
lieBen sich gut anpassen. Der Kp wurde zu 73 puM bestimmt. Ungewdhnlich fur eine Affinitdt im mittleren mikromolaren
Bereich ist der blockartige Verlauf der Sensorgramme, der fiir eine sehr schnelle Kinetik spricht.

Durch Anpassung an das one site binding Modell wurde der Ky zu 73 uM bestimmt. Auffallig ist der
blockartige Verlauf der Sensorgramme zu Beginn der Kontakt- und der Dissoziationsphase, welcher
charakteristisch fiir eine sehr schnelle Kinetik ist. Grund fiir eine schnelle Kinetik ist haufig eine fiir
die Bindung an das Protein gut geeignete Geometrie des Liganden, so dass im Bindungsfall keine
groReren konformativen Anderungen erfolgen miissen.

In Abbildung 73 ist exemplarisch die Anpassung der Konzentration von 125 yuM an die Langmuir-
Isotherme gezeigt.
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kon 390 [1/Ms]

2 koff 0.0082 [1/s]
3 Kp 20.9uM
g Chi?  0.693

L3

Zeit [s]

Abbildung 73: Exemplarisch gezeigte kinetische Analyse von 41 bei einer Konzentration von 125 uM. Der bestimmte Kp

liegt mit 21 uM in der gleichen GréRenordnung wie der mittels thermodynamischer Analyse bestimmte Wert von 44 uM.

Die Ergebnisse der kinetischen Analyse sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Eine Anpassung an die

Langmuir-Gleichung war nicht flir alle Konzentrationen méglich.

Tabelle 26: Zusammenfassung der kinetischen Analyse von 41 nach Anpassung der einzelnen Konzentrationen an die
Langmuir-Gleichung. Die beobachtete Assoziationskonstante ko, wurde durch Multiplikation der Assoziationskonstante kg,
mit der Konzentration und anschlieBender Addition der Dissoziationskonstante k. berechnet. Der Kp wurde durch Division
von Ky durch kg, erhalten.

C[UM] | kon [1/MS] | Kops [1/5] ton [S] Kot [1/5] tof [S] Ko [UM] Chi®
62.5 452 0.017 60.02 0.004 266.95 8.3 0.462
62.5 370 0.016 61.38 0.006 175.99 15.3 0.504
125 390 0.021 48.75 0.008 122.31 20.9 0.693
250 601 0.029 34.79 0.005 188.61 8.8 0.369

Mittelwert 453 0.021 51.23 0.006 188.47 13.3

Die Kkinetische Analyse ergab einen etwa Faktor 5 niedrigeren Kp-Wert als der mittels
thermodynamischer Analyse bestimmte Wert. Die bestimmten Kinetikparameter liegen in der
GroRenordnung der fur die Liganden 39 und 40 bestimmten, was unter Beriicksichtigung des
Kurvenverlaufs unerwartet ist. Hier wurde auf Grund des blockartigen Verlauf mit einer sehr schnellen
Kinetik gerechnet.
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3.7.2.11 Diskussion der SPR-Ergebnisse

Fur die Analyse der Liganden 1, 33-36 und 38-41 wurde H5 kovalent an die Carboxymethyldextran-
matrix der SPR Chips gebunden und die Liganden durch Aufnahme von Konzentrationsreihen mittels
thermodynamischer Analyse und mittels kinetischer Einpunktanalyse bezuglich ihrer Affinitat zu H5
untersucht. Fir jeden Liganden wurde eine zweite Messung durchgefihrt. In Tabelle 27 sind die

Ergebnisse der SPR-Experimente zusammengefasst.

Tabelle 27: Zusammenfassung der aus den SPR-Experimenten erhaltenen Ergebnisse fiir die Untersuchung der Bindungs-
affinitat der dargestellten Liganden zu H5. Angegeben sind hier die Mittelwerte der nach Anpassung an das one site binding
Modell erhaltenen Kp-Werte fiir die thermodynamische Analyse, sowie die Mittelwerte der Kinetikparameter der Konzen-
trationen, die nach Anpassung an die Langmuir-lsotherme erhalten wurden. Fir die Messungen wurde H5 kovalent an die
Carboxymethyldextranmatrix der SPR Chips gebunden und die Liganden in verschiedenen Konzentrationen dariiber geleitet.

Thermodyn. Kinetisch

Ligand Ko [UM] Ko [MM] | Kon [1/MS] | Kops [1/S] | ton [S] | Kot [1/5] tor [S]
39 (Neu5Aco2Me) 1690 180 36 0.0091 150 0.0031 350
33 (4-9-5) 1.9 4.9 2975 0.0231 43 0.0124 89
34 (4-10-5) 2.1 7.6 7478 0.0285 36 0.0147 72
1 (6-9-5) 0.44 1.2 30146 0.0409 38 0.0196 153
35 (6-10-5) 35 9.7 3427 0.0384 26 0.0301 34
36 (6-11-5) 13 4.1 2200 0.0114 92 0.0058 173
38 (9-5) 2.2 15.8 3141 0.0574 18 0.0386 28
40 (Neu5Ac-Alk) 960 146.3 64 0.0209 60 0.0051 214
41 (Peptid) 73 133 453 0.0206 51 0.0057 188

Die kinetische Analyse fir das beobachtete System bringt die Schwierigkeit mit sich, dass bei der flr
die Analyse benétigten Flussrate von 10 pL/min Massentransfer-Effekte und die immobilisierte
Proteinmenge Einfluss auf die Messergebnisse haben konnen. Beide Parameter konnten in dem
untersuchten System mit H5 nicht fiir eine bessere kinetische Analyse angepasst werden, da fiir eine
ausreichende Signalantwort der kleinen Liganden Proteinmengen um die 20 fmol benétigt wurden und
die niedrige Flussrate flr eine ausreichende Stabilitat und somit auch Halbwertszeit des Proteins auf
dem Chip erforderlich war. Des Weiteren ist die kinetische Analyse polyvalenter Systeme nicht trivial.
Dennoch konnte eine gute Ubereinstimmung der kinetisch mit den thermodynamisch bestimmten
Dissoziationskonstanten beobachtet werden. Die Werte fiir on- und off rate zeigen unerwartete
GroRenverhaltnisse zueinander auf. So wurde speziell fir die kleinen monovalenten Liganden eine
schnelle, fir die groflen Liganden eine langsame Kinetik erwartet. Dies konnte nicht beobachtet
werden. Die Griinde fur diese Unterschiede sind unklar. Im Folgenden wird daher nur auf die kinetisch

bestimmte Dissoziationskonstante und nicht die einzelnen Werte flr ko, und K¢ eingegangen.
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Die thermodynamische Analyse ist durch die Durchfiihrung als Titration unabh&ngig von der
verwendeten Flussrate und der Proteinbelegung und liefert auch bei multivalenten Systemen
verlassliche Ergebnisse. Die Vermessung der Liganden erfolgte in Doppelbestimmungen, wobei fast
identische Werte auf zwei verschiedenen Flusszellen erhalten wurden. Die mittels kinetischer und
thermodynamischer Analyse bestimmten Kp-Werte sind in sich konsistent. Fur die folgende
Interpretation wird sich quantitativ auf die thermodynamisch bestimmten Kp-Werte bezogen

Bei der Analyse der Bindungseigenschaften konnte festgestellt werden, dass die trimeren Liganden 33,
34, 35 und 36 die gleiche Dissoziationskonstante im niedrig mikromolaren Bereich wie der monomere
Ligand 38 aufweisen. Dies zeigt, dass die hier beobachtete gesteigerte Bindungsaffinitat von etwa
1000 im Vergleich zu dem Methylglycosid der Neuraminséure auf weitere Wechselwirkungen eines
Armes und nicht auf das Wirken eines multivalenten Effektes zuriickzufiihren ist. Diese Liganden
zeigten in den kompetitiven STD-NMR-Experimenten in dem untersuchten Konzentrationsbereich
keine kompetitive Wechselwirkung gegentiber Neu5Aco2Me zu H5, so dass von einer schwachen
Interaktion mit H5 ausgegangen wurde. Die beobachtete starke Affinitdt und das Ausbleiben einer
kompetitiven Wechselwirkung wéhrend der STD-Experimente bei Ligandkonzentrationen, die Faktor
100 uber den mittels SPR bestimmten Kp-Werten lagen, lasst darauf schlieBen, dass die beobachtete
Affinitat nicht ausschlielich an der primdren CRD generiert werden kann. Dies warf die Frage auf,
welcher Teil der Liganden fir die starke Wechselwirkung verantwortlich ist. In der folgenden
Untersuchung des Neuraminsdurefragments 40 wurde dessen Kp in der Gréenordnung von 1 mM
bestimmt. Die im Vergleich zu NeuSAca2Me beobachtete Affinitatssteigerung um den Faktor 2 wird
durch das eingefihrte Pentylamidfragment hervorgerufen. Auf Grund der ausgeprégten
Bindungskavitdt konnte nicht davon ausgegangen werden, dass eine Derivatisierung des
Bindungsepitops ohne Auswirkung auf die Affinitdt bleibt. Da angenommen wurde, dass mit
zunehmender Entfernung vom Epitop der Einfluss der weiteren Strukturelemente der Liganden
abnimmt, wurde fiir 38 ein Kp in der GrofRenordnung des Kp-Wertes von 40 erwartet. Da die fur 38
bestimmte Dissoziationskonstante ungefdhr um den Faktor 300 niedriger liegt, wurde das
Peptidfragment alleine dargestellt und untersucht. Durch die hohe Dichte funktioneller Gruppen und
der damit verbundenen groBen Anzahl an potentiellen Wasserstoffbriickendonoren und Akzeptoren in
dem Peptid wurde zunéchst von einer unspezifischen Wechselwirkung mit dem Lektin ausgegangen.
Die Untersuchung ergab jedoch einen konzentrationsabhdngigen Kurvenverlauf mit einem Kp von
73 uM. Es konnte eine spezifische Wechselwirkung mit H5 festgestellt werden, welche durch
Verkniipfung des Peptids mit dem Neuraminsiurefragment um den Faktor 20 weiter gesteigert wurde.
Daraus folgt, dass es eine spezifische Bindungsstelle fir das Peptidfragment 40 gibt. Diese
Bindungsstelle kdnnte am Kopf der globuldren Doméne des H5 nahe der primdren CRD liegen. Eine
fir die Bindung an H5 suboptimale rdumliche Anordnung des peptidischen Fragments mit dem

Neuraminsaurefragment koénnte synergetische Effekte, die durch Kombination eines millimolar
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bindenden mit einem mikromolar bindenden Fragments zu erwarten waren, auf die beobachtete
Affinitatssteigerung von Faktor 20 reduzieren. Eine zur primdren CRD proximale Lage der
Bindungsstelle fiir einen einzelnen Arm wirde auch die sich in den kompetitiven STD-Experimenten
abzeichnende, kompetitive Wechselwirkung der Liganden in hoheren Konzentrationsbereichen
erklaren. Die Moglichkeit einer zweiten Bindungsstelle an einer anderen Position ist ebenfalls in
Betracht zu ziehen. Da die Liganden 33-36 und 38 Affinitdten in der gleichen GréRenordnung
aufweisen, scheint die Bindung von dem Peptidfragment 40 getrieben und unabhangig von der
restlichen Beschaffenheit des Liganden zu sein.

Genau wie zuvor in den NMR-Experimenten zeigte auch bei den SPR-Messungen Ligand 1 eine
signifikant bessere Bindung zu H5 als die anderen untersuchten Liganden. Diese deutet darauf hin,
dass Ligand 1 Uber eine geeignete rdumliche Anordnung fir das Wirken eines multivalenten Effektes
verfugt. Dieser konnte sowohl additiv wie auch alternativ zu der Bindung des Peptidfragments wirken.
Die Einschrankung der Flexibilitit bei einer Bindung des peptidischen Fragments, die eine
multivalente Wechselwirkung erschweren sollte, spricht jedoch gegen einen additiven und flr einen
multivalenten Effekt, generiert Uber das Neuraminséurefragment. Die mittels STD-NMR beobachtete
Kompetition deutet ebenfalls auf einen dominanten Anteil der Kohlenhydrateinheit zu der
Wechselwirkung hin. Die multivalente Bindung der Neuraminsdure wiirde zu der beobachteten
sprunghaften Steigerung der Affinitét zu der priméren CRD fiihren, fur die der Ligand beztglich seiner

Struktur in silico optimiert wurde.

Spielt das Peptidfragment fur die Affinitdt von 1 zu H5 tatséchlich eine untergeordnete Rolle, muss
davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Bindungssteigerung von fast 3000 verglichen mit 40
auf einen multivalenten Effekt zurlickzufiihren ist. Dieser Faktor l&sst keine eindeutigen Rlckschliisse
uber die Valenz der Bindung zu, da sie knapp den Grenzbereich der idealen Bindungssteigerung ftr

eine bivalente Wechselwirkung von etwa 1000 tberschreitet.

Absolute Klarheit tber den Bindungsmodus kann hier nur eine Cokristallisation des Liganden mit H5
schaffen. Fur aussagekréftige docking Experimente ist das System zu grof3 und es stehen zu wenig
Information Uber eine magliche Peptidbindungsstelle auf Seiten des Proteins zur Verfigung. Gleiches

gilt fir NMR basierte Ansatze, die die Bindung auf Seiten des Proteins aufklaren konnten.

Um herauszufinden, ob bereits 41 selber mit der primaren CRD des Neu5Aca2Me interagiert, wurden

mit 41 ebenfalls kompetitive STD-NMR-Experimente durchgefiihrt.
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3.7.3 STD NMR Experimente mit 41 und abschliel3ende Diskussion

Um weitere Informationen Uber die Bindungsstelle des Peptidfragments 41 zu erhalten, wurde
zunéchst eine STD NMR Titration mit 41 durchgefuhrt. Die Titration erfolgte unter den bereits
beschriebenen Bedingungen mit 39 ug (Cstar = 1.3 M) frischem H5 und es wurden Konzentrationen
von 0 bis 160 pM 41 vermessen. Auf Grund der geringen Strukturdiversitdt in dem Peptid war eine
exakte Zuordnung einiger Signale nicht méglich, was fur die Fragestellung aber auch unerheblich ist.
Ein group epitope mapping wurde durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 74 gezeigt.
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Abbildung 74: Group epitope mapping fir Ligand 41. Hierfur wurden die relativen STD% aus der STD Titration bestimmt.
Starke STD Effekte sind auf der Methylgruppe des Alanins und auf den a-Protonen der Glycine 3 und 7 zu beobachten. Eine
eindeutige Zuordnung der B-Protonen der Serine war nicht méglich. Als Summeneffekt wurde hier ein relativer STD Effekt
von 35% bestimmt. Informationen Uber Heteroatom gebundene Protonen sind auf Grund ihres Austauschs mit dem
Deuterium des Puffermediums nicht beobachtbar.

Aus dem epitope mapping geht ein enger Kontakt der Methylgruppe des Alanins sowie der a-Protonen
der Glycine 3 und 7 zu dem Protein hervor. Fiir die -Protonen der Serine konnten die relativen STD%
nur als Summeneffekt zu 35% bestimmt werden. Die Berechnung der Kp-Werte erfolgte durch
Anpassung der STD Amplifikationsfaktoren gegen die Konzentration von 41 nach dem one site
binding Modell. Der niedrigste Kp wurde fiir die B-Protonen des Alanins zu 44 + 10 uM bestimmt und
entspricht damit dem mittels SPR bestimmten Ky fiir 41 von 73 uM. Die Anpassung an das one site
binding Modell ist in Abbildung 75 gezeigt.
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Abbildung 75: Anpassung der aus der STD Titration erhaltenen Datenpunkte der B-Protonen des Alanins an das one site
binding Modell. Aufgetragen wurden die STD Amplifikationsfaktoren gegen die Konzentration von 41. Aus der Anpassung
geht ein Kp von 44 uM hervor.

In Tabelle 28 sind die Ergebnisse gezeigt, fiir die die Anpassung an das one site binding Modell

erfolgreich durchgefuhrt werden konnte.

Tabelle 28: Analyse der Daten aus der STD Titration von 41 nach dem one site binding Modell. Fiir die B-Protonen des
Alanins wurde der niedrigste Kp zu 44 uM bestimmt und entspricht damit dem Wert, der durch die Bestimmung mit anderen
Messverfahren zu erwarten wére. Fiir die a-Protonen der Glycine 3 und 7, sowie fiir die p-Protonen der Serine konnte der Kp
als Summeneffekt zu 114, beziehungsweise 174 uM bestimmt werden. Die Ubereinstimmungen der Datenpunkte mit dem fit

der Anpassung war flr alle bestimmten Werte sehr gut.

Signal a-Gly 3&7 B-Ser B-Ala

Ko[uM] | 114+24 | 174+59 44 + 10

R 0.99 0.99 0.98

Welches Serin mit seinen 3-Protonen und welches Glycin fiir die bestimmten Kp-Werte verantwortlich
ist, kann durch die Bestimmung als Summeneffekt nicht zugeordnet werden. Wichtig ist, dass die STD
Ergebnisse eine eindeutig konzentrationsabhdngige Dissoziationskonstante im niedrig mikromolaren
Bereich ergaben und damit die SPR Ergebnisse fiir 41 bestédtigen. Ob eine Substitution des Alanins,
fur das die stérkste STD-Antwort beobachtet wurde, zu einer deutlich schwécheren Bindung sowohl

des Peptidfragments, als auch der Liganden 33-38 fiihrt, sollte untersucht werden.

In einer kompetitiven Studie mit NeuSAca2Me als vorgelegten Kompetitor und 41 als Verdranger
unter den zuvor beschriebenen Bedingungen konnte keine Kompetition beobachtet werden. Dies

bedeutet, dass es fiir das Peptidfragment 41 eine eigene Bindungsstelle gibt, an die es mit hoher

93



Ergebnisse und Diskussion

Affinitat spezifisch bindet und die nicht identisch mit der priméaren CRD des H5 ist. Die Erweiterung
des Peptids 41 um das Neuraminsaurefragment 40 zu dem monovalenten Glycokonjugat 38 hatte eine
Steigerung der Affinitdt um den Faktor 20 zur Folge. Wie bereits beschrieben, kann eine ungunstige
raumliche Anordnung des bindenden Peptidteils mit dem Neuraminsiurefragment die Steigerung der
Affinitdt von 38 zu H5 geringer ausfallen lassen, als theoretisch mdglich. Die Mdglichkeit einer
alternative Bindungsstelle an anderer Stelle des Proteins, die neben der Peptidbindungsstelle eine
Bindungsstelle mit niedriger Affinitdt zu dem Neuraminséurefragment aufweist, kann ebenfalls in
Betracht gezogen werden.

Unabhéngig der Lage der Bindungsstelle fiir die Liganden 33-38 konnte fur Ligand 1 sowohl durch
die kompetitiven STD-NMR-Studien, als auch durch die SPR-Experimente eine signifikant hohere
Affinitat zu der primaren CRD des H5 beobachtet werden. In dem STD-Experimenten konnte bereits
bei 1/100 der Kompetitorkonzentration ein eindeutig kompetitives Verhalten beobachtet werden. Dies
zeigt, dass die Bindung zu H5 eindeutig Uber die primare CRD erfolgt. Mittels SPR konnte flir diesen
Liganden eine Dissoziationskonstante im hohen nanomolaren Bereich bestimmt werden, was einer
Bindungssteigerung um den Faktor 3000, verglichen mit dem Neuraminsaurefragment 40 entspricht.
Ob und wie viel das Peptidfragment zu dieser Bindungssteigerung beitragt, muss durch Verwendung
einer alternativen Linkerstruktur oder durch eine Cokristallisation des Liganden mit dem Protein

geklart werden.
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3.8 Synthetische Studien zur méglichen Erhéhung der Valenz der Liganden

Die GrofRe der Aviditat einer multivalenten Wechselwirkung héngt von vielen Faktoren wie der
Affinitat der entsprechenden monovalenten Wechselwirkung, der Topologie des Liganden, sowie von
enthalpischen und entropischen Faktoren ab. Den grofiten Einfluss auf die Aviditat (bt jedoch der
Grad der Valenz aus, da sie eine statistische Bindungserhéhung bewirkt, auch wenn die Arme nicht
aktiv an der Bindung beteiligt sind (siehe Kapitel 1.3)%%°,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden synthetische Studien zur Darstellung eines hexavalenten Liganden
begonnen. Auf Grund der hohen strukturellen Flexibilitat, die mit der Verwendung eines Peptids als
Linker einhergeht, wurde versucht, ein weiteres Neuraminsaurefragment pro Arm einzufiihren. Die
Inkorporation eines in der Seitenkette um Neuraminsaure erweitertes Lysin erlaubte dabei die
Verwendung bereits dargestellter Bausteine. Die Position fiir die Inkorporation des derivatisierten
Lysins wurde dabei so gewdhlt, dass sich von dem Punkt der Verzweigung bis zum Epitop ungeféahr
die gleiche Distanz ergab. Die Erweiterung der Valenz des bestehenden Konzeptes ist schematisch in
Abbildung 76 gezeigt.
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Abbildung 76: Mdgliche Erweiterung des Valenzgrades von 3 auf 6 ausgehend von den bereits dargestellten, trivalenten
Liganden. Aus Griinden der Ubersicht sind hier je nur die Enden eines der drei Arme gezeigt. Durch die Verwendung eines
Peptids als Linker eroffnet sich die Mdglichkeit der Inkorporation eines in der Seitenkette um Neuraminsdure erweiterten
Lysins. Bei vicinaler Positionierung des Lysins zur N-terminalen Aminoséure ergibt sich fast der gleiche Abstand fir die neu
eingefiihrte Neuraminsdaure zum Punkt der Verzweigung wie der zu der bereits existierenden. Fir die Darstellung kénnen

bereits synthetisierte Bausteine, beziehungsweise naturliche Aminoséurenderivate verwendet werden.

Bei Positionierung des derivatisierten Lysins in Nachbarstellung der N-terminalen Aminoséure ergibt
sich ab dem Verzweigungspunkt ein Abstand von fiinf Atomléngen zu dem Stickstoff der amidischen
Verknupfungsstelle des Neuraminséurefragments. Zu dem Glycin Stickstoff, der amidisch das bereits
bekannte Neuraminséurefragment tragt, betragt die Distanz vier Atomlangen. Fir die Validierung des
Konzeptes ist die Ahnlichkeit des Abstandes ausreichend. Die Darstellung der Liganden sollte nach
der bereits flr die trivalenten Liganden etablierten Synthesestrategie erfolgen. Die Verknipfung des
neuraminsauretragenden Lysinbausteins mit dem Peptid an der festen Phase sollte manuell erfolgen.

Die Synthese des Lysinbausteins ist in Abbildung 77 gezeigt.
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Abbildung 77: Synthese des Lysinbausteins 43. Ausgehend von einem bereits vorhandenen Lysinderivat wurde nach saurer
Entschiitzung der Seitenkette der Neuraminséurebaustein 19 unter Einfluss von Mikrowellenstrahlung und unter Verwendung
von HATU als Aktivator an die Aminofunktion der Seitenkette von 42 gekuppelt. Dabei musste durch sorfaltige Wahl der
Reaktionsbedingungen eine Polymerisierung von Lysin vermieden werden. Eine Vorreinigung von 43 erfolgte
séulenchromatographisch an Kieselgel. AnschlieRend wurde 43 mittels RP-HPLC gereinigt und konnte in 57%iger Ausbeute

erhalten werden.

Ausgehend von einem Standardbaustein der Peptidchemie wurde nach Entschitzung der
Seitenkettenaminofunktion der Neuraminsdurebaustein 19 an 42 gekuppelt. Hierbei musste durch
geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen darauf geachtet werden, dass eine Polymerisation oder
intramolekulare Cyclisierung von 42 moglichst vermieden wird. Versuche, bei denen 42 bei 0 °C zu
einer Losung von 19, HATU und DIPEA in DMF zugetropft wurde oder die Reaktion 15 h bei
Raumtemperatur geriihrt wurde, ergaben wenig bis kein Produkt. Hierbei konnte aber auch kein
Polymerisationsprodukt von 42 beobachtet werden, weswegen Ansatze unter Verwendung von
Mikrowellenstrahlung durchgefuhrt wurden. Hierdurch konnte nach Optimierung die Ausbeute auf
57% gesteigert werden. Die Reinigung von 43 erfolgte zunéchst sdulenchromatographisch an
Kieselgel. Zeitgleich zu 43 eluierte hier auch nach Uberpriifung verschiedener Laufmittelgemische 19,
so dass im Anschluss der sdulenchromatographischen Vorreinigung eine Trennung mittels RP-HPLC

durchgefihrt wurde.

Die Darstellung des Peptids erfolgte bis einschlieBlich der siebten Aminosaure automatisiert an der
festen Phase unter Standardbedingungen an einem Mikrowellensynthesizer. Die finale Fmoc-
Schutzgruppe wurde von Hand abgespalten und eine Dibenzofulvenbestimmung durchgefiihrt, wobei
der ermittelte Wert zur Berechnung der Einwaagen der anderen Reaktionspartner diente. AnschlieRend
wurde Verbindung 43 mikrowellenunterstiitzt an das Peptid gekuppelt. Aus dem filtrierten Uberstand
der Kupplung konnte 43 reisoliert werden. Eine Dibenzofulvenbestimmung wurde durchgefiihrt. Diese
diente als Referenz fiir die Kupplung des terminalen Glycins, deren Erfolg ebenfalls photometrisch
Uberprift wurde, bevor 19 N-terminal an das Peptid gekuppelt wurde. Das Glycokonjugat wurde unter
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen der Serine vom Harz gespalten und mittels RP-HPLC
gereinigt. In Abbildung 78 ist der Syntheseweg gezeigt.
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Abbildung 78: Darstellung von Verbindung 44. Ausgehend von einem mit Glycin beladenem 2-Chloro-chlortrityl-Harz
wurde ein Heptapeptid automatisiert unter Standardbedingungen an einem Mikrowellensynthesizer dargestellt. Die finale
Fmoc Gruppe wurde manuell abgespalten und die Dibenzofulvenbestimmung ergab eine Ausbeute von 51%. Unter
Verwendung von Mikrowellenstrahlung wurde 43 an das Peptid gekuppelt und erneut eine Dibenzofulvenbestimmung
manuell durchgefihrt. Diese ergab eine Ausbeute von 43%. In einer Doppelkupplung konnte Glycin anschlieBend bei
Raumtemperatur laut anschlieRender manueller Dibenzofulvenbestimmung quantitativ an Lysin gekuppelt werden. Zuletzt
wurde der Neuraminsdurebaustein 19 mikrowellenunterstiitzt N-terminal an Glycin gekuppelt. Verbindung 44 wurde
anschlielfend unter sauren Bedingungen und unter Abspaltung der Serin-Seitenkettenschutzgruppen vom Harz gespalten. Die
Abspaltung erfolgte zweifach, wobei jeweils grindlich gespult wurde. Die Reinigung erfolgte mittels RP-HPLC. Die
Bestimmung der Ausbeute fiir den letzten Schritt erfolgte gravimetrisch und ergab eine Ausbeute von 4%.

Die Darstellung von 44 konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Sofern méglich, wurde der Erfolg der
einzelnen Reaktionsschritte photometrisch bestimmt, wobei fir die verfolgten Reaktionsschritte
befriedigende Ausbeuten erzielt werden konnten. Die niedrige Ausbeute fir den letzten Schritt kann
wie folgt erklart werden. Zum einen ist die gravimetrische Ausbeutebestimmung genauer als die
photometrische Bestimmung des Dibenzofulvengehalts. Zum anderen kdnnen sterische Effekte bei der
Kupplung der zweiten Neuraminsdure groRen Einfluss haben. So kann die Neuraminsdure des Lysins
den Halbraum um die Aminofunktion des terminalen Glycins abschirmen und sich so negativ auf die
Reaktionsausbeute auswirken. Entscheidender ist aber, dass die Dibenzofulvenbestimmung nur
Ruckschlisse auf die Gesamtzahl an abgespaltenen Fmoc Schutzgruppen unabhéngig ihrer Herkunft
erlaubt. Wie sich im Nachhinein heraus stellte, gab es an dem Mikrowellensynthesizer Hardware-

Probleme, die zu geringen Ausbeuten bei gleichzeitig sehr hoher Anzahl peptidischer Nebenprodukte
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fiihrten. Dies spiegelte sich bei der Reinigung mittels RP-HPLC wieder. Hier wurde eine Vielzahl von
Produkten detektiert, die chromatographisch nicht durch einmaliges Auftragen zu trennen waren. Zu
der Dibenzofulvenbestimmung trugen alle Fmoc tragenden Peptide bei, unabhdngig ob sie die
gewtinschte oder eine fehlerhafte Sequenz aufwiesen. Es ist anzunehmen, dass diese Problematik nach
Behebung der Hardware-Probleme deutlich in den Hintergrund tritt und zu einer deutlich besseren
Gesamtausbeute fihrt.

Eine Umsetzung von 44 mit der core-Struktur 12 wurde ebenfalls versucht. Hier konnte nach
Reinigung mittels RP-HPLC kein Produkt isoliert werden (Abbildung 79).

OzMe
m

AcO 12 (1 Aqg)
OzMe HATU/DIPEA (9/10 Aq)
\/w\ N-Gly-Lys-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH 15, RT, DU
44 (5 Aq)

OzMe
w H
(o] N

AcO

OzMe
H H H
w N-Gly-Lys-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly—N N N.
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Abbildung 79: Versuchte Darstellung des hexavalenten Liganden 45. Die Reaktion wurde mit 1.7 Aquivalenten 44 und 3
Aquivalenten HATU pro Reaktionszentrum an 12 versucht. Nach Reinigung mittels RP-HPLC konnte kein Produkt detektiert
werden.
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4 Zusammenfassung

Das Hé&magglutinin H5 des Influenza-A-Virus bindet bei der Infektion vorzugsweise an a2,3
glycosidisch verkniipfte Neuraminséuren auf der Oberflache von Epithelzellen des oberen
respiratorischen Traktes. Durch die Vielzahl a2,3 gebundener Neuraminsduren auf der Oberflache
avidrer Zellen im oberen Respirationstrakt wird eine stabile Bindung des Virus zu der Wirtszelle
hergestellt, die zur Infektion fiihrt. Humane Epithelzellen des oberen Respirationstraktes prasentieren
dominant 02,6 verkniipfte Neuraminséuren, so dass die Infektion von Menschen durch H5 Viren selten
und erst bei hoher Viruslast erfolgt. Durch genetische Reassortierung hoch pathogener aviarer
Influenza-Viren, welche eine hohe Mortalitatsrate beim Menschen zeigen, mit Influenza Typen wie
H1N1, die sich durch eine effektive Mensch-zu-Mensch Ubertragung auszeichnen, besteht grofes,
pandemisches Potential. Da der Primédrkontakt des Virus mit der Wirtszelle Gber das Hamagglutinin
erfolgt, stellt dies ein potentielles Target fur die Entwicklung eines entry-Inhibitor dar.

Eine Mdglichkeit zum Erhalt hoch affiner Binder des H&magglutinin stellt die Entwicklung
multivalenter Liganden dar. Die strukturbasierte Entwicklung multivalenter Liganden ist ein junges
Forschungsgebiet der medizinischen Chemie. Auf Basis zweier Rontgenkristallstrukturen des
Hamagglutinin H5 aviarer Influenzaviren wurden im Rahmen dieser Arbeit in silico mehrere
potentielle Liganden entwickelt, synthetisiert und untersucht. Aufgrund der dreizahligen
Rotationssymmetrie des H5 wurden drei-armige Liganden entworfen, die das homotrimere H5
vermutlich hoch affin multivalent binden. Mit Hilfe des molecular modellings konnten in silico gute

Binder von schlechten Bindern differenziert werden.

Die Abstande der einzelnen Neuraminsaure-Bindungstaschen auf dem H5 wurden analysiert und
Konstrukte, die eine trimere Interaktion ermdéglichen kénnten, hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitat in
silico untersucht. Basierend auf unterschiedlichen Zentralfragmenten, die eine Cs-symmetrische
Derivatisierung erlauben, wurden verschidene Substanzen an das H5 gedockt und deren
Bindungsenergien berechnet. Verbindung 1, bestehend aus einer von 1,3,5-Benzoltricarbonséure
(Trimesinsdure) abgeleiteten Zentraleinheit, flexiblen Alkylketten, einem peptidischen Linker und dem
nativen Bindungsepitop, der Neuraminsdure, wurde als Ligand mit der besten Bindungsenergie
identifiziert. Eine Synthesestrategie wurde entworfen, die die Verwendung mehrere Bausteine vorsah,
welche in guten bis sehr guten Ausbeuten im Grammmalistab dargestellt werden konnten. Fir eine
qualitative Beurteilung des modellings wurde die Darstellung einer kleinen Substanzbibliothek geplant
und es konnten flinf Liganden erfolgreich dargestellt werden. Die Verknilipfung der Bausteine zu den
Liganden und die anschlieRende Entschiitzung konnte in guten bis sehr guten Ausbeuten durchgefihrt

werden. Die Synthese konnte optimiert werden, so dass die Darstellung in kurzer Zeit moglich war.
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Fir Verbindung 1 wurde in silico die niedrigste Bindungsenergie berechnet. Die experimentellen
Daten von 1 zeigen flr diese Verbindung die effizienteste Bindung. Die Dissoziationskonstante von
Ligand 1 konnte mittels SPR zu Kp = 440 nM bestimmt werden. Die mittels STD-NMR bestimmte
inhibitorische Konstante K, betragt 45 pM. Die weiteren Liganden 33-36, die als Teil der
Substanzbibliothek dargestellt wurden, unterscheiden sich dabei bezuglich der Anzahl der
Aminosduren des peptidischen Linkers sowie der Anzahl an Kohlenstoffatomen in der der core-
Struktur proximalen Alkylkette von 1. Die Liganden 33-36 zeigten in dem untersuchten
Konzentrationsbereich kein inhibitorisches Potential fir H5. Die Bestimmung der Dissoziations-
konstante mittels SPR lieferte fir diese Verbindungen einheitlich Werte im niedrig mikromolaren
Bereich. Durch beide Messverfahren konnte fiir Ligand 1 eine signifikant bessere Bindung zu H5 als
fiir die anderen Liganden festgestellt werden. Weitere Verbindungen, wie Ligand 38, bestehend aus
dem Neuraminsaurefragment und der neun Aminosduren langen Peptidsequenz, konnten erfolgreich
dargestellt und analysiert werden. Mit Hilfe dieser Verbindungen gelang es, Ruckschlisse ber den
Bindungsmodus der anderen Liganden zu treffen. Es zeigte sich, dass die Liganden 33-36 eine
ahnliche Dissoziations- und ein ahnliches inhibitorisches Potential wie das monovalente Fragment 38
aufweisen. Die starke Affinitdt bei gleichzeitig fehlender kompetitiver Wechselwirkung mit
Neu5Aco2Me flihrte zu der Annahme, dass die Bindung der Liganden 33-36 grofteils Uber das Peptid-
fragment und nicht nur tber die Neuraminsaure generiert wird. Dies konnte durch separate Analyse
des Peptidfragments und des Neuraminsaurefragments experimentell bestatigt werden. Die sich in den
NMR-Experimenten abzeichnende kompetitive Wechselwirkung bei hoheren Ligandkonzentrationen
fir die Liganden 33-36 und 38 konnte auf eine Bindungsstelle des Peptids nahe der priméren
carbohydrate recognition domain (CRD) hindeuten. Die Mdglichkeit einer alternativen Bindungsstelle

fur die Liganden 33-36 und 38 an einer anderen Stelle des Proteins kann nicht ausgeschlossen werden.

Die rdumliche Anordnung von Ligand 1 scheint eine multivalente Wechselwirkung mit der priméaren
CRD gegenlber einer weiteren Bindungsstelle zu bevorzugen, so dass eine signifikant gesteigerte
Affinitat beobachtet werden konnte. Mit Hilfe des molecular modellings konnte ein Ligand entworfen
werden, dessen thermodynamische Dissoziationskonstante im hohen nanomolaren Bereich liegt und
der bereits bei 1/100 der NeuSAca2Me Konzentration eine deutliche Verdrangung in kompetitiven
Studien zeigt. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich mit Hilfe von molecular modelling
wertvolle Informationen fiir das Design multivalenter Liganden treffen lassen. Trotz der Komplexitat
des Systems und der zum Teil nur geringen strukturellen Unterschiede der Liganden wurden die in

silico Ergebnisse experimentell bestatigt.

AbschlieBend zeigten die in Kapitel 3.8 beschriebenen Studien zur Erweiterung des Valenzgrades,
dass diese mit einfachen Mitteln in das bestehende Konzept eingearbeitet werden kénnen. Durch die

Steigerung des Valenzgrades ist mit einer deutlichen Zunahme der Aviditat zu rechnen.
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5 Summary

Hemagglutinin H5 of avian influenza predominantly binds 2,3 linked sialic acid moieties present on
the surface of epithelial cells in the upper respiratory tract. This is the dominant form found in the
respiratory tract of birds, and by multiple bonding a strong interaction between virus and host cell is
generated and the infection initiated. Human epithelial cells of the upper respiratory tract mainly
present a2,6 linked sialic acid moieties so that infection is rare and only occurs in the presence of a
high viral load. The high pathogenic avian influenza is characterized by a high mortality rate among
humans. Genetic reassortment of a high pathogenic avian influenza strain with an influenza strain with
an effective human-to-human transmission represents a serious pandemic threat. As the initial contact
of the virus with its host cell is mediated by hemagglutinin, this protein is a potential target for an
entry inhibitor.

One way of obtaining high affinity binders for the hemagglutinin is to design multivalent ligands. The
structure-based design of multivalent inhibitors is still new to medical chemistry. Based on two crystal
structures of the hemagglutinin H5 of avian influenza several potential ligands were in silico designed,
synthesized and analyzed. The ligands mimicked the Cs-symmetry of the homotrimeric protein by
presenting three arms, each carrying a terminal a sialic acid residue as the native ligand, bound to a Cs-

symmetric core structure.

The topology of the hemagglutinin was analyzed, and the binding energies of ligands capable of
trimeric interaction were calculated. Different core structures as well as different linker and peptide
lengths were tested. Ligand 1 was identified as the structure with the best binding energy for H5.
Ligand 1 is composed of a trimesic acid (benzene-1,3,5-tricarboxylic acid) derived core structure and a
long peptidic linker comprising nine amino acids, bound at both sides to alkyl chains. The alkyl chains
were supposed to compensate steric mismatches allowing trimeric binding. Sialic acid was presented
as terminal residue. A synthetic strategy was developed consisting of three building blocks which
could be obtained in good to very good yields in a multigram scale. The connection of the building
blocks and deprotection of the carbohydrate moieties was also achieved in good to very good yields.
For a qualitative evaluation of the compounds a small substance library of five ligands was

successfully synthesized. The synthesis was optimized and could be performed in a short time.

Ligand 1 had in silico the best binding energy, which was also found experimentally. The
thermodynamic dissociation constant was determined by SPR to Kp = 440 nM and the STD-NMR
experiments revealed a competitive behaviour at a concentration as low as 1/100 of the concentration
of the primary ligand sialic acid (K, = 15 puM). Ligands 33-36, which differed from 1 only by the
length of the peptidic linker as well as by the length of the core structure proximal alkyl chain, showed

no competitive behaviour in the analyzed concentration in range. The dissociation constant measured
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by SPR for those molecules was consistently in the low millimolar range. Both STD-NMR and SPR
showed a significantly better binding of 1 to H5 than that of sialic acid as well as of the ligands 33-36.

Other molecules like ligand 38, which is composed of the nine amino acid long peptide sequence
connected to a sialic acid residue, were synthesized to elucidate the binding mode. It appeared, that the
monovalent ligand 38 possessed the same thermodynamic binding constant as well as the same
inhibitory potential as ligands 33-36. The high affinity of 33-36 combined with the absence of an
inhibitory potential lead to the assumption that the strong binding depends on the peptidic fragment.
This could be validated by SPR and STD analysis of the peptidic fragment as well as the sialic acid
fragment. The indicated inhibitory potential of ligands 33-36 and 38 at higher concentrations
suggested a binding site near the primary carbohydrate recognition domain (CRD) at the top of the

protein. A binding site at a different position of the protein can however not be excluded.

The topology of ligand 1 seems to prefer a multivalent interaction with the primary CRD over an
alternative binding site and thus a significantly better binding was detected. Molecular modelling
helped to develop a ligand for H5 with a thermodynamic binding constant in the high nanomolar range
and a strong inhibitory potential for the system H5/Neu5Aco2Me. It could be shown that despite the
complexity of the system and only small structural differences of the ligands molecular modelling

yields precious information for the design of multivalent ligands.

The final chapter describes synthetic studies for increasing the degree of ligand valency. It could be
shown that an expansion of the valency is possible by using the slightly modified building blocks. It is

assumed that increasing the degree of valency will lead to significantly stronger binding.
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6 Experimentalteil

6.1 Gerate, Software und Chemikalien

Gerat Gerétetyp Hersteller

ESI-TOF 6224 TOF LC/MS Agilent
Technologies

CD-Spektrometer J-815 Jasco

DLS-Spektrometer
Gefriertrocknungsanlage
HPLC

HPLC-MS

LC-ESI-TOF-MS

Mikrowelle
Mikrowellensynthesizer
NanoDrop

NMR Spektrometer
NMR Spektrometer

NMR Spektrometer
NMR Spektrometer
pH-Meter
Polarimeter
Reinstwasseranlage
RP-HPLC Séule
RP-HPLC Saule
RP-HPLC Séule
RP-HPLC Saule
Schmelzpunktmessapparatur
Schwenker

SPR Sensorchip

SPR

Ultraschallbad
UV/VIS Spektrometer
Zentrifuge

Spectrolight 201
Alpha 1-2, Alpha 1-4

Merck Hitachi LaChrom L-7000

1200er Series

mit Active Splitter G1986C
und 6120 Quadrupol MS
1200er Series

mit 6224 TOF LC/MS
Discover

Liberty

ND-1000

DRX 500

Avance 700

mit Cryoprobenkopf
AMX 400

Avance |11 HD 600

pH 526

P8000

Ultra Clear UV 18.2 MQ

Nucleodur Cyg Isis EC250/4, 5 um, 300 A
Nucleodur Cyg Isis EC250/21 pm, 300 A
Nucleodur C,g Pyramid EC250/4, 5 um, 300 A
Nucleodur C,g Pyramid EC250/21 um, 300 A

Apotec

Polymax 1040

Inkubator 1000

CM5

T100

Sonorex Super, RK512H
UV-160 A

5804R

X-tals Concept
Martin Christ
Merck Hitachi
Agilent
Technologies

Agilent
Technologies
CEM

CEM

Thermo Scientific
Bruker Biospin
Bruker Biospin

Bruker Biospin
Bruker Biospin
WTW

Kriss Optronic
SG Water
Macherey&Nagel
Macherey&Nagel
Macherey&Nagel
Macherey&Nagel
Otto Stein
Heidolph
Instruments

GE Healthcare
GE Healthcare
Bandelin
Shimadzu
Eppendorf
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Software

Hersteller

Biacore T100 Control (Vers. 1.1.1)
Biacore T100 Evaluation (Vers. 1.1.1)

CD-Tool

ChemDraw Pro 11.0
ChemStation
InkScape (Vers. 0.48)

LC/MSD Chemstation (Rev. B.04.03 [54])

Maestro (Vers. 9.3.5)

MassHunter (Vers. B.04.00)

GE Healthcare

GE Healthcare

Lees et al.
CambridgeSoft

CEM

Inkscape Community
Agilent Technologies
Schrédinger

Agilent Technologies

Origin 8.5G Origin Lab

PepDriver (Vers. 2.6.6) CEM

Sybyl X'1.1 Tripos

Topspin 3.1 Bruker Biospin

Hersteller Chemikalie

ABCR Silbernitrat, TIPS, Trimesoylchlorid

Acros Amberlite IR120 H, Natriumperiodat, TFA

Agilent ESI tuning mix

AppliChem Ameisensaure (MS grade)

Biesterfeld Toluol (techn.)

Chempur HATU, RuCl;*xH,0

Codexis Neu5Ac

Deutero D,0, DMSO-d6,

Eurisotop CHCI;-d3, MeOH-d4

Fluka DCM (abs.), DMSO (abs.) , Ethanolamin Hydrochlorid, MeOH (abs.), NMP,
Pd/C (10%), Pyridin

Grussing Essigsaureanhydrid, NaOH, Salzsdure 37%, Triethylamin

Honeywell Natriumsulfat

IRIS Biotech DIPEA, DMF (peptide grade), Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-Gly-2-Chlortrityl

Kraemer&Martin
Merck

Riedel de Haen
Sigma-Aldrich

VWR
Westphalen

Harz, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Rink-Amide AM PS Harz, H-Gly-2CT Harz; Piperidin, TBTU, TFA (HPLC
grade)

Aceton (techn.), Chloroform (techn.), Dichlormethan (techn.), Diethylether
(techn.), Ethylacetat (techn.), Methanol (techn.), Petrolether (techn.)
1,6-Diaminohexan, 1,7-Diaminoheptan, 5-Hexen-1-ol, Acetylchlorid, Boc,0O,
CCl,, Drierite, Kieselgel 60, Maleinsaure, Molekularsieb 4 A, Natriumazid,
NMM, N-Hydroxysuccinimid, Salicylsaure, Schwefelséure 97%

Natrium, Na,CO3;, NaHCO;,

1,4-Diaminobutan, 1,5-Diaminopentan, EDC-Hydrochlorid, Acetonitril
(HPLC grade), Biogel P2

Acetonitril (HPLC grade)

H,
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6.2 Handhabung des Hamagglutinins H5

Das kommerziell bezogene Hamagglutinin H5 (H5N1 A/Vietnam/1203/2004) wurde in PBS-Puffer
(10 mM NaH,PO,, 10 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj;, 0.005% Tween-20) bei 8 °C
gelagert. Dialysiert wurde mit slide-a-lyzer mini dialysis devices (MWCO 20 kDa)® und konzentriert
in einem float-a-lyzer dialysis device (MWCO 7 kDa) mit Spectra/Gel Absorbent bei jeweils 6-8 °C.
Wiéhrend der Dialyse wurde zu Beginn eine drastische Abnahme der Proteinkonzentration festgestellt.
Dies ist auf eine Sattigung der Membran mit Protein zuriickzufihren, so dass fiir alle Dialysen
dieselbe Membran verwendet wurde. Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde an einem
NanoDrop UV Spektrometer vorgenommen. Dazu wurde der Extinktionskoeffizient aus der
Primarsequenz zu g,5 = 242430 L/mol*cm berechnet!®*”! und die Masse des trimeren Proteins mit

170 kDa angenommen.

6.3 NMR Experimente

6.3.1 Akquisition der NMR Daten

NMR Daten von Proben in H,O/D,0 9:1, pH 3 wurden an einem 500 MHz Spektrometer bei 298 K
oder 300 K akquiriert. Die Unterdriickung des Wassersignals erfolgte mittels der excitation sculpting
Pulssequenz. Die Zuordnung der Signale wurde mit Hilfe von TOCSY, NOESY, H,H-COSY und
HSQC Spektren erreicht. Die Kalibrierung erfolgte auf das Wassersignal nach der N&herungsformel:
8 =5.051 - 0.0111*T™8 Zusétzlich wurden zur besseren Aufklarung der nicht peptidischen Anteile
H,H-COSY, HSQC und “*C-Pendent Spektren in D,O aufgenommen. Die *C Daten wurden auf
Aceton Kkalibriert, welches zu 0.02% v/v dem D,O beigesetzt war. Die Nummerierung bei der
Zuordnung der Aminosauren in peptidhaltigen Spektren erfolgte klassisch vom N- zum C-Terminus.
Fir die Verbindungen 31, 32 und 36 war eine Sequenzierung des peptidischen Teils auf Grund von zu

starker Uberlagerungen der Signale nicht moglich.

® Der molekulare cut off von 20 kDa ist bei der Untersuchung der hier dargestellten Verbindungen insofern wichtig, da nach
Dialyse von mit Ligand vermessenem Protein mit einer Membran mit einem niedrigeren cut off von 7 kDa eine Entfernung
der Liganden nicht erzielt werden konnte, trotzdem ihr Molekulargewicht bei nur etwa der Halfte liegt. Dies ist vermutlich

auf die ausgedehnte Struktur und den Kohlenhydratanteil oder auf eine Mizellbildung zuriickzufiihren.
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6.3.2 Vorbereitung der Proben fur die STD Messungen

Nach Dialyse in deuterierten PBS-Puffer (dPBS) und Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
NanoDrop wurde die L@sung bei einem Gesamtvolumen von 180 pL auf die gewinschte
Konzentration gestellt und in ein 3 mm NMR Rohrchen tberfihrt. Die 3 mm Rohrchen wurden zuvor
im Plasmaofen gereinigt. Fir die STD Messungen wurden Proteinmengen zwischen 15.2-32.3 ug
(c(H5) = 0.50-1.03 uM) verwendet.

Bei den kompetitiven Experimenten wurde hier hinein der Kompetitor Neu5SAco2Me hinzugegeben
und die Titration mit einer ,Nullmessung™ begonnen. Das Methylglycosid der Neuraminsdure
(Neu5Aca2Me, 39) wurde in einer Konzentration von 20 mM vorgelegt. Bei der verwendeten
Konzentration und einem Kp von 2 mM entspricht die Rezeptorbelegung r = 91% und wurde mit Hilfe

folgender Gleichungen ermittelt:

[PL] = 1/2 (Kp + [P]o + [L]o) — \/1/4 (Kp + [Plo + [L]o)? — [L]o[P]o und 7 = [PL]/[P]0'

6.3.3 Akquisition und Prozessierung der STD-NMR Daten

STD-NMR Spektren wurden an einem 700 MHz Spektrometer mit cryo-Probenkopf unter
Verwendung der ,,stddiffesgp™ Pulssequenz aufgenommen. Fir eine optimale Séttigung des Proteins
wurden die von M. Hollinger etablierten Parameter beziiglich Sattigungsleistung und Einstrahlpunkt
verwendet*?"). Einstrahlpunkt des Sattigungspulses lag im off-resonance Spektrum bei 40 ppm und im
on-resonance Spektrum bei -0.5 ppm. Die Spektren wurden bei 298 K mit 256 oder 512 scans und mit
einer Relaxations- und Sattigungszeit von je 2 s aufgenommen. Parameter der Pulse in F2 und F1 sind

im Folgenden aufgefiihrt:

F2 F1

P12 2000 pus | P13 50000 ps

PL1 -6dB

SP1 345dB | SP13 30dB

Fur die Prozessierung der Daten wurden die pseudo 2D Spektren in 1D Spektren separiert (off und on
resonance). Das off resonance Spektrum wurde kopiert und von dessen FID der FID des on resonance
Spektrums zur Generierung des STD Spektrums subtrahiert. Alle FIDs wurden mit einem LB von 1
mittels des Befehls ,,efp™ (exponential multiplication [em], fourier transform [ft], phase correction

[pK]) prozessiert und anschlieBend automatisch basislinienkorrigiert.
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6.3.4 Auswertung der STD-Daten

Flachen ausgewéhlter Signale wurden Uber eine serielle Integration bestimmt und die so erhaltenen
Integrale in Excel importiert. Hier wurden die absoluten STD% errechnet und bei den nicht
kompetitiven Titrationen mit dem relativen Uberschuss von Ligand zu Protein zum Erhalt der STD
Amplifikationsfaktoren multipliziert. In Origin wurde die Ligand Konzentration gegen die STD
Amplifikationsfaktoren aufgetragen und die Datenpunkte dem one site binding Model zum Erhalt der
Dissoziationskonstante angepasst.

Fir kompetitive Analysen wurden die erhaltenen STD Prozent gegen die logarithmische
Konzentration des dazu titrierten Liganden aufgetragen und die Datenpunkte dem one site competition
Model zum Erhalt der logarithmierten Form des ICsq Wertes angepasst. Der erhaltene, logarithmische
Fehler wurde nach Fehlerfortpflanzung tber die erste Ableitung der Formel zur Berechnung des 1Cx,-
Wertes in den Fehler des ICs, umgerechnet. Uber die Cheng-Prusoff Beziehung wurde bei bekannter
Konzentration des Kompetitors (Ckomp) Und der Dissoziationskonstante fir das System

Protein/Kompetitor (Kp) die inhibitorische Konstante K, berechnet:

6.4 SPR-Experimente

Die Messungen erfolgten unter den bereits in Kapitel 3.7.2 beschriebenen Bedingungen. Die

Proteinimmobilisierungsraten der Chips fiir die jeweilige Untersuchung der Liganden findet sich im

Folgenden.
Chip Ligand Flusszelle | RUimmen | N H5 [fmol]
1 39, 40 2-1 1450 9
2 1, 33, 34, 35, 36, 38, 40 2-1 4780 28
3 1, 33, 34, 35, 36, 38, 40 4-3 4210 25
4 40 3-1 4600 27
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6.5 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Glycosylierungsreaktion (AAV 1): Unter Schlenkbedingungen wurden zu gleichen Gewichtsteilen
Molekularsieb, getrocknetes Calciumchlorid und Neuraminsiurechlorid in 15 mL frisch destilliertem
®2-Alken-1-ol pro Gramm Glycosyldonor suspendiert. Bei -10 °C und unter Lichtausschluss wurden

{[102, 103]

4 Aq Silbersalicyla bezogen auf das Neuraminsdurechlorid hinzu gegeben und das
Reaktionsgemisch 60 h geriihrt, wobei langsam auf Raumtemperatur erwarmt wurde. Anschlief3end
wurde das Reaktionsgemisch mit Dichlormethan verdunnt und filtriert. Der Filtrationsrickstand wurde
mehrfach mit Dichlormethan gewaschen, und das Ldsungsmittel destillativ entfernt. Das erhaltene

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:2) gereinigt.

Oxidation des terminalen Alkens (AAV2): Bei 0 °C wurde 1 Aqg des Alken funktionalisierten
Neuraminséurederivats, 5 Aq NalO, und 0.1 Ag RuCl;*xH,0 in einer Mischung aus CCl,/MeCN/H,0
2:2:3 suspendiert und 3 h gerihrt. Dabei wurden pro Millimol Edukt 7 mL des Lésungsmittelgemischs
verwendet. AnschlieBend wurde das Losungsmittel destillativ entfernt und das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Toluol/Aceton/Triethylamin 1:1:0.01 —
Toluol/Aceton/AcOH 1:1:0.01).

Automatisierte Festphasenpeptidsynthese und manuelle Dibenzofulvenbestimmung (AAV3): Die
Synthese des Peptids erfolgte an der festen Phase automatisiert nach der Aktivestermethode unter
Verwendung der Fmoc-Strategie an einem mikrowellenunterstitzten Peptidsynthesizer. Bei dem
verwendeten Harz handelte es sich um ein mit Glycin funktionalisiertes 2-Chlortritylharz. Dieses
wurde vor Verwendung an dem Synthesizer 2-8 h quellen gelassen. Als Ldsungsmittel diente DMF,
Kupplungsschritte wurden zweifach durchgefiihrt. Typische AnsatzgrofRen waren 100 pmol, 250 pumol
und 500 umol bezogen auf die reaktiven Stellen des Harzes. Zur Aktivierung der Séure dienten TBTU
(0.5 M in DMF) und DIPEA (2.0 M in DMF). Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte durch
Piperidin in DMF (20% v/v) und capping Schritte wurden mittels Essigsdureanhydrid in DMF
(10% v/v) durchgefiihrt. Fur die einzelnen Kupplungsschritte wurden die in der Steuersoftware

implementierten default cycles verwendet.

Nach erfolgter Synthese wurde die letzte Fmoc Schutzgruppe manuell abgespalten und der
Dibenzofulvengehalt photometrisch bestimmt. Hierzu wurde das Harz in eine Glasfritte Gberfiihrt, mit
2 mL Piperidin in DMF (20% v/v) 20 min bei Raumtemperatur geschwenkt, die Ldsung in einem
lichtgeschitztem Kolben gesammelt und das Harz mit insgesamt 8 mL DMF gesplt. Dieser Vorgang
wurde wiederholt und die erhaltenen Lésungen vor Vermessung am Photometer bei einer Wellenldnge
von 301 nm so verdunnt, dass eine optische Dichte zwischen 0.3 und 0.8 erhalten wurden. Messungen
bei verschiedenen Verdinnungen wurden durchgefiihrt, Mittelwerte gebildet und der

Dibenzofulvengehalt iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz (Gleichung 9) bestimmt:
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OD *xV xF
Npibenzofulven = T

Gleichung 9: Lambert-Beer’sches Gesetz, mit: V = Gesamtvolumen der vereinigten Abspaltlésung, OD = gemessene

optische Dichte, £ = molarer Extinktionskoeffizient (hier 7950 —-—), F = Verdinnungsfaktor, d = Schichtdicke Kiivette

molxcm

Die so ermittelten Werte dienten als BezugsgréRe fur die folgende Synthese an der festen Phase, fir
die Einwaage der Edukte und fiir die Bestimmung der Ausbeute. Nach Bestimmung des
Dibenzofulvengehalts wurde das Harz erst mit DMF, dann mit DCM gespilt, im Luftstrom getrocknet
und wenn nicht unmittelbar weiter umgesetzt bei -20 °C gelagert.

Manuelle Kupplung des Kohlenhydratbausteins an das Peptid (AAV4): Im Anschluss an AAV3
wurde das mit Peptid beladene Harz 2 h in DMF quellen gelassen. Es wurden 2.5 Aq des
Neuraminséurebausteins und 5 Aq TBTU bezogen auf die Dibenzofulvenbestimmung in einen Kolben
gewogen und mehrere Stunden im Feinvakuum getrocknet. Unmittelbar vor Reaktionsstart wurde das
Uberstehende DMF von dem Harz saugfiltriert, Neuraminsaurebaustein und TBTU in DMF gel6st, mit
6 Aq DIPEA versetzt und vollstandig zu dem Harz gegeben. Dabei wurde die Gesamtmenge DMF
zum vollstandigen uberfuhren so gewéhlt, dass der Neuraminsaurebaustein in einer Konzentration von
100 mM vorlag. Das Gemisch wurde vorsichtig unter N, gestellt, {iber Nacht bei Raumtemperatur

geschwenkt, der Uberstand abfiltriert und das Harz mit DMF und mit DCM trocken gespiilt.

Die Abspaltung erfolgte zweifach mit insgesamt 50 mL TFA/TIPS/H,0 95:5:2 fir jeweils 1-1.5 h bei
Raumtemperatur, wobei das Filtrat aufgefangen wurde und das Harz ausgiebig mit Abspaltlésung und
DCM gespilt wurde. Das Lésungsmittel wurde destillativ entfernt. Das Harz wurde nach Abspaltung
1 hin 20 mL H,O geschwenkt, der Uberstand zu dem Destillationsriickstand gegeben und die

Suspension gefriergetrocknet.

Das erhaltene Rohprodukt wurde pro 30 mg in 900 pL H,O/MeCN 7:3 aufgenommen, sonifiziert und
die Suspension zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in H,O/MeCN 70:30
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Uberstande wurde vereinigt und gefriergetrocknet. Der

erhaltene Feststoff wurde mittels RP-HPLC gereinigt.

Kupplung der Glycokonjugate an die core-Struktur (AAV5): In einen 10 mL Kolben wurden die
geschutzten core-Strukturen eingewogen und fur 1.5 h in TFA/TIPS/H,O 95:5:2 bei Raumtemperatur
geschwenkt und das Losungsmittel anschlieRend vollstdndig destillativ entfernt. Der Erfolg der
Reaktion wurde massenspektrometrisch berpriift. Bei dem Produkt handelt es sich um einen

glasartigen, hochviskosen farblosen Riickstand.

Parallel wurden 4.5 Aq des entsprechenden Glycokonjugats und 9 Aq HATU zusammen eingewogen

und mehrere Stunden im Feinvakuum getrocknet. Diese wurden in wenig DMF gelst, mit 10 Aq
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DIPEA versetzt und zu dem entsprechenden entschiitzten Ankermolekil gegeben. Die Gesamtmenge
DMF wurde dabei so gewahlt, dass das Glycokonjugat in einer Konzentration von 6.6 mM vorlag. Die
Reaktionslésung wurde wéhrend 16 h bei RT in einer N,-Atmosphdre gerthrt. Anschlielend wurde
das LoOsungsmittel destillativ entfernt, das erhaltene Rohprodukt in Wasser aufgenommen,
gefriergetrocknet und mittels RP-HPLC gereinigt. Dazu wurde vor Auftragung der erhaltene, farblose
Feststoff in Wasser/Acetonitril 7:3 aufgenommen und mittels Zentrifugenfilters von unldslichen
Bestandteilen befreit.

Entschitzung der Liganden (AAV6): Die Entschutzung der Liganden erfolgte in zwei Schritten
ohne weitere Aufarbeitung. Zun4chst wurden die Acetylgruppen nach Zemplén verseift'*!. Dafiir
wurde unter Schlenk Bedingungen eine methanolische NaOMe-L&sung frisch angesetzt und auf pH 9-
9.5 (nasses pH Papier) gestellt. MeOH wurde unmittelbar vor Gebrauch getrocknet und der geschitzte
Ligand mehrere Stunden im Feinvakuum getrocknet. Pro Milligramm Edukt wurde 1 mL der
eingestellten NaOMe-Ldsung zu dem geschiitzten Liganden gegeben und 4 h bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei der pH Wert wéhrend der Reaktion Uberprift wurde. Anschlieend wurde der Ansatz

mit einer 1 M Essigsaure neutralisiert, mit Wasser verdiinnt und gefriergetrocknet.

Fur die Verseifung des Methylesters wurde eine aq. NaOH auf pH 10.5 (pH Elektrode) gestellt. Zu
dem erhaltenen Feststoff aus der Deacetylierung nach Zemplén wurde so viel der aq. NaOH gegeben,
dass NaOH in 10-30fachem Uberschuss zu dem eingesetzten Edukt vorlag. Die Reaktion wurde 16-
36 h bei Raumtemperatur gerihrt, wobei auch hier der pH Wert kontrolliert wurde. Die L&sung wurde
anschlieRend mit wenig Amberlite IR120 H" neutralisiert und filtriert, wobei der lonentauscher gut
gespilt und die Losung gefriergetrocknet wurde. Die Reinigung des Produkts erfolgte zweifach mittels
RP-HPLC.

6.5.1.1 Mikrowellenmethode

MW1:
Schritt 1 2 3
Leistung [W] 30 0 30
ramp time [sek] 180 0 180
hold time [sek] 240 300 240
Zieltemperatur [°C] 50 20 50
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6.5.1.2 HPLC Laufmittel und verwendete Methoden

Die Reinigung der Produkte mittels RP-HPLC erfolgte an einer C;3 Sdule der Firma Macherey&Nagel
(Nucleodur Isis, 250x21 mm, 5 pm, 300 A) bei einer Flussrate von 20 mL/min. Die Detektion erfolgte
UV-spektroskopisch mittels DAD und massenspektrometrisch durch ein ESI single-quad
Massenspektrometer im Positivmodus. Abweichungen hiervon sind im Einzelnen aufgefihrt. Eluiert
wurde durch Verwendung von Gradienten der Laufmittelgemische A (H,O/MeCN/FA 95:5:0.1 v/v)
und B (MeCN/H,O/FA 95:5:0.1). Die Laufmittelgemische wurden vor Verwendung im Ultraschallbad
entgast. Die verwendeten Gradienten sind im Folgenden einzeln aufgefihrt.

Methode Minute Anteil B Methode Minute Anteil B
LC1 0-20 0-50% LC2 0-15 0-25%
20-25 50-100% 15-19 25-100%
25-27 100-100% 19-21 100-100%
27-35 100-0% 21-25 100-0%
LC3 0-30 0-50% LC4 0-5 0%
30-33 50-100% 5-20 0-15%
33-35 100-100% 20-24 15-100%
35-40 100-0% 24-28 100-0%
LC5 0-21 0-35% LC6 0-5 0-25%
21-25 35-100% 5-25 25-75%
25-27 100-100% 25-26 75-100%
27-31 100-0% 26-30 100-0%
LC7 0-5 0-50% LC8 0-25 0-25%
5-9 50-100% 25-28 25-100%
9-13 100-0% 28-32 100-0%
LC9 0-5 0-20%
5-15 20%
15-30 20-30%
30-34 30%
34-37 30-40%
37-40 40-0%
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6.6 Durchgefiihrte Synthesen

6.6.1.1 Darstellung von 1

Nach AAV6 wurden 14.5 mg (3.50 pumol) 29 zu 5.7 mg (1.6 pumol) 1 umgesetzt. Dies entspricht einer

Ausbeute von 45% bezogen auf 29.

Charakterisierung: o §H COH "

}MO/\/\/CO—GIy-Ser—GIy—Ser-AIa—Ser-GIy-Ser—GIy—NHW N (0]

OH HO

HO CO,H
Fal‘blosel‘ FeStStOff MSWCO-GW-S&-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy—Ser-GIy-NH\/\/\/H o}
HO OH O » NHy;
) HO COH .
Ri: 11.2 min (LC2) \W\2%CO—G|y—Ser-GIy-Ser—AIa-Ser—GIy»Ser-GIy—Nﬁivq/s"\);
AcHN o Pl
HO

Reinheit: 89% (254 nm) b

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1810.7956 [M+2H]%, gef.: 1810.8134 [M+2H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly 1 8.299 3.928

Ser 2 8.372 4.412 3.838

Gly 3 8.525 3.945

Ser 4 8.178 4.392 3.808

Ala5 8.409 4.324 1.357

Ser 6 8.237 4.363 3.818

Gly 7 8.347 3.954

Ser 8 8.261 4.353 3.828

Gly 9 8.446 3.828

Neu5Ac-Alkyl 3.687 (H-5a); 3.398 (H-5°b); 2.279 (H-2"); 1.575 (H-3); 1.517 (H-4")

Neuraminsaure 8.048 (NHAC); 3.804 (H-9a); 3.796 (H-8); 3.762 (H-5); 3.658 (H-6); 3.630
(H-4); 3.576 (H-9b); 3.524 (H-7); 2.666 (H-3eq); 1.971 (NHAC); 1.612 (H-3ax)

Anker 8.568 (NH-1""); 8.186 (H-arom); 7.683 (NH-8¢); 3.350 (H-2°); 3.140 (H-7°°);
1.570 (H-3""); 1.437 (H-6""); 1.319 (H-4""); 1.283 (H-5"")

2~]H-3ax, H-3eq = 13.0 Hz, 3~]H-3eq, 4 = 4.9 Hz, 3\]H—4‘,H—5‘a = 6.6 Hz, 3~]H-4, H-s» = 6.8 Hz, ZJH—S‘a, wsb = 9.9 Hz,
SINH-1 12+ = 6.0 HZ, 27 npege = 6.0 Hz.
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BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.7 (C-H-arom): 72.6 (C-6); 71.7 (C-8):; 68.5
(C-7); 68.1 (C-4); 63.9 (C-5"); 63.1 (C-9); 61.3 (B-Ser); 56.0, 55.7 (0-Ser); 52.1 (C-5); 50.0 (a-Ala);
42.8 (a-Gly’s); 40.2 (C-2°%); 40.1 (C-3); 39.1 (C-7); 35.0 (C-2); 28.4 (C-4°); 28.2 (C-37); 28.2 (C-
6°"); 25.5 (C-47"); 25.2 (C-5"); 22.6 (NHCOCH;); 21.6 (C-3°); 16.6(B-Ala).

6.6.1.2 Darstellung von N* N3 N°-Tris(5-tert-butyloxycarbonylaminopent-1-yl)-1,3,5-benzentri-

carbonsaureamid (7)

Nach einer literaturbekannten Vorschrift® wurden 914 mg (3.44 mmol, 1 Aq) Trimesoylchlorid mit
2.80 g (13.8 mmol, 4 Aq) 3 zu 1.88 g (2.47 mmol) 7 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von
72% bezogen auf Trimesoylchlorid. Abweichend von der Vorschrift erfolgte die Synthese von 7 unter
Schlenkbedingungen, wobei Pyridin als Base im Volumenverhdltnis 1:1 zu DCM eingesetzt wurde.
Das erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CHCIls/MeOH/AcOH
29:1:0.5 — 19:1:0.5) gereinigt.

Charakterisierung: BOCHN\/At\/Z\/H o
5 3 1

H H
Farbloser Feststoff BocHN _~_~_N N._~_~_NHBoc

O O
Ry: 0.53 (CHCly/MeOH/AcoH 19:1:0.5) CaHeaNeOs

762.9761 g/mol
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 763.4969 [M+H]", gef.: 763.4980 [M+H]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.39 (s, 3H, H-arom.), 4.64 (s, 3H, NHBoc); 3.55-3.39 (m,
6H, H-1); 3.15-3.05 (m, 6H, H-5); 1.73-1.59 (m, 6H, H-2); 1.58-1.48 (m, 6H, H-4); 1.46-1.33 (m, 6H,
H-3); 1.42 (s, 27H, C(CHy)s).

BC-NMR (101 MHz, DMS0-d6): & [ppm] = 165.4 (NHCO); 155.5 (NHCOO); 135.1 (C4-arom);
128.3 (Cy-arom.); 77.3 (C(CHs)s); 40.0 (C-1); 39.6 (C-5); 29.2 (C-2); 28.7 (C-4); 28.6 (C(CHa)s);
23.7 (C-3).
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6.6.1.3 Darstellung von N N?®N°-Tris(6-tert-butyloxycarbonylaminohex-1-yl)-1,3,5-benzentri-
carbonsaureamid (8)

Nach einer literaturbekannten Vorschrift®® wurden 1.509 g (5.685 mmol, 1 Aq) Trimesoylchlorid mit
5.55 g (25.7 mmol, 4.5 Aq) 4 zu 3.707 g (4.605 mmol) 8 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute
von 81% bezogen auf Trimesoylchlorid. Abweichend von der Vorschrift erfolgte die Synthese von 8
unter Schlenkbedingungen, wobei Pyridin als Base in neunfachem Uberschuss eingesetzt wurden. Das
erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (CHCIz/MeOH/AcOH 29:1:0.5 —
19:1:0.5) gereinigt.

Charakterisierung: 6 4 2 H
BocHN™ > Y
Farbloser Feststoff N N
BocHN™ """~ " NHBoc
Ry: 0.41 (CHCIy/MeOH/AcoH 19:1:0.5) 2 HooN Oo
42172N6Y9

805.0559 g/mol
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 805.5709 [M+H]", gef.: 805.5437 [M+H]*

'H-NMR (400 MHz, CDCl): & [ppm] = 8.42 (s, 3H, H-arom.), 4.71 (s, 3H, -NHBoc); 3.45-3.38 (m,
6H, H-1); 3.10 (t, 6H, H-6); 1.64-1.54 (m, 6H, H-2); 1.51-1.43 (m, 6H, H-5); 1.41-1.28 (m, 12H, H-3,
H-4); 1.40 (s, 27H, C(CHa)s).

3‘]H-5,H-6 = 6.8 Hz.

“C-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 166.2 (NHCO); 156.6 (NHCOO); 135.4 (C,-arom); 128.5
(Cu-arom.); 79.5 (C(CHg)s); 40.4 (C-6); 39.9 (C-1); 30.1 (C-5); 29.4 (C-2); 28.6 (C(CHs)s); 28.4
(C(CHsa)s3); 26.4, 26.3 (C-3, C-4).

6.6.1.4 Darstellung von N! N2 N°-Tris(7-tert-butyloxycarbonylaminoheptyl)-1,3,5-benzentri-

carbonsaureamid (9)

Nach einer literaturbekannten Vorschrift® wurden 232 mg (0.874 mmol) Trimesoylchlorid mit
903 mg (3.92 mmol, 4.5 Ag) 5 zu 230 mg (0.271 mmol) 9 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute
von 31% bezogen auf Trimesoylchlorid. Abweichend von der Vorschrift erfolgte die Synthese von 9
unter Schlenkbedingungen, wobei Pyridin als Base im Volumenverhéltnis 1:1 zu DCM eingesetzt
wurde. Das erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CHCI;/MeOH/AcOH
29:1:0.5 — 19:1:0.5) gereinigt.
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Charakterisierung: BocHNJ\/“\/Z\/H o
7 5 3 1
Farbloser Feststoff H H
BocHN. _~_ ~_~_N N _~_~_~_NHBoc
R¢: 0.35 (CHCly/MeOH/AcoH 19:1:0.5) ° ©
C45H78NsOg

847.1356 g/mol
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 869.5728 [M+Na]"*, gef.: 869.5734 [M+Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 8.40 (s, 3H, H-arom.), 6.66 (s, 3H, -NH), 4.60 (s,
3H, -NHBoc); 3.53-3.43 (m, 6H, H-1); 3.15-3.04 (m, 6H, H-7); 1.70-1.55 (m, 6H, H-2); 1.51-1.40 (m,
6H, H-6); 1.43 (s, 27H, C(CHy)3); 1.40-1.24 (m, 18H, H-3, H-4, H-5).

BC-NMR (101 MHz, CDCLy): & [ppm] = 165.9 (NHCO); 128.2 (C-arom.); 40.7 (C-7); 40.4 (C-1);
29.9 (C-6); 29.5 (C-2); 28.6 (C(CHy)s); 28.6 (C-5); 26.3, 26.0 (C-3, C-4).

6.6.1.5 Darstellung von Methyl [n-hex-5-enyl (5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-
D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (17)

Nach AAV1 wurden 1.37 g (2.69 mmol) 16 in 18 mL 5-Hexen-1-ol zu 1.30g (2.20 mmol) 17
umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 82% bezogen auf 16.

Charakterisierung: AR OAc  co,Me
AcHN o 4
Farbloser Schaum AcO
C26H39NO1 3

573.5868 g/mol
Drehwert: [a]4®> =-10.0 ° (c = 1, CHClIs)

Rr: 0.13 (PE/EE 1:2)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 574.2499 [M+H]", gef.: 574.2496 [M+H]*

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & [ppm] = 5.80 (ddt, 1H, H-5); 5.43-5.35 (m, 1H, H-8); 5.32 (dd, 1H,
H-7); 5.13 (d, 1H, NHAC); 5.01 (ddt, 1H, H-6°E); 4.94 (ddt, 1H, H-6°Z); 4.84 (ddt, 1H, H-4); 4.31
(dd, 1H, H-9a); 4.13-4.04 (m, 3H, H-5, H-6, H-9b); 3.79 (s, 3H, COOCH,); 3.76 (dt, 1H, H-1¢a); 3.23
(dt, 1H, H-1°b); 2.56 (dd, 1H, H-3eq); 2.14, 2.13, 2.03, 2.02 (4x s; 4x 3H, 4x OAC); 2.09-2.03 (m, 2H,
H-4¢); 1.94 (dd, 1H, H-3ax); 1.88 (5, 1H; NHAC); 1.61-1.51 (m, 2H, H-2°); 1.48-1.39 (m, 2H, H-3°).

2Jhsax, Haeq = 12.9 HZ, *Jpaa na = 12.3 Hz, *Jpzeq 1a = 4.6 HZ, *Jps, vs = 9.6 Hz, 2y, 1y = 1.7 Hz,
SJH_7Y H-8 — 8.3 HZ, SJH_S’ H-9a — 2.6 Hz 3\]H—8, H-9b — 55 HZ, ZJH_gaV H-9b — 12.4 HZ, ZJH_lua' H-1b — 9.3 HZ,
3Jh1a, v = 6.3 HZ, *Ji1, 12 = 6.3 Hz.
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BBC-NMR (101 MHz, CDCls):  [ppm] = 171.2, 170.8, 170.3, 170.3, 170.1 (C=0); 168.7 (C-1); 138.9
(C-5°); 114.6 (C-6°); 98.9 (C-2); 72.4 (C-6); 69.3 (C-4); 68.8 (C-8); 67.6 (C-7); 65.0 (C-1°); 62.5
(C-9); 52.8 (CO,CHs); 49.7 (C-5); 38.3 (C-3); 33.4 (C-4’); 29.2 (C-2°); 253 (C-3°); 23.3
(NHCOCH,); 21.2, 21.0, 21.0, 20.9 (OCOCHs).

6.6.1.6 Darstellung von Methyl [n-undec-10-enyl (5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-di-
desoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (18)

Nach AAV1 wurden 3.10 g (6.10 mmol) 16 mit 10-Undecen-1-ol zu 1.97 g (2.20 mmol) 18 umgesetzt.
Dies entspricht einer Ausbeute von 50% bezogen auf 16.

Charakterisierung: A0  OA

¢ COZM?‘ 3 5 7 9'
AcO\ —~——————— ="
AgHN Q 0 2 4 6' 8 10'
Farbloser Schaum AcO

C31H49NO13
643.7197 g/mol
Drehwert: [a]4® = -10.5° (c = 1, CHCly)

Ry 0.14 (PE/EE 1:2)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 644.3283 [M+H]", gef.: 644.3277 [M+H]"*

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 5.77 (ddt, 1H, H-10"); 5.42 (d, 1H, NHAc); 5.37-5.33 (m,
1H, H-8); 5.30 (dd, 1H, H-7); 4.95 (dd, 1H, H-11‘E); 4.88 (dd, 1H, H-11°2); 4.80 (ddd, 1H, H-4);
4.30 (dd, 1H, H-9a); 4.10-4.03 (m, 3H, H-5, H-6, H-9b); 3.75 (s, 3H, COOCHy); 3.71 (dt, 1H, H-1¢a);
3.17 (dt, 1H, H-1°b); 2.54 (dd, 1H, H-3eq); 2.11, 2.10, 2.00, 1.99 (4x s; 4x 3H, 4x OAC); 2.04-1.99 (m,
3H, H-3ax, H-9%); 1.85 (s, 1H; NHAC); 1.51-1.46 (m, 2H, H-2¢); 1.35-1.32 (m, 2H, H-8°); 1.28-1.20
(m, 10H, H-3¢, H-4¢, H-5¢, H-6*, H-7°).

2JH—3ax, H-3eq — 12.8 HZ, 3\]H—3ax, H-4 = 11.1 HZ, SJH_geq' H-4 = 4.4 HZ, SJH_4' H-5 — 10.6 HZ, 3‘]H'5y H-NH — 9.6 HZ,
Jhs, 17 = 2.5 Hz, 33z ns = 8.0 Hz, *Jus hea = 1.6 HZ, 2Jhgs nop = 12.4 Hz, 2y 1 = 9.6 Hz,
3\]H—1a‘, o = 6.4 Hz, 3\]H—1‘b, - = 6.4 Hz, 3~]|-|-10: -1z = 10.0 Hz, 3\]H—10‘, H11e = 15.2 Hz, 2JH-11‘Z, H-11E =
2.0 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 171.1, 170.7, 170.4, 170.2, 170.2 (C=0); 168.7 (C-1); 139.3
(C-10); 114.2 (C-11°); 98.9 (C-2); 72.6 (C-6); 69.4 (C-4); 69.1 (C-8); 67.6 (C-7); 65.2 (C-1°); 62.5
(C-9); 52.7 (CO,CHy); 49.5 (C-5); 38.2 (C-3); 33.9 (C-9°); 29.7 (C-2°); 29.6, 29.5, 29.4, 29.2 (C-3",
C-4%, C-6°, C-7°); 23.2 (NHCOCHS); 21.2, 20.9, 20.9, 20.8 (OCOCH;).
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6.6.1.7 Darstellung von Methyl [n-pent-5-ylsaure (5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-di-
desoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (19)

Nach AAV2 wurden 4.00 g (6.98 mmol) 17 mit 175 mg (~ 0.70 mmol) RuCl;xH,O und 5.97 g
(28.0 mmol) NalO,4 zu 3.37 g (5.70 mmol) 19 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 82%

bezogen auf 17.

Charakterisierung: AcQ  PAC CoMe O
Farbloser Schaum AcO
Ca5H37NO15

591.5590 g/mol
Drehwert: [a]4® = -10.6 ° (c = 1, CHCly)

Ry: 0.48 (Toluol/Aceton/AcOH 1:1:0.01)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 592.2241 [M+H]", gef.: 592.2242 [M+H]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl): & [ppm] = 5.45-5.36 (m, 1H, H-8); 5.30 (dd, 1H, H-7); 5.14 (d, 1H
NHAC); 4.85 (ddd, 1H, H-4); 4.32 (dd, 1H, H-9a); 4.14-4.01 (m, 3H, H-5, H-6, H-9b); 3.79 (s, 3H,
COOCHS,); 3.78 (dt, 1H, H-5’a); 3.25 (dt, 1H, H-5"b); 2.57 (dd, 1H, H-3eq); 2.39 (dt, 2H, H-2°); 2.15,
2.14, 2.04, 2.02 (4x s, 4x 3H, 4x OAC); 1.95 (dt, 1H, H-3ax); 1.85 (s, 3H, NHAc); 1.79-1.66 (m, 2H,
H-3%); 1.66-1.59 (m, 2H, H-4°).

2Ihsax, Haeq = 12.5 HZ, *Jpiaax na = 12.4 Hz, *Jpzeq 1 = 4.6 Hz, *Jps, vs = 9.6 Hz, *Jps, 1y = 1.7 Hz,
3\]H_7Y H-8 — 8.5 HZ, S‘JH-S, H-9a — 2.5 HZ, 2\]H—9a, H-9b — 12.4 HZ, ZJH_T' H-2¢ = 1.6 Hz 3\]H_2~Y H-3¢ =7.6 HZ, SJH_4"
hsa = 6.3 HZ, *Jha s = 6.3 HZ, 2Jhisea hisy = 9.6 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 171.2, 171.1, 170.4, 170.4, 170.3 (C=0): 168.6 (C-1); 98.7
(C-2); 72.4 (C-6); 69.1 (C-4); 68.5 (C-8); 67.4 (C-7); 64.2 (C-5°); 62.6 (C-9); 52.7 (CO,CHy); 49.5
(C-5); 38.0 (C-3); 33.2 (C-2°); 28.7 (C-4’); 23.4 (NHCOCH;); 21.2 (C-3°); 21.1, 20.8, 20.8; 20.7
(OCOCHy).
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6.6.1.8 Darstellung von Methyl [n-dek-10-ylsdure (5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-di-
desoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (20)

Nach AAV2 wurden 1.97 g (3.06 mmol) 18 mit 67 mg (~ 0.30 mmol) RuCls;xH,0O und 2.62 g
(12.3 mmol) NalO4 zu 1.06 g (1.60 mmol) 20 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 52%

bezogen auf 18.

Charakterisierung:
9 A PA° come
N o A A Ao
Farbloser Schaum AO ¢ v & ¥ Z

C30H47NO15

Drehwert: [a]4® = -13.9 ° (c = 1, CHCly) 661.6919 g/mol

Rr: 0.25 (EE)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 662.3025 [M+H]", gef.: 662.3030 [M+H]*

'H-NMR (500 MHz, CDCly): & [ppm] = 5.52 (d, 1H, NHAc); 5.37-5.34 (m, 1H, H-8); 5.30 (dd, 1H,
H-7); 4.80 (ddd, 1H, H-4); 4.29 (dd, 1H, H-9a); 4.11-4.06 (m, 3H, H-5, H-6, H-Ob); 3.75 (s, 3H,
COOCH,); 3.71 (dt, 1H, H-10’a); 3.17 (dt, 1H, H-10°b); 2.54 (dd, 1H, H-3eq); 2.30 (t, 2H, H-2°);
2.11, 2.10, 2.01, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x OAc); 1.91 (dt, 1H, H-3ax); 1.85 (s, 3H, NHAC); 1.59 (m, 2H,
H-9); 1.49 (m, 2H, H-9%); 1.32-1.21 (m, 10H, H-4¢, H-5¢, H-6*, H-7¢, H-8°).

2Jhsax, Haeq = 13.0 HZ, *Jpaa na = 11.0 HZ, *Jpseq 1a = 4.6 Hz, *Ju4 15 = 10.5 Hz, *Jps, pwn = 9.5 Hz,
3‘]H-6, H-7 — 2.5 HZ, 3\JH—7, H-8 — 7.8 HZ, 3‘]H-8, H-9a — 2.6 HZ, ZJH_gaV H-9b — 12.6 HZ, 2\]H_2~Y H-3¢ — 7.4 HZ, 3JH-9‘,
H-10a = 6.4 Hz, 3\]H-9‘, w10 = 6.3 Hz, ZJH-lO‘a, H-100 = 9.3 HZ.

BC.NMR (101 MHz, CDCLy): & [ppm] = 178.5 (C-1°), 171.2, 170.8, 170.7, 170.3, 170.3 (C=0);
168.7 (C-1); 98.9 (C-2); 72.6 (C-6); 69.4 (C-4); 69.0 (C-8); 67.5 (C-7); 65.1 (C-10°); 62.5 (C-9); 52.7
(CO,CHy); 49.5 (C-5); 38.1 (C-3); 34.0 (C-2°); 29.6 (C-9°); 29.4, 29.2 29.2, 29.1 (C-4*, C-5¢, C-7*,
C-8°); 25.9 (C-6); 24.7 (C-3%); 23.2 (NHCOCHS,); 21.2, 20.9, 20.9; 20.8 (OCOCH,).

6.6.1.9 Darstellung von 21

Die Synthese von 21 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer AnsatzgroRe von 250 pumol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 146 pmol. Fir AAV4 wurden
hier 145 mg (245 pmol, 1.6 Ag) 19 zusammen mit 193 mg (600 pmol, 4 Ag) TBTU und 131 pL
(750 umol, 5 Ag) DIPEA in 2.4 mL DMF gelést und zu dem Harz gegeben. Es konnten 45 mg

118



Experimentalteil

(36 umol) 21 erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 25% auf die Dibenzofulven-

bestimmung, beziehungsweise von 15% auf die eingesetzte Harzmenge.

Charakterisierung:
g AcO Qhc CO,Me .
M\ o 2 __CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH
Farbloser Feststoff AcHNACo ¥z
. Cy48H74N10028
R 11.3 min (LC1) 1239.1514 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1239.4752 [M+H]", gef.: 1239.4747 [M+H]"

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System 6 NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly1 8.277 4.015

Ser 2 8.396 4.507 3.910

Gly 3 8.567 4.029

Ser4 8.225 4.470 3.892

Ala5 8.443 4.425 1.442

Ser 6 8.290 4.469 3.900

Gly 7 8.391 4.058

Ser 8 8.254 4.532 3.909

Gly9 8.372 4.016

Neu5Ac-Alkyl 3.785 (H-5’a); 3.438 (H-5°b); 2.377 (H-2’); 1.677 (H-3"); 1.622 (H-4")

Neuraminsaure 8.120 (NHAC); 5.412 (H-8); 5.382 (H-7); 4.914 (H-4); 4.363 (H-9a); 4.254
(H-6); 4.231 (H-9b); 3.923 (H-5); 3.880 (COOCHy); 2.733 (H-3eq); 1.960
(H-3ax)

Acetylgruppen 2.220, 2.182, 2.104, 2.065 (4x OACc), 1.930 (NHAC)

2Jhsax, Haeq = 13.6 HZ, Iy aax va = 12.2 HZ, *Jnzeq s = 4.8 Hz, Iy vy = 1.7 Hz, *Jp7 s = 8.7 Hz, *Jp.
8 H-0a = 2.4 Hz, 2~]H-9a, H-ob = 12.7 Hz, 3\]H—2‘, H-3- = 7.6 Hz, 3\]H—4‘, Hsa = 6.7 Hz, 3JH—4‘, H-sb = 6.6 Hz, ZJH—S‘a,
H-5b — 10.0 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 99.7 (C-2); 72.3 (C-6); 70.1 (C-4); 69.1 (C-8); 68.0 (C-7);
65.6 (C-5%), 63.0 (C-9); 61.9, 61.8, 61.7, 61.7 (B-Ser); 56.4, 56.3, 56.2, 56.1 (a-Ser); 54.1 (COOCHs,);
50.6 (a-Ala); 49.5 (C-5); 43.3, 43.2, 43.1 (a-Gly); 37.6 (C-3); 35.6 (C-2°); 29.0 (C-4%); 22.4
(NHCOCHs,); 22.3 (C-3); 21.2, 20.9, 20.8 (OCOCHj); 17.0 (B-Ala).
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6.6.1.10 Darstellung von 22

Die Synthese von 22 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer AnsatzgroRe von 250 pumol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 113 pmol. Fur AAV4 wurden
hier 147 mg (250 pumol, 2 Aqg) 19 zusammen mit 160 mg (500 pmol, 4 Ag) und 108 pL (625 pmol,
5Aq) DIPEA in 2.5 mL DMF gelost und zu dem Harz gegeben. Es konnten 49 mg (38 umol) 22
erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 33% auf die Dibenzofulvenbestimmung,
beziehungsweise von 15% auf die eingesetzte Harzmenge.

Charakterisierung: OAc

AcO ConQ .
/}w O/F)\/?’\/CO—GIy—Ser—GIy—Ser—AIa—Ser—GIy—Ser—GIy—GIy—OH
Farbloser Feststoff AcHN & 2
AcO
. CsoH77N11029
Ri: 14.4 min (LC2) 1296.2027 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1296.4967 [M+H]", gef.: 1296.4949 [M+H]*

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System 6 NH [ppm] & H, [ppm] 6 Hg [ppm]

Gly1 8.235 3.928

Ser 2 8.366 4.409 3.827

Gly 3 8.471 3.931

Ser 4 8.175 4.386 3.796

Ala 5 8.401 4.320 1.352

Ser 6 8.255 4.417 3.827

Gly 7 8.312 3.964

Ser 8 8.245 4.368 3.812

Gly 9 8.524 3.938

Gly 10 8.087 3.928

Neu5Ac-Alkyl 3.708 (H-5’a); 3.352 (H-5°b); 2.293 (H-2"); 1.557 (H-3"); 1.531 (H-4’)

Neuraminsaure 8.078 (NHAC); 5.334 (H-8); 5.309 (H-7); 4.836 (H-4); 4.286 (H-9a); 4.178
(H-6); 4.163 (H-9b); 3.840 (H-5); 3.788 (COOCHy); 2.645 (H-3eq); 1.868
(H-3ax)

Acetylgruppen 2.128, 2.088, 2.008, 1.968 (4x OAc), 1.848 (NHAC)
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ZJH_3ax’ H-3eq = 13.1 Hz, 3~]H—3ax, H-4 = 13.0 Hz, 3~]H—3eq, H-4 = 4.8 Hz, 3JH_2~, H-3 = 7.2 Hz, 3\]H—4‘, H-5a — 6.4 Hz,
$Jha tss = 6.2 HZ, 2Jpisea s = 9.6 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 98.8 (C-2); 71.6 (C-6); 69.4 (C-4); 68.4 (C-8); 67.4 (C-7):
64.9 (C-5°); 62.6 (C-9); 61.1, 61.0, 61.0, 61.0 (B-Ser); 55.8, 55.7, 55.7, 55.5 (a-Ser); 53.5 (CO,CHy);
49.9 (o-Ala); 48.9 (C-5); 42.6, 42.5, 41.7 (o-Gly); 36.9 (C-3); 35.0 (C-2°); 28.3 (C-4’); 21.8
(NHCOCHz); 21.7 (C-3¢); 20.2, 20.1, 20.1 (OCOCHy), 16.3 (B-Ala).

6.6.1.11 Darstellung von 23

Die Synthese von 23 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer AnsatzgroRe von 250 pumol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 85 pmol. Fur AAV4 wurden
148 mg (250 pmol, 2.5 Aq) 19 eingesetzt. Fir AAV4 wurden hier 190 mg (500 pumol, 5 Aq) HATU
und 55 pL (500 umol, 5 Ag) NMM in 1.5 mL NMP verwendet. Die Abspaltung vom Harz erfolgte
mit TFA/DCM/TIPS/H,0O 20:20:1:1. Es wurden 57 mg (42 umol) 23 erhalten. Dies entspricht einer

Ausbeute von 49% auf die Dibenzofulvenbestimmung, beziehungsweise von 17% auf die eingesetzte

Harzmenge.
Charakterisierung: AcO  9Ac coMe
&M\ . -CO-Gly-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly-OH
4' 2'
Farbloser Feststoff AcO

g

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1353.5181 [M+H]", gef.: 1351.5159 [M+H]*

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] é H, [ppm] o Hg [ppm]
Gly 1 8.351 4.020

Gly 2 8.433 4.096

Ser 3 8.445 4512 3.971
Gly 4 8.562 4.073

Ser5 8.263 4.529 3.945
Ala 6 8.493 4.474 1.476
Ser 7 8.338 4.525 3.946
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Gly 8 8.435 4.096
Ser 9 8.353 4.556 3.988
Gly 10 8.595 4.071
Gly 11 8.241 4.069

Neu5Ac-Alkyl 3.821 (H-5"a); 3.463 (H-5°D); 2.416 (H-2"); 1.690 (H-3"); 1.651 (H-4")

Neuraminsaure 8.165 (NHAC); 5.459 (H-8); 5.424 (H-7); 4.958 (H-4); 4.401 (H-9a); 4.301
(H-6); 4.266 (H-9b); 3.966 (H-5); 3.918 (COOCHy); 2.762 (H-3eq); 2.012
(H-3ax)

Acetylgruppen 2.254,2.212, 2.136, 2.092 (4x OACc); 1.969 (NHAC)

2JH—3ax, H-3eg = 13.6 Hz, % H-3eq, H-4 = 4.8 Hz, % H-8, H-9a = 2.5 Hz, 2\]H-9a, H-ob = 12.5 Hz, 3~]H—2‘,H—3‘ =7.7Hz,
s tisa = 6.6 HZ, 2 fge s = 6.5 HZ, s, 150 = 10.1 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): 5 [ppm] = 98.9 (C-2), 72.0 (C-6), 69.7 (C-4), 68.6 (C-8), 67.7 (C-7), 65.3
(C-5%), 62.5 (C-9), 61.5, 61.5, 61.4, 61.4 (B-Ser), 56.1, 56.1 56.0, 56.0 (a-Ser), 53.7 (CO,CH), 50.3
(0-Ala), 49.3 (C-5), 42.8, 42.8, 42.8, 41.9 (a-Gly), 37.2 (C-3), 35.5 (C-2°), 28.7 (C-4"), 22.2
(NHCOCH,), 22.0 (C-3"), 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (OCOCHy), 16.6 (B-Ala).

6.6.1.12 Darstellung von 24

Die Synthese von 24 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer Ansatzgroe von 250 umol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 104 pumol. Fir AAV4 wurden
150 mg (253 umol, 2.5 Aq) 19 eingesetzt. Fir AAV4 wurden hier 194 mg (511 pmol, 5 Aq) HATU
als Aktivator und 55 pL (500 pumol, 5 Agq) NMM als Aktivator Base in 1.5 mL NMP verwendet. Die
Abspaltung vom Harz erfolgte abweichend von AAV4 mit TFA/DCM/TIPS/H,O 20:20:1:1. Es
konnten 30 mg (21 pmol) 24 erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 20% auf die

Dibenzofulvenbestimmung, beziehungsweise von 8% auf die eingesetzte Harzmenge.

Charakterisierung:
g Aco  §AC CoMe
WO/‘S\Q\/CO-G|y-Ser-G|y-Ser-G|y-Ser-A|a-$er-G|y-Ser-G|y-G|y-oH
Farbloser Feststoff AcHN e ¢ 2
Cs5HgsN13032
R¢: 15.3 min (LC5) 1440.3313 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1440.5478 [M+H]", gef.: 1440.5497 [M+H]"
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'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System 6 NH [ppm] o H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly1 8.251 3.969

Ser 2 8.274 4.443 3.860

Gly 3 8.499 3.969

Ser 4 8.380 4.461 3.861

Gly 5 8.486 3.969

Ser 6 8.191 4.441 3.839

Ala7 8.422 4.356 1.390

Ser 8 8.263 4.419 3.841

Gly 9 8.360 4.011

Ser 10 8.274 4.443 3.860

Gly 11 8.540 3.990

Gly 12 8.161 3.967

Neu5Ac-Alkyl 3.746 (H-5a); 3.386 (H-5°b); 2.336 (H-2"); 1.650 (H-3); 1.558 (H-4")

Neuraminsdure 8.091 (NHAC); 5.383 (H-8); 5.346 (H-7); 4.872 (H-4); 4.324 (H-9a); 4.223
(H-6); 4.182 (H-9b); 3.882 (H-5); 3.840 (COOCH3); 2.686 (H-3eq); 1.925
(H-3ax)

Acetylgruppen 2.172, 2.129, 2.056, 2.099(4x OAc); 1.888 (NHAC)

ZJH_gaX’ H-3eq — 13.6 HZ, 3\] H-3eq, H-4 — 4.8 HZ, 2‘]H-9a, H-9b — 12.5 HZ, 3\] H-6, H-7 = 1.9 HZ, 3\] H-7, H-8 = 8.8 HZ,
%3 hs, teoa = 2.6 HZ, %3 1g hooo = 4.5 Hz, *Jio s = 7.7 HZ, ) 1y s = 6.5 Hz, %31y s = 6.5 Hz,
2J|-|.5’a, H-5'b = 10.0 Hz.

BC.NMR (HSQC, 100 MHz, D,0): § [ppm] = 72.0 (C-6), 69.0 (C-4), 64.7 (C-5%), 62.5 (C-9), 61.2,
61.1, 61.1, 61.0, 61.0 (B-Ser), 55.8, 55.8, 55.7, 55.7 (a-Ser), 53.6 (CO,CHa), 50.0 (a-Ala), 49.4 (C-5),
42.6,42.6, 42.6, 42.5, 42.4, 41.7 (a-Gly), 37.3 (C-3), 35.0 (C-2°), 28.4 (C-4"), 21.5 (NHCOCHj), 22.0
(C-3%),20.7, 20.2, 20.1, 20.1 (OCOCH3), 16.6 (B-Ala).

6.6.1.13 Darstellung von 25

Die Synthese von 25 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer AnsatzgroRe von 250 pumol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 118 pmol. Fir AAV4 wurden
hier 319 mg (472 pmol, 4 Ag, ¢ = 200 mM) 20, 190 mg (591 pmol, 5 Ag) TBTU und 96 pL
(591 umol, 5 Ag) DIPEA in 2.4 mL DMF eingesetzt. Es konnten 34.4 mg (26.3 umol) 25 erhalten
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werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 25% auf die Dibenzofulvenbestimmung, beziehungsweise

von 11% auf die eingesetzte Harzmenge.

Charakterisierung: Ao §AC COMe

"
10
AcO! ™ CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-OH
ASHN—_LL O/ﬁ

Farbloser Feststoff AcO
Cs3Hg4N10028
. 1309.2843 g/mol
R¢: 21.6 min (LC5)

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1309.5536 [M+H]", gef.: 1309.5492 [M+H]"

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System 6 NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]
Gly1 8.219 3.875

Ser 2 8.311 4.932 3.910
Gly 3 8.489 3.902

Ser 4 8.139 4.351 3.773
Ala5 8.382 4.287 1.325
Ser 6 8.217 4.342 3.791
Gly 7 8.306 3.923

Ser 8 8.172 4415 3.792
Gly 9 8.204 3.760

NeuSAc-Alkyl 3.656 (H-10"a); 3.302 (H-10b); 2.217 (H-2"); 1.490 (H-3"); 1.450 (H-9"); 1.229,
1.220-1.15 (H-4’, H-5", H-6’, H-7, H-8")

Neuraminsaure 8.050 (NHAC); 5.319 (H-8); 5.278 (H-7); 4.797 (H-4); 4.255 (H-9a); 4.154
(H-6); 4.116 (H-9b); 3.814 (H-5); 3.767 (COOCHs,); 2.607 (H-3eq); 1.833
(H-3ax)

Acetylgruppen 2.102, 2.063, 1.988, 1.940 (4x OAC), 1.833 (NHAC)

2Jhsax, Hoaeq = 12.8 HZ, *yseq na = 4.6 HZ, *Jiaax v = 12.1 Hz, *Jg s = 10.0 Hz, *Jps 7 = 1.9 Hz,
S\JH_(sY H-7 = 10.8 HZ, 3\]H—7, H-8 = 8.7 HZ, 3‘]H'8, H-9a — 2.5 HZ, 3\]H—8, H-9b — 49 Hz ZJH_gaY H-9b — 12.7 HZ, SJH_Z‘,
Ha = 7.5 Hz, 3JH-9‘,H-10‘b = 6.5 Hz, “Jp10, 10 = 9.6 Hz.

BC-NMR (150 MHz, D,0): & [ppm] = 98.8 (C-2); 71.5 (C-6); 69.4 (C-4); 68.1 (C-8); 67.5 (C-7);
65.4 (C-10%), 62.3 (C-9); 61.3, 61.1, 61.0 (B-Ser); 55.4, 55.4 (a-Ser); 53.4 (COOCHj); 49.9 (a-Ala);
49.0 (C-5); 42.6, 41.0 (0-Gly); 36.9 (C-3); 35.5 (C-2°); 30.0 (C-9°); 28.6, 28.5, 28.4 28.2, 28.0 (C-4*-
C-89); 25.2 (C-3°); 21.8 (NHCOCH;); 21.8, 20.5, 20.2, 20.1 (OCOCHj); 16.3 (B-Ala).
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6.6.1.14 Darstellung von 26

Die Synthese von 26 erfolgte nach AAV 3 und AAV4. Die Darstellung des Peptids nach AAV3
erfolgte in einer AnsatzgroRe von 250 pumol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes
(0.37 mmol/g). Die Dibenzofulvenbestimmung ergab einen Wert von 135 pmol. Fur AAV4 wurden
hier 179 mg (287 umol, 2 Aqg, ¢ = 150 mM) 20, 217 mg (675 pumol, 5 Aq) TBTU und 110 pL (675
umol, 5 Aq) DIPEA in 2.7 mL DMF verwendet. Es konnten 34.4 mg (26.3 umol) 26 erhalten werden.
Dies entspricht einer Ausbeute von 22% auf die Dibenzofulvenbestimmung, beziehungsweise von
13% auf die eingesetzte Harzmenge.

OAc

Charakterisierung AcQ CO,Me

: 10'

. AcO ™ CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly-OH
WUNLF7 0,

AcO
Farbloser Feststoff CssHg7N11000

1366.3356 g/mol
Ri: 21.5 min (LC5)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1366.5749 [M+H]", gef.: 1366.5912 [M+H]"

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] & H, [ppm] 6 Hy [ppm]
Gly1 8.217 3.876
Ser 2 8.311 4.370 3.792
Gly 3 8.489 3.899
Ser 4 8.138 4.350 3.766
Ala5 8.377 4.286 1.324
Ser 6 8.217 4.327 3.770
Gly 7 8.310 3.927
Ser 8 8.225 4.390 3.788
Gly9 8.439 3.898
Gly 10 8.049 3.825
Neu5Ac-Alkyl | 3.658 (H-10’a); 3.316 (H-10°b); 2.215 (H-2’); 1.497 (H-3"); 1.458 (H-9’); 1.233
(H-6"); 1.204 (H-4>, H-5", H-7°, H-8")
Neuraminsaure | 8.050 (NHACc); 5.311 (H-8); 5.277 (H-7); 4.795 (H-4); 4.253 (H-9a); 4.154
(H-6); 4.111 (H-9b); 3.818 (H-5); 3.764 (COOCH); 2.604 (H-3eq); 1.834
(H-3ax)
Acetylgruppen | 2.099, 2.060, 1.984, 1.936 (4x OAc), 1.813 (NHAC)
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2\]H—3ax, H-3eq — 13.2 Hz, 3~]H—3eq, H4 = 4.6 Hz, BJH_Zs’H_3‘ = 8.0 Hz, 3‘]H-9‘,H-10‘a = 7.5 Hz, 3\]H—9‘, 10 = 6.9 Hz,
2 —
JH-10, H-100 = 9.7 HZ.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 71.5 (C-6); 69.4 (C-4); 68.5 (C-8); 67.4 (C-7); 65.4 (C-10°);
62.3 (C-9); 61.1, 61.0 (B-Ser); 55.8, 55.7 (0-Ser); 53.4 (CO,CHz); 49.9 (0-Ala); 48.9 (C-5); 42.6, 42.5,
42.4 (0-Gly); 36.9 (C-3); 35.4 (C-27); 28.6 (C-9°); 28.5, 28.3 (C-4, C-5¢, C-7¢, C-8°); 25.2 (C-3°);
25.1 (C-6%); 21.7 (NHCOCHSy); 20.7, 20.2, 20.1, 20.0 (OCOCHz), 16.2 (B-Ala).

6.6.1.15 Darstellung von 27

Nach AAV5 wurden 1.81 mg (2.51 pmol, 1 Ag) 6 mit 14.0 mg (11.3 umol, 4.5 Aq, ¢ = 6.6 mM) 21,
8.6 mg (22 umol, 9 Ag) HATU und 4.4 pL (25 umol, 10 Ag) DIPEA in 1.7 mL DMF zu 7.5 mg
(1.8 pmol) 27 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 73% bezogen auf 6.

Charakterisierung: a0, P come y
M\ _~_CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-NH—~_~_N._0O
AcHN o
OAc  AcQ
Farbloser Feststoff AcQ COMe 9,
%%%VN o) O/\/\/CO—GIy—Ser-GIy—Ser—AIa-Ser—GIy—Ser-GIy-NH-\/\/N o)
AcO OAc o 2 NH 4.
H AcO CO,Me .
Rt 19.6 min (I—Cl) Mz /5'\/3'\/00-6|y-Ser-G|y-Ser-A|a-Ser-Gly-Ser.GW.Nﬁ{jy
AcHNA 7 oy e
C
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1361.5518 [M+3H]3+ CrostasoNseOss
’ " : ! 4083.9572 g/mol

gef.: 1361.5537 [M+3H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] d H, [ppm] 6 Hg [ppm]
Gly 1 8.195 3.881
Ser2 8.329 4.368 3.794
Gly 3 8.492 3.793
Ser 4 8.137 4.341 3.752
Ala 5 8.356 4.270 1.308
Ser 6 8.177 4.305 3.757
Gly 7 8.290 3.890
Ser 8 8.211 4.303 3.770
Gly 9 8.410 3.793
Neu5Ac-Alkyl | 3.659 (H-5’a); 3.375 (H-5b); 2.250 (H-2"); 1.514 (H-3); 1.497 (H-4")
Neuraminsaure | 8.046 (NHAc); 5.295 (H-8); 5.270 (H-7); 4.775 (H-4); 4.235 (H-9a); 4.142
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(H-6); 4.103 (H-9b); 3.792 (H-5); 3.757 (COOCH;); 2.608 (H-3eq); 1.818

(H-3ax)
Acetylgruppen | 2.099, 2.055, 1.981, 1.937 (4x OAc), 1.817 (NHAC)
Anker 8.547 (NH-1""); 8.180 (H-arom); 7.702 (NH-6°); 3.334 (H-2°“); 3.157 (H-5°);

1.506 (H-3°, H-4*)

2Jhsax, Hoaeq = 13.4 HZ, *Jiaeq 1a = 4.6 HZ, *Jna s = 7.6 HZ, *Jhpse s = 6.8 HZ, s sy = 10.5 Hz,
Ik i = 6.1 HZ, *Jhse nme = 6.2 Hz.

BC-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 128.2 (C-H-arom); 71.6 (C-6); 69.4 (C-4); 68.1 (C-8); 67.3
(C-7); 65.1 (C-5°); 62.1 (C-9); 61.3 (B-Ser); 56.1 (a-Ser); 53.5 (COOCHy); 50.5 (a-Ala); 49.2 (C-5);
43.1, 43.0 (a-Gly); 40.0 (C-2¢%); 39.7 (C-5°); 38.4 (C-3); 35.8 (C-2%); 28.9, 26.1, 22.3 (C-3°, C-2°¢,
C-3°¢, C-4); 22.2 (NHCOCHG); 4x 20.8 (4x OCOCHy); 16.4 (B-Ala).

6.6.1.16 Darstellung von 28

Nach AAV5 wurden 1.90 mg (2.70 umol, 1 Aq) 6 mit 15.7 mg (12.1 pmol, 4.5 Aq, ¢ = 4 mM) 22,
9.4 mg (25 pumol, 9 Aq) HATU und 4.8 pL (27 pmol, 10 Ag) DIPEA in 3 mL DMF zu 5.0 mg

(1.2 umol) 28 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 45% bezogen auf 6.

Charakterisierung: a0 P come )
M\O/\/\/CO—GIy—Ser—GIy—Ser—AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy—NH\/\/ N o
AcHN
OAc  AcQ
Farbloser Feststoff AcO CoMe .,
';%%‘N o) O/\/\/CO—GIy—Ser—GIy—Sn—:-r—AIa-Ser—GIy-Ser—GIy-GIy-NH\/\/N o)
AcO OAc o 2 NH 4
. H AcO COZM(A7 . a
Ri: 19.3 min (LC3) moj\;\(Co-Gly-Ser-G|y-Ser-A|a-5er-e|y-5er-ely-ely-Nﬁs\"):.
AcO o 4
: = : 4+ C171Ha1N360
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1064.1877 [M+4H]™, SiritasiNesOsy

gef.: 1064.1861 [M+4H]"
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6.6.1.17 Darstellung von 29

Nach AAV5 wurden 1.53 mg (1.90 pmol, 1 Aq) 8 mit 10.6 mg (8.55 umol, 4.5 Ag, ¢ = 5 mM) 21,
5.4mg (17 umol, 9 Ag) TBTU und 2.8 pL (17 umol, 9 Ag) DIPEA in 1.7 mL DMF zu 7.7 mg
(1.8 pmol) 29 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 97% bezogen auf 8.

OAc

. : AcO CO Me
Charakterisierung: W\o /\/\/CO-GIy—Ser-GIy-Ser-AIa-Ser—GIy—Ser—GIy-NH—W\/“ o
AcHN
Ao PR A%o,me "
Farbloser Feststoff MO/\/\/CO-@y-Ser-Gly-ser-A|a-Ser-G|y-Ser-Gly-NH\/\/\/N o

AcO OAc O o NHp

. AcO COzMeI ! 8" . ,
Ri: 20.2 min (LC3) w O/S\/S\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-NH P
AcHN

¢ 2 6 4
AcO
C171H264N36084

HR_ESI_MS m/Z - ber 13895909 [M+3H]3+, 4168.1167 g/mol
gef.: 1389.5870 [M+3H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]
Gly1l 8.260 4,011

Ser 2 8.389 4.497 3.910
Gly 3 8.565 4.028

Ser4 8.212 4.470 3.888
Alas 8.424 4.403 1.428
Ser 6 8.248 4.444 3.889
Gly 7 8.373 4.035

Ser 8 8.283 4.440 3.905
Gly 9 8.465 3.908

NeuSAc-Alkyl 3.766 (H-5"a); 3.407 (H-5°D); 2.358 (H-2"); 1.655 (H-3"); 1.613 (H-4")

Neuraminsaure 8.104 (NHAC); 5.413 (H-8); 5.374 (H-7); 4.904 (H-4); 4.351 (H-9a); 4.222
(H-6); 4.201 (H-9b); 3.927 (H-5); 3.867 (COOCH,); 2.703 (H-3eq); 1.941

(H-3ax)
Acetylgruppen 2.205, 2.168, 2.092, 2.050 (4x OAC), 1.929 (NHAC)
Anker 8.581 (NH-1""); 8.281 (H-arom); 7.719 (NH-8°); 3.429 (H-2*“); 3.214 (H-7*);

1.645 (H-37); 1.519 (H-6"); 1.385 (H-4"); 1.365 (H-5")

2Jhsax, Haeq = 13.6 HZ, *Jpieq va = 4.7 HZ, *dus n7 = 1.6 Hz, *Jn7 ne = 8.7 Hz, *Jps ns- = 7.9 Hz, *Jp g,
H-5‘a — 6.5 HZ, ZJH_5‘a’ H-5‘b — 9.9 HZ, 3\]NH—1“,H—2“ =6.4 HZ, 3\]H—7“,NH—8“ =6.1 Hz.
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BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.9 (C-H-arom): 71.9 (C-6); 68.6 (C-8): 67.5
(C-7); 65.2 (C-5°); 62.5 (C-9); 61.5 (B-Ser); 56.2 (o-Ser); 53.6 (COOCH); 50.4 (a-Ala); 49.1 (C-5);
43.1 (a-Gly); 40.5 (C-2¢°); 39.5 (C-7¢“); 37.1 (C-3); 35.2 (C-2°); 28.6, 26.0, 22.0 (C-2¢, C-3¢, C-2¢,
C-3¢, C-4*“, C-5¢); 22.0 (NHCOCH,); 20.8, 20.8, 20.7, 20.3 (4x OCOCHS); 16.8 (B-Ala).

6.6.1.18 Darstellung von 30

Nach AAV5 wurden 2.34 mg (2.91 pmol) 8 mit 17.0 mg (13.1 umol, 4.5 Ag, ¢ = 5 mM) 22, 17 mg
(52 pumol, 18 Ag) TBTU und 10.2 pL (58.2 pmol, 20 Aq) DIPEA in 2.6 mL DMF zu 7.0 mg (1.6

pmol) 30 umgesetzt. Dies entspricht einer Ausbeute von 55% bezogen auf 8.

Charakterisierung: a0 P coMe .,

mo/\/\/co-@y-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH—\/\/\/N o)

OAc  AcO

AcO CO,Me
Farbloser Feststoff A0 O/\/\/CO-G|y-Ser-G|y-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH—\/\/\/H o
) AcO AcO OAc CO,Me . o o NH 4
Rt: 199 min (LC3) M\OMCO—GIy-Ser-GIy—Ser—AIa-Ser—GIy-Ser—GIy—GIy-NH{/S"\);
AcHN P P
AcO
C477H273N390,

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1085.2112 [M+4H]*, 4339 2706 g/mo

gef.: 1085.2082 [M+4H*]**

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] 8 H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly1 8.195 3.891

Ser 2 8.328 4.371 3.737

Gly 3 8.494 3.904

Ser 4 8.138 4.348 3.768

Ala5 8.362 4.283 1.315

Ser 6 8.187 4.327 3.770

Gly 7 8.294 3.920

Ser 8 8.214 4.362 3.788

Gly 9 8.463 3.875

Gly 10 8.169 3.771

Neu5Ac-Alkyl 3.656 (H-5"a); 3.279 (H-5°); 2.246 (H-2"); 1.537 (H-3); 1.523 (H-4")

Neuraminsaure 8.045 (NHAC); 5.302 (H-8); 5.269 (H-7); 4.782 (H-4); 4.229 (H-9a); 4.132
(H-6); 4.096 (H-9b); 3.789 (H-5); 3.754 (COOCH,); 2.595 (H-3eq); 1.819
(H-3ax)
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Acetylgruppen | 2.097, 2.055, 1.980, 1.936 (4x OAc), 1.816 (NHAC)

Anker 8.514 (NH-17"); 8.166 (H-arom); 7.716 (NH-8°); 3.312 (H-2°); 3.109 (H-7°);
1.531 (H-3""); 1.408 (H-6""); 1.270 (H-4""); 1.255 (H-5"")

ZJH.3aX’ H-3eq = 135 Hz, 3~]H-3eq, na = 4.7 Hz, 3JH.5’ H7 = 1.3 Hz, 3JH.7’ H-8 = 8.8 Hz, SJH.gY H-9a — 2.2 Hz,
kb, Hoa = 12.5 HZ, *Jpo pa = 7.7 HZ, *Jng 1sea = 6.4 HZ, *Jpsa s = 10.0 HZ, 2y o = 6.1 Hz,
3 —

‘]H-7“,NH-8“ - 62 HZ.

BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.8 (C-H-arom); 68.5 (C-8); 67.4 (C-7); 65.0
(C-5%); 61.4 (B-Ser); 55.9 (a-Ser); 53.8 (COOCHs,); 42.9 (a-Gly); 40.4 (C-2¢); 39.3 (C-7¢); 36.8
(C-3); 35.1 (C-2°); 28.4 (C-2¢, C-3¢, C-2, C-3%“, C-6""); 25.7 (C-4’*, C-5""); 22.1 (NHCOCH,);
20.8, 20.4 (OCOCH;); 16.7 (B-Ala).

6.6.1.19 Darstellung von 31

Es wurden 31.3 mg (23.1 pmol, 4.5 Aq) 23 zusammen mit 17.7 mg (46.6 pmol, 9 Ag) HATU in
11.5 mL DMF gel6st, mit 9.0 pl (51 pmol, 10 Aq) DIPEA versetzt und zu 2.6 mg (5.1 pmol, 1 Aqg) 12
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde zweimal Mikrowellenmethode MW1 unterworfen.
AnschlieBend wurde das Lésungsmittel destillativ entfernt, der Rickstand in Wasser aufgenommen,
gefriergetrocknet und mittels RP-HPLC gereinigt. Es konnten 8.8 mg (2.0 umol) des Produkts erhalten

werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 37% bezogen auf 12.

Charakterisierung: a0 2 come y
W\O/\/\/CO»GW—GIy—Ser—GIy»Ser—AIa—Ser»GIy—Ser-GIy—GIy»NH—\/\/\/N (¢]
AcHN
AcO orc Ao,
,Me
Farbloser FeStStOff AcO o) O/\/\/CO—GIy—GIy—Ser—GIy—Ser-AIa—Ser—GIy—S(—)r—GIy—GIy—NH\/\/\/H (o}
AcHN
AcO OAc o 2 NH
A AcO COzMeI ! 8" ., "
R¢: 21.2 min (LC3) W\ /5\/3\/CO—GIy-GIy—Ser—GIy—Ser—AIa-Ser—GIy—Ser»GIy—GIy»NH7\/5\);
AGHN o v 3 pline
AcO
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1503.6338 [M+3H]*", P

gef.: 1503.6435 [M+3H]*"
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'H-NMR (500 MHz; DMSO-ds): & [ppm] =

Peptid 8.246 (Gly; a: 3.736); 8.211 (Gly; a: 3.749); 8.186 (Ser; a: 4.321; B: 3.557);
8.081 (Gly; a: 3.705); 8.075 (Gly; a: 3.788); 8.066-8.008 (3x Ser; a: 4.304-
4.232; B: 3.644-3.541); 8.019 (Gly; a: 3.661); 8.058 (Gly; a: 3.791); 7.935 (Alg;
a: 4.320; B: 1.251)

Neu5Ac-Alkyl 3.636 (H-5"a); 3.168 (H-5°D); 2.134 (H-2"); 1.480 (H-3"); 1.412 (H-4")

Neuraminsaure | 7.924 (NHAC); 5.252 (H-8); 5.159 (H-7); 4.667 (H-4); 4.201 (H-9a); 4.029
(H-6); 3.993 (H-9b); 3.846 (H-5); 3.766 (COOCHS,); 2.527 (H-3eq); 1.702

(H-3ax)
Acetylgruppen 2.072,2.011, 1.969, 1.916 (4x OAc); 1.666 (NHAC)
Anker 8.661 (NH-1°); 8.345 (H-Ar); 7.711 (NH-8°); 3.270 (H-2); 3.051 (H-7%);

1.520 (H-3%); 1.398 (H-6%); 1.298 (H-4*); 1.298 (H-5%)

2naax, Haeq = 12.5 HZ; *J ygeq s = 45 HZ; %I ps 7 = 2.3 Hz; *J s s = 8.7 Hz; *J vig hoa = 5.9 Hz;
Jhs, ob = 3.0 HZ; 2Jp6a rop = 12.3 HZ; 2o s = 7.0 HZ, 3 oo e = 5.2 Hz.

BC-NMR (126 MHz, DMSO-dq): & [ppm] = 127.7 (C-Ar); 71.3 (C-6); 68.7 (C-4); 67.6 (C-8); 66.8
(C-7); 63.4 (C-5%); 61.9 (C-9); 61.4 (B-Ser); 55.1(a-Ser); 52.5 (COOCHs); 48.2 (a-Ala); 47.7 (C-5);
41.9 (a-Gly); 39.0 (C-2); 38.2 (C-7“); 37.4 (C-3); 34.4 (C-2°); 28.7 (C-6%); 28.5 (C-3%); 28.4 (C-4°);
25.9 (C-4); 25.9 (C-5%); 22.3 (NHCOCHS,); 21.5 (C-3°); 20.6, 20.5, 20.3, 20.3 (4 x OCOCHj); 17.5
(B-Ala).

6.6.1.20 Darstellung von 32

Es wurden 21.4 mg (14.8 pmol, 4.5 Aq) 24 zusammen mit 11.3 mg (29.7 pmol, 9 Ag) HATU in
7.5 mL DMF gelost, mit 5.8 pl (33 pmol, 10 Aq) DIPEA versetzt und zu 1.6 mg (3.3 umol, 1 Aq) 12
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde zweimal Mikrowellenmethode MW1 unterworfen.
AnschlieBend wurde das Lésungsmittel destillativ entfernt, der Rickstand in Wasser aufgenommen,
gefriergetrocknet und mittels RP-HPLC gereinigt. Es konnten 4.5 mg (0.94 pmol) des Produkts

erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 28% bezogen auf 12.
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Charakterisierung: a0 P2 coMe y
wo/\/\/CO—GIy-Ser—GIy—Ser—GIy—Ser—AIa—Ser—GIy—Ser—GIy—GIy—NHW\/N (¢]
AcHN
OAc  AcQ,
AcO O,Me
Farbloser Feststoff AON—T~0 O/\/\/CO—GIy—Ser—GIy-Ser-GIy-Ser—AIa-Ser—GIy—Ser—GIy—GIy—NHW\/H o
AcHN
] AcO Ao QAC coMe ’ - “o ] 2 NH
R¢: 20.7 min (LC3) W\Oj\)\/CO-GIy—Ser—GIy—Ser-GIy—Ser—AIa—Ser—GIy—Ser—GIy-GIy—Ner
ACHNACO ¢ 2 6 4"
. - . 3+ C192H297N45006
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1590.6659 [M+3H] ) 4771.6565 g/mol

gef.: 1590.6751 [M+3H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] =

Peptid 8.519 (Gly; a: 3.992); 8.489 (Gly; a: 3.968); 8.478 (Gly; a: 3.973); 8.394 (Ala;
a: 4.355; B: 1.379); 8.355 (Ser; a: 4.453; B: 3.865); 8.330 (Gly; a: 3.994); 8.249
(Ser; a: 4.380; P: 3.860); 8.247 (Ser; o: 4.436; B: 3.859); 8.225 (Ser; a: 4.397; B
3.843); 8.220 (Gly; a: 3.966); 8.191 (Gly; a: 3.842); 8.166 (Ser; a: 4.424; B:
3.835)

NeuSAc-Alkyl 3.721 (H-5"a); 3.369 (H-5°D); 2.319 (H-2"); 1.603 (H-3"); 1.566 (H-4")

Neuraminsaure 8.064 (NHAC); 5.364 (H-8); 5.336 (H-7); 4.833 (H-4); 4.297 (H-9a); 4.197
(H-6); 4.182 (H-9b); 3.880 (H-5); 3.825 (COOCHy); 2.667 (H-3eq); 1.898

(H-3ax)
Acetylgruppen 2.163, 2.125 2.049, 2.007 (4x OAc); 1.886 (NHAC)
Anker 8.541 (NH-1°), 8.232 (3H, H-Ar), 7.748 (NH-8‘¢), 3.380 (H-2%), 3.173 (H-7%),

1.597 (H-3%), 1.474 (H-6%); 1.322 (H-4%); 1.322 (H-5")

ZJH-Sax, H-3eq = 13.8 Hz; % H-3eq, H-4 = 4.7 HZ, % H-8, H-9a = 2.9 HZ; 2~]H-9a, H-ob = 12.5 Hz; 3\]H-2‘, w3 = 1.5 Hz;
3\]H—4‘,H-5a‘ =70 HZ, 2\]H—Sa‘, H-5b¢ — 9.8 HZ, 3\] NH-1>¢, H-2¢ = 6.9 HZ, 3\] H-2¢ H3” = 6.8 HZ, 3\] NH-8°¢, H-7% = 7.4 Hz.

BC-NMR (126 MHz, DMSO-dq): & [ppm] = 128.8 (C-Ar); 72.2 (C-6); 69.4 (C-4); 68.3 (C-8); 67.5
(C-7); 64.2 (C-5°); 62.4 (C-9); 62.1 (B-Ser); 55.7 (a-Ser); 53.2 (COOCHjy); 48.9 (a-Ala); 48.2 (C-5);
42.6 (a-Gly); 39.8 (C-2¢°); 38.9 (C-7%); 38.3 (C-3); 35.2 (C-2°); 29.8 (C-3%); 29.6 (C-6%); 29.3 (C-4°);
23.2 (NHCOCHsy); 21.4, 21.2, 21.1, 21.1 (4 x OCOCHy); 26.6 (C-4%); 26.6 (C-5“); 22.4 (C-3°); 18.4
(B-Ala).
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6.6.1.21 Darstellung von 33

Nach AAV6 wurden 19 mg (4.7 pmol) 27 zu 5.5 mg (1.5 pmol) 33 umgesetzt. Dies entspricht einer
Ausbeute von 33% bezogen auf 27.

Charakterisierung: Ho SH COH Ny
m\o/\/\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-NH-\/\/ N (0]
OH H%
HO O,H
Farbloser FeStStOff EC%N 0 o/\/\/CO-GIy—Ser-GIy-Ser-AIa—Ser-GIy—Ser-GIy-NH—\/\/H (0]
HO OH o) 2 NH 4.
. . HO COH ! .
Rt- 77 min (LCZ) \M\ j\)\/CO—GIy—Ser—GIy—Ser—AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-Nﬁis\);
AcHN S P
HO
H H™ C138H222N360:
Reinheit: 60% (254 nm) 3557.4373 g/mal

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1768.7486 [M+2H]%, gef.: 1768.7456 [M+2H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System o NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly 1 8.289 3.954

Ser 2 8.369 4.447 3.866

Gly 3 8.527 3.976

Ser 4 8.185 4.418 3.832

Ala 5 8.404 4.350 1.380

Ser 6 8.232 4.386 3.838

Gly 7 8.342 3.966

Ser 8 8.262 4.379 3.844

Gly 9 8.458 3.871

Neu5Ac-Alkyl 3.667 (H-5a); 3.373 (H-5°b); 2.268 (H-2"); 1.567 (H-3); 1.498 (H-4")

Neuraminsaure 8.037 (NHAC); 3.784 (H-9a); 3.774 (H-8); 3.734 (H-5); 3.614 (H-6); 3.590
(H-4); 3.555 (H-9b); 3.502 (H-7); 2.691 (H-3eq); 1.952 (NHAC); 1.572 (H-3ax)

Anker 8.594 (NH-1""); 8.238 (H-arom); 7.758 (NH-6°¢); 3.355 (H-2¢¢); 3.180 (H-5°¢);
1.537 (H-4"); 1.529 (H-3")

2~]H-3ax, H-3eq = 13.4 Hz, 3~]|-|-3eq, na = 5.0 Hz, 3~]H-2’, ny = 8.0 Hz, 3~]NH-1“, w2 = 5.9 Hz, 3JH—5“, NH-6 =

5.8 Hz.

BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.9 (C-H-arom); 72.8 (C-6); 72.0 (C-8); 68.5
(C-4); 68.4 (C-7); 64.2 (C-5°); 63.0 (C-9); 61.3 (B-Ser); 56.1 (a-Ser); 56.0 (a-Ser 6); 52.2 (C-5); 50.2
(a-Ala); 43.0 (a-Gly 9); 42.9, 41.2 (0-Gly); 40.5 (C-3); 40.1 (C-2""); 39.3 (C-5); 35.2 (C-2’); 28.6
(C-4); 26.1 (C-3""); 25.9 (C-4""); 22.5 (NHCOCHs,); 22.2 (C-3°); 16.7(B-Ala).
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6.6.1.22 Darstellung von 34

Nach AAV6 wurden 4.9 mg (1.2 pmol) 28 zu 1.5 mg (0.40 pmol) 34 umgesetzt. Dies entspricht einer
Ausbeute von 35% bezogen auf 28.

OH

Charakterisierung: HO CcoH H
g M\O/\/\/CO-GW-S&-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH/\/\/N °
c
OH H
HQ Ro,H H
Farbloser FeStStOff HO! o) ;/\/\/CO—GIy—Ser—GIy-Ser—AIa—Ser—GIy-Ser-GIy-GIy-NH/\/\/N ©
AcH o) NH
HO HO OH COM J
Ry 7.5 min (LCZ) mo/\/\/CO—GIy—Ser—GIy—Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH
HO
. . C144H231N390:
Reinheit: 94% (254 nm) 3708.5912 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1854.2808 [M+2H]%, gef.: 1854.2986 [M+2H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System o NH [ppm] & H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly 1 8.279 3.911

Ser 2 8.357 4.398 3.818

Gly 3 8.507 3.926

Ser 4 8.164 4.371 3.784

Ala 5 8.394 4.306 1.336

Ser 6 8.226 4.349 3.806

Gly 7 8.322 3.935

Ser 8 8.240 4.360 3.796

Gly 9 8.493 3.899

Gly 10 8.200 3.814

Neu5Ac-Alkyl 3.675 (H-5a); 3.394 (H-5°b); 2.264 (H-2"); 1.573 (H-3); 1.504 (H-4")

Neuraminsaure 8.022 (NHAC); 3.793 (H-9a); 3.789 (H-8); 3.737 (H-5); 3.628 (H-6); 3.616
(H-4); 3.562 (H-9b); 3.507 (H-7); 2.640 (H-3eq); 1.955 (NHAC); 1.580 (H-3ax)

Anker 8.579 (NH-1""); 8.188 (H-arom); 7.816 (NH-8¢‘); 3.358 (H-2¢¢); 3.188 (H-5°¢);
1.548 (H-4""); 1.538 (H-3"")

3~]H-3ax, H-3eq = 13.4 Hz, 3\]H—3eq, Ha = 4.8 Hz, 3\]H-2‘, n3 = 8.0 Hz, 3\]NH-1“, no = 5.8 Hz, 3JH—5“, NH-6 =
6.1 Hz.
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BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.9 (C-H-arom): 72.8 (C-6); 71.8 (C-8): 68.6
(C-4); 68.5 (C-7); 64.4 (C-5); 62.9 (C-9); 61.3 (B-Ser); 56.0 (a-Ser); 52.1 (C-5); 50.2 (a-Ala); 42.9
(a-Gly); 40.8 (C-3); 40.1 (C-2); 39.3 (C-5""); 35.2 (C-2°); 28.5 (C-4); 26.1 (C-3""); 25.9 (C-4"");
22.5 (NHCOCH); 22.0 (C-3°); 16.7(B-Ala).

6.6.1.23 Darstellung von 35

Nach AAV6 wurden 10 mg (2.3 pmol) 30 zu 3.7 mg (1.0 pmol) 35 umgesetzt. Dies entspricht einer
Ausbeute von 42% bezogen auf 30.

Charakterisierung: Ho §H CoH ;
m\ o~ ~-CO-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly-NH—~_~_~_N._0
OH  HQ
HO TOH
Farbloser Feststoff Fon—70 O/\/\/CO-GIy—Ser-GIy-Ser—AIa—Ser—GIy-Ser—GIy—GIy-NH\/\/\/H )
Ho OH COH , Oz NHe
Ri: 11.2 min (LC2) \H/ow\ /5I\/3I\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH{/Su\);
AGHN oy PR
HO
L CisoM24aN3e0
Reinheit: 82% (254 nm) 3752.7507 gmol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1896.3278 [M+2H]?*, gef.: 1896.3421 [M+2H]**

IH-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3):

System & NH [ppm] 8 H, [ppm] o Hg [ppm]

Gly 1 8.290 3.951

Ser 2 8.366 4.440 3.862

Gly 3 8.525 3.970

Ser 4 8.185 4.417 3.832

Ala5 8.408 4.352 1.384

Ser 6 8.244 4.393 3.842

Gly 7 8.347 3.989

Ser 8 8.263 4.428 3.846

Gly 9 8.508 3.942

Gly 10 8.223 3.842

Neu5Ac-Alkyl 3.722 (H-5’a); 3.442 (H-5°b); 2.310 (H-2’); 1.623 (H-3"); 1.569 (H-4")

Neuraminsaure 8.036 (NHAC); 3.842 (H-9a); 3.830 (H-8); 3.783 (H-5); 3.695 (H-6); 3.657
(H-4); 3.612 (H-9b); 3.552 (H-7); 2.690 (H-3eq); 2.003 (NHAC); 1.632 (H-3ax)

Anker 8.570 (NH-17"); 8.217 (H-arom); 7.766 (NH-8°°); 3.389 (H-2¢°); 3.182 (H-7°°);
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1.595 (H-3""); 1.478 (H-6""); 1.335 (H-4"); 1.320 (H-5")

3JH-3ax, H-3eq = 13.2 Hz, 3JH—3eq, Ha = 4.7 Hz, 3\]H—2‘, n3 = 8.2 Hz, 3JH—4‘,H—S‘a = 6.7 Hz, 3JH-4, Hs = 7.0 Hz,
3‘]H-5‘a, H-5‘b — 10.0 HZ, 3JNH-1“, H-2¢ = 6.0 HZ, 3JH-7“,NH-8“ =5.8 Hz.

BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] = 128.7 (C-H-arom); 72.9 (C-6); 71.0 (C-8); 68.7
(C-4); 68.1 (C-7); 64.0 (C-57); 62.9 (C-9); 61.2 (B-Ser); 55.6 (a-Ser); 52.3 (C-5); 49.8 (a-Ala); 42.8
(a-Gly); 42.4 (0-Gly 10); 40.1 (C-3); 40.0 (C-27"); 38.7 (C-7""); 35.0 (C-2’); 32.3 (C-4’); 28.1 (C-
6°’); 27.9 (C-3""); 25.6 (C-5"’); 25.5 (C-4"’); 22.3 (NHCOCHj,); 21.5 (C-3”); 16.5(-Ala).

6.6.1.24 Darstellung von 36

Nach AAV6 wurden 16 mg (3.5 pumol) 31 zu 3.8 mg (0.96 umol) 36 umgesetzt. Dies entspricht einer

Ausbeute von 27% Uber zwei Stufen bezogen auf 31.

Charakterisierung: oH

HO CO,H
M\O/\/\/CO-GIy-GIy-Ser—GIy—Ser—AIa»Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH—\/\/\/H (o]
Farbloser Feststoff o SH "Roum ’
MOWCO—GIy—GIy—Ser-GIy-Ser—AIa—Ser—GIy—Ser-GIy-GIy-NHV\/\/N (0]
R 15.7 min (LC8) "o T com \O/\JNH
HOM 0 A~ CO-Gly-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-Gly-NH 3
Reinheit: 93% (254 nm) Ci56H252N42075
3963.8946 g/mol
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1981.8572 [M+2H]*", gef.: 1981.8570 [M+2H]**
'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1, pH 3): & [ppm] =
Peptid 8.508 (Gly; a: 3.946); 8.508 (Gly; a: 3.946); 8.407 (Ala; a: 4.354; B: 1.384);

8.356 (Ser; a: 3.989; B: 3.860); 8.347 (Gly; a: 3.989); 8.312 (Gly; a: 3.917);
8.263 (Ser; a: 4.421; B: 3.816); 8.244 (Ser; a: 4.397; B: 3.839); 8.221 (Gly; a:
3.837); 8.209 (Gly; a: 3.841); 8.179 (Ser; a: 4.415; B: 3.813)

NeuSAc-Alkyl 3.733 (H-57a); 3.446 (H-5°D); 2.314 (H-2"); 1.603 (H-3"); 1.552 (H-4")

Neuraminsaure 8.032 (NHAC); 3.836 (H-9a); 3.832 (H-8); 3.792 (H-5); 3.701 (H-6); 3.666
(H-7); 3.617 (H-9b); 3.551 (H-4); 2.687 (H-3eq); 2.005 (NHCOCHy3); 1.650
(H-3ax)

Anker 8.566 (NH-1°°); 8.217 (3H, H-Ar); 7.764 (NH-8%); 3.383 (H-2); 3.178 (H-7%);
1.583 (H-3%); 1.476 (H-6%); 1.335 (H-4%); 1.319 (H-5%)
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ZJH_3ax’ H-3eq = 12.3 Hz; 3\] H-3eq, H-4 = 4.7 Hz; 3\]H—2‘, w3 = 1.7 Hz; 3J NH-1°¢, H-2¢ = 6.9 Hz, 3J H-2«, H3” = 6.9 Hz;
3J NH-8¢, H-7% = 7.4 Hz.

BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3): & [ppm] = 128.7 (C-Ar); 72.8 (C-6); 71.8 (C-8); 68.5
(C-4); 68.3 (C-7); 64.4 (C-5%); 63.1 (C-9); 61.2 (B-Ser); 55.9 (u-Ser); 52.0 (C-5); 50.1 (a-Ala); 42.8
(0-Gly); 40.2 (C-3); 40.2 (C-2); 39.3 (C-7%); 35.1 (C-2°); 28.3 (C-4"); 28.3 (C-3%); 28.2 (C-6); 25.8
(C-4%); 25.8 (C-5%); 22.3 (NHCOCH,); 21.9 (C-3”); 16.5 (B-Ala).

6.6.1.25 Darstellung von 37

Nach AAV6 wurden 12.4 mg (2.59 pmol) 32 zu 4.6 mg (1.1 umol) 37 umgesetzt. Dies entspricht einer
Ausbeute von 42% uber zwei Stufen bezogen auf 32.

Charakterisierung: wo OH COM H

A_'cOH‘N o) O/\/\/CO—GIy—Ser—GIy—Ser—GIy-Ser-AIa—Ser—GIy-Ser-GIy—GIy—NHWN (0]

OH H

Farbloser Feststoff ~ *° Con "

A_'ccl)in 0 O/\/\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-GIy-NH\/\/\/N (o]

HO oH 0  » NHu
. ; HO COH .
Ri: 15.3 min (LC8) \H/ow\ 0/5\/3\/CO—GIy—Ser—GIy-Ser-GIy—Ser—AIa-Ser—GIy—Ser-GIy-GIy-NIi&/S\);
AGHN pli <
HO

Reinheit: 96% (254 nm) C15H267NasOss

4227.8394 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 2112.4080 [M+2H]*, gef.: 2112.4097 [M+2H]**

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3): & [ppm] =

Peptid 8.508 (Gly; a: 3.946); 8.508 (Gly; a: 3.946); 8.407 (Ala; o: 4.354; B: 1.384);
8.356 (Ser; a: 3.989; B: 3.860); 8.347 (Gly; a: 3.989); 8.312 (Gly; a: 3.917);
8.263 (Ser; a: 4.421; B: 3.816); 8.244 (Ser; o: 4.397; B: 3.839); 8.221 (Gly;
3.837); 8.209 (Gly; a: 3.841); 8.179 (Ser; a: 4.415; B: 3.813)

NeuSAc-Alkyl 3.733 (H-5"a); 3.446 (H-5°D); 2.314 (H-2"); 1.603 (H-3"); 1.552 (H-4")

Neuraminsaure 8.032 (NHAC); 3.836 (H-9a); 3.832 (H-8); 3.792 (H-5); 3.701 (H-6); 3.666
(H-7); 3.617 (H-9b); 3.551 (H-4); 2.687 (H-3eq); 2.005 (NHCOCHj,); 1.650
(H-3ax)

Anker 8.566 (NH-1°); 8.217 (3H, H-Ar); 7.764 (NH-8); 3.383 (H-2%); 3.178 (H-7%);
1.583 (H-3%); 1.476 (H-6); 1.335 (H-4%); 1.319 (H-5%)

2Jhsax Haeq = 12.3 HZ; *J taeq s = 4.7 HZ; 2o nse = 7.7 HZ; 2w o< = 6.9 Hz, *J 4y 3 = 6.9 Hz;
3\] NH-8¢, H-7% = 7.4 Hz.
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BC-NMR (125 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3): & [ppm] = 128.7 (C-Ar); 72.8 (C-6); 71.8 (C-8); 68.5
(C-4); 68.3 (C-7); 64.4 (C-5°); 63.1 (C-9); 61.2 (B-Ser); 55.9 (a-Ser); 52.0 (C-5); 50.1 (0-Ala); 42.8
(0-Gly); 40.2 (C-3); 40.2 (C-2); 39.3 (C-7%); 35.1 (C-27); 28.3 (C-4’); 28.3 (C-3%); 28.2 (C-6); 25.8
(C-4%); 25.8 (C-5); 22.3 (NHCOCHs,); 21.9 (C-3°); 16.5 (B-Ala).

6.6.1.26 Darstellung von 38

Nach AAV6 wurden 13.0 mg (10.5 pumol) 29 zu 6.5 mg (6.1 umol) 38 umgesetzt. Dies entspricht einer

Ausbeute von 59% Uber zwei Stufen bezogen auf 29.

Charakterisierung: Ho OH COH

\@w\ 0/5'\/3‘\/CO-GIy-Ser-GIy-Ser-AIa—Ser-GIy-Ser-GIy-OH
AcHN i

Farbloser Feststoff HO
C39He4N10024
. 1056.9781 g/mol
Ri: 3.8 min (LC2)
Reinheit: 98% (HPLC, 215 nm)
HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1055.4017 [M-H], gef.: 1055.4021 [M-H]

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3):

System & NH [ppm] d H, [ppm] 6 Hg [ppm]

Gly1 8.277 3.937

Ser 2 8.355 4.431 3.904
Gly 3 8.517 3.974

Ser 4 8.178 4.425 3.827
Ala 5 8.400 4.362 1.395
Ser 6 8.209 4.473 3.843
Gly 7 8.348 3.977

Ser 8 8.249 4.411 3.841
Gly 9 8.348 3.967

Neu5Ac-Alkyl 3.730 (H-5’a); 3.460 (H-5°b); 2.317 (H-2"); 1.621 (H-3); 1.563 (H-4")
Neuraminsaure 8.014 (NHAC); 3.831 (H-8); 3.833 (H-9a); 3.782 (H-5); 3.695 (H-6); 3.664

(H-4); 3.608 (H-9b); 3.547 (H-7); 2.694 (H-3eq); 1.658 (H-3ax)

2\]H—3ax, H-3eq = 12.6 Hz, 3JH-sax, va = 12.4 Hz, 3\]H—3eq, H4 = 4.4 Hz, 3\]H—2‘, n3 = 6.8 Hz, 3~]H—4‘, s = 6.4 Hz,
2 _
\]H—S‘a, H-5b = 9.3 Hz.
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BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 100.2 (C-2); 72.3 (C-6); 71.6 (C-8); 68.2 (C-7); 68.0 (C-4);
64.2 (C-5%); 62.7 (C-9); 61.2, 61.1, 61.0 (B-Ser‘s); 55.8, 55.7, 55.6 (a-Ser’s); 55.4 (o-Ser 6); 52.0
(C-5); 50.0 (a-Ala); 42.6, 42.5, 41.3 (0-Gly’s); 40.1 (C-3); 35.0 (C-2¢); 28.3 (C-4%); 22.0
(NHCOCH,); 21.7 (C-3¢); 16.3 (B-Ala).

6.6.1.27 Darstellung von Methyl [n-pent-5-ylsdureamid (5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (40a)

110 mg (100 pmol) eines Fmoc-Rink-Amid-AM-Polystyren Harzes wurden zweimal mit Pip/DMF
20% v/v fiir je 30 min entschiitzt. Anschlielend wurde das Harz mit DMF gespiilt, bevor eine Lésung
aus 59.1 mg (0.100 mmol, 1 Ag, ¢ = 50 mM) 19, 152 mg (400 umol, 4 Aq) HATU und 87 pL (64 mg,
0.50 mmol, 5 Ag) DIPEA in 2 mL DMF hinzugegeben wurde. Der Ansatz wurde 14 h bei
Raumtemperatur geschwenkt, der Uberstand saugfiltriert und das Harz mit DMF und DCM gespilt.
Die Abspaltung vom Harz erfolgte zweifach mit einer Lésung von TFA/TIPS/H,0 95:5:2 fir je eine
Stunde. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel mit Aceton/Toluol 2:1 als Losungsmittel. Es konnten 17
mg (29 pmol) des Produkts erhalten werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 29% bezogen auf die

eingesetzte Menge Harz.

Charakterisierung: OAc

AcO COzMsg . (e}
Woww
Farbloser Schaum ¢ 42

AcO

C25H38N2014

Ry 0.15 (Aceton/Toluol 2:1) 280.5742 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 613.2221 [M+Na]", gef.: 613.2222 [M+Na]"

6.6.1.28 Darstellung von n-Pent-5-ylsdureamid (5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-

galacto-2-nonulopyranosid)onat (40)

Die Darstellung von 40 erfolgte nach AAV6. Davon abweichend wurde der Methylester unter
Verwendung einer 0.01 M waéssrigen NaOH wéhrend 90 min hydrolysiert und mit einer 0.1 M HCI
neutralisiert. Eingesetzt wurden 17 mg (29 pmol) 40a. Die Reinigung erfolgte durch
GroRenausschlusschromatographie an Biogel P2. Es konnten 3.2 mg (7.8 umol) des Produkts erhalten

werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 27% bezogen auf 40a.
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Charakterisierung: on
HOI—7~0
Farbloser Feststoff AN LYo
C16H28N2019
Reinheit: 98% (HPLC, 215 nm) 408.4009 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 407.1666 [M-H]", gef.: 407.1658 [M-H]’

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 3.86-3.78 (m, 2H, H-8, H-9a); 3.78-3.73 (m, 1H, H-5);
3.73-3.61 (m, 3H, H-5‘a, H-6, H-4); 3.61-3.55 (m, 1H, H-9b); 3.55-3.49 (m, 1H, H-7); 3.43 (dt, 1H,
H-5’b); 2.67 (dd, 1H, H-3eq); 2.23 (t, 2H, H-2); 1.98 (s, 3H, NHACc); 1.63 (dd, 1H, H-3ax); 1.60-1.48
(m, 4H, H-3", H-4°).

2Jhaax, zeq = 12.5 HZ, Jpaax, i = 12.4 Hz, *Jpizeq s = 4.5 Hz, *dna s =7.3 HZ, *Juge ps = 6.3 Hz,
2 —
JH—S‘a, H-5b — 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 72.7 (C-6); 71.5 (C-8); 68.2 (C-7); 68.0 (C-4); 64.3 (C-5°);
62.7 (C-9); 51.9 (C-5); 40.1 (C-3); 34.6 (C-2°); 28.3 (C-4"); 22.0 (NHCOCH;); 21.7 (C-3%).

6.6.1.29 Darstellung des Peptids H-G-S-G-S-A-S-G-S-G-NH, (41)

Die Darstellung von 41 erfolgte nach AAV3 in einem 250 umol Ansatz. Abweichend von AAV3
wurde ein Fmoc-Rink-Amid-AM-Polystyren-Harz verwendet, die Abspaltung der letzten Fmoc
Schutzgruppe automatisiert durchgefiihrt und das Peptid mit TFA/TIPS/H,O 95:5:2 vom Harz
gespalten. Die Reinigung erfolgte mittels RP-HPLC an einer C;3 Sdule von Macherey&Nagel
(Nucleodur Pyramid, 250x21 mm, 5 um, 300 A). Zur Elution dienten hier die Laufmittelgemische A
(H.O/FA 100:0.1) und B (MeCN/FA 100:0.1). Es konnten 36.4 mg (54.8 umol) des Produkts erhalten
werden. Dies entspricht einer Ausbeute von 22% bezogen auf die eingesetzte Menge Harz.

Charakterisierung: H-Gly-Ser-Gly-Ser-Ala-Ser-Gly-Ser-Gly-NH,

Ca3HsoN19013
Farbloser Feststoff 664.6229
Ri: 2.9 min (LC4)
Reinheit: 98% (HPLC, 215 nm)

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 665.2854 [M+H]", gef.: 665.2855 [M+H]*
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'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3):

System 6 NH [ppm] o H, [ppm] o Hg [ppm]
Gly1 3.882

Ser 2 8.731 4.519 3.879
Gly 3 8.603 4.004

Ser4 8.255 4.448 3.854
Ala 5 8.466 4.379 1.403
Ser 6 8.288 4.428 3.868
Gly 7 8.391 4.012

Ser 8 8.306 4.447 3.876
Gly 9 8.495 3.915

6.6.1.30 Darstellung von N-a-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N-g-[methyl (5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat-n-5-oxy-
pentanoyl]-L-lysin

150 mg (250 pmol, 1 Aqg) 19 wurden zusammen mit 95.0 mg (250 pmol, 1 Ag) HATU und 180 pL
(0.100 mmol, 4 Aq) DIPEA in 12 mL DMF gel6st und 1 min bei RT geriihrt. Hier hinein wurden
172 mg (467 umol, 1.8 Aq) 42 in 13 mL DMF gegeben und der Ansatz Mikrowellenprogramm MW1
zweimal unterworfen. Das Lésungsmittel wurde im destillativ entfernt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. AnschlieBend wurde das vorgereinigte Produkt
mittels RP-HPLC gereinigt. Es konnten 134 mg (142 pmol) des Produkts erhalten werden. Dies

entspricht einer Ausbeute von 57% bezogen auf 19.

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

Rf: 0.16 (DCM/MeOH/HOAC 4:1:0.005)

R¢: 9.0 min (LC7)

C46H50N3015
Drehwert: [a]3” = -6.20 ° (c = 1, MeOH) 941.9700 g/mol

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 942.3872 [M+H]", gef.: 942.3863 [M+H]"
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'H-NMR (400 MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 7.83-7.77 (m, 2H, H-8°°); 7.72-7.65 (m, 2H, H-5°); 7.43-
7.38 (M, 2H, H-7°); 7.35-7.28 (m, 2H, H-6*°); 5.42-5.39 (m, 1H, H-8); 5.32 (dd, 1H, H-7); 4.78 (ddd,
1H, H-4); 4.38-4.33 (m, 2H, H-2°°); 4.30 (dd, 1H, H-9a); 4.20 (t, 1H, H-3°); 4.18-4.11 (m, 2H, H-a,
H-6); 4.05 (dd, 1H, H-9b); 3.95 (dd, 1H, H-5); 3.79 (s, 3H, -COOCH,); 3.76 (dt, 1H, H-5a%); 3.25 (dt,
1H, H-5b%); 3.18 (t, 2H, H-¢); 2.61 (dd, 1H, H-3eq); 2.18 (t, 2H, H-2°); 2.13, 2.09, 1.99, 1.96 (4x s, 4x
3H, 4x OAc); 1.90-1.84 (m, 1H, H-Ba); 1.83 (s, 3H, NHAc); 1.79 (dd, 1H, H-3ax); 1.73-1.59 (m, 3H,
H-Bb, H-3); 1.58-1.48 (m, 4H, H-3, H-4°); 1.48-1.39 (m, 2H, H-y).

ZJH.3aX’ H-3eq = 12.7 Hz, 3JH-3ax, H-4 = 125 Hz, 3JH-3eq, H-4 = 4.6 Hz, 3‘JH-4, H-5 — 10.3 Hz, 3J|-|.5' H-6 = 10.2 Hz,
b, vy = 2.2 Hz, 2347 hs = 8.9 HZ, *Jng 1ooa = 2.8 HZ, *Jiig hoow = 2.2 HZ, 2Jpiga hoop = 12.4 Hz, 23415
3 =7.4 Hz, 3JH-4‘,H-5‘a =6.1 Hz, 3JH-4‘, H-s = 6.0 Hz, ZJH-S‘a, Hsb = 9.5 Hz, 3~]H-6, He = 1.6 Hz, 3~JH-2“, H-3¢
=6.9 Hz.

BC.NMR (101 MHz, MeOH-d4): & [ppm] = 173.5, 172.5, 171.9, 171.8, 171.6 (C=0); 128.8 (C-7),
128.2 (C-6°°); 126.3 (C-5°); 121.0 (C-8<); 100.1 (C-2); 73.1 (C-6); 70.7 (C-4); 69.5 (C-8); 68.7
(C-7); 67.9 (C-2°); 65.5 (C-4°); 63.5 (C-9); 55.2 (C-a); 50.1 (C-5); 48.1 (C-3*“); 40.1 (C-g); 39.1
(C-3); 36.7 (C-2°); 32.4 (C-B); 30.1 (C-4°); 29.9 (C-3); 24.4 (C-y); 23.6 (C-3°); 22.7 (NHCOCH),
21.2, 20.9, 20.7, 20.7 (OCOCHy).

6.6.1.31 Darstellung von 44

Die Synthese des Heptapeptids erfolgte nach AAV3 in einem 250 pmol Ansatz. Die
Dibenzofulvenbestimmung ergab eine Ausbeute von 51%. AnschlieBend wurden 198 mg (210 pumol,
1.5 Aq) 43, 213 mg (560 pmol, 4 Ag.) HATU und 122 pL (700 umol, 5 Aq) DIPEA geldst in 2 mL
DMF zu dem Harz gegeben und der Ansatz Mikrowellenstrahlung entsprechend MW1 dreimal
unterworfen. Der Uberstand wurde entfernt, das Harz gut gespiilt und eine Dibenzofulvenbestimmung

entsprechend AAV3 durchgefihrt. Diese ergab eine Ausbeute von 43%.

77.2 mg (260 umol, 4 Ag) N-Fmoc-Gly-OH, 83.4 mg (260 umol, 4 Ag) TBTU und 56.6 pL
(325 pumol, 5 Ag) DIPEA wurden in 4 mL DMF gel6st und fiir 2 h zu dem Harz gegeben. Der Ansatz
wurde fiir 16 h wiederholt und anschliefend eine Dibenzofulvenbestimmung gemal AAV3

durchgefihrt. Es konnte eine quantitative Ausbeute fir diesen Schritt ermittelt werden.

77.0 mg (130 pmol, 2 Aq) 19, 91.0 mg (260 pumol, 4 Ag) HATU und 57.0 pL (325 pmol, 5 Aq)
DIPEA wurden in 4 mL DMF gel6st, zu dem Harz gegeben und Mikrowellenprogramm MW?1 dreimal
unterworfen. Die Losung wurde filtriert und das Harz gut gespult. Die Abspaltung vom Harz und die
Reinigung erfolgten analog zu AAV4, wobei als Abspaltlosung ein  Gemisch von
TFA/DCM/TIPS/H,O 20:20:1:1 verwendet wurde. Das Produkt musste unter Verwendung

verschiedener Gradienten zweimal mittels RP-HPLC gereinigt werden. Es konnten 5.0 mg (2.7 pmol)
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des gereinigten Produkts erhalten werden. Die entspricht einer Ausbeute von 4% auf den letzten

Schritt, beziehungsweise von 1% auf die eingesetzte Harzmenge.

Charakterisierung: OAc

AcO cozu
ACON Q/ o NH
AcO

OAc

Farbloser Feststoff

AcO CO,Me (0]
R 10.1 min (LCG); 27.0 min (LC9) mow”-GIy-Lys-GIy-Ser-AIa-Ser-GIy-Ser-GIy-OH
AcO

C76H116N12044

HR-ESI-MS: m/z = ber.: 1853.7439 [M+H]", 1853.7900 g/mol
gef.: 1853.7495 [M+H]"

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 9:1 pH 3):

System 6 NH [ppm] 6 H, [ppm] o Hg [ppm] weitere

Gly 1 8.325 4.992

Lys 2 8.277 4.288 1.801/1.700 v: 1.477/1.350; 8: 1.755;

€:3.143

Gly 3 8.517 3.947

Ser 4 8.178 4.485 3.843

Ala5 8.415 3.992 1.403

Ser 6 8.253 4.428 3.872

Gly 7 8.359 3.928

Ser 8 8.217 3.858 4.428

Gly 9 8.325 3.992

NeuSAc-Alkyl | 3.745 (H-5"a); 3.368 (H-5‘b); 2.328/2.233 (Sia a/b H-2’); 1.586/1.563 (Sia a/b H-
3%); 1.550 (H-4")

Neuraminsaure | 8.083 (NHACc); 5.405 (H-8); 5.373 (H-7); 4.869 (H-4); 4.315 (H-9a); 4.206 (H-6);
4.177 (H-9b); 3.875 (H-5); 3.840 (COOCHj3); 2.668 (H-3eq); 1.901 (H-3ax)

Acetylgruppen | 2.177, 2.134, 2.062, 2.016 (4x OACc), 1.891 (NHAC)
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7 Toxikologische Daten

Substanz

Piktogramm

H-Satze

P-Satze

1,4-n-Diaminobutan

1,5-n-Diaminopentan

1,6-n-Diaminohexan

1,7-n-Diaminoheptan

5-Hexen-1-ol

Aceton

Acetonitril

Acetylchlorid

Ameisensaure

Boc,O

Chloroform, CDCI3

DIC

Dichlormethan

1,4-Dioxan

DIPEA

DMAP

DMF

EDC

& &
®

&
&
&
&
&
&
&
&

COe ©e®

A%
S @

O @
O <

302, 312, 314, 331

314

302, 312, 314, 335

314

226

225, 319, 336,
EUH066

225,302+312+332,
319

EUHO014, 225, 314

226, 314

315, 319, 330, 335

302, 315, 351, 373

315, 317, 318, 330,
335

351

EUHO019, EUHO066,
225, 319, 335, 351

225, 302, 314, 412

301, 310, 315, 319,
335

226, 312, 319, 332,
360D

315, 318, 335

144

260, 264, 280, 301+330+331,
310

260, 264, 280, 301+330+331,
310

260, 264, 280, 301+330+331,
310

260, 264, 280, 301+330+331,

310

210, 233, 240, 241, 370+378

210, 233, 305+351+338

210, 305+351+338, 403+235

210, 233, 240, 241, 264

280, 305+351+338, 310

260, 264, 280, 284,

305+351+338

281

260, 264, 280, 284, 310

281

201, 202, 210, 240, 264

210, 233, 240, 241, 242

261, 262, 264, 280, 304+340

201, 280, 305+351+338, 310

261, 264, 280, 302+352, 310
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Substanz

Piktogramm

H-Satze

P-Satze

Essigséure

Essigsdureanhydrid

Ethylacetat

EtOH

HATU

Kaliumcarbonat

Methanol

Na|04

Natrium

Natriumazid

Natriumhydroxid

Natriummethanolat

n-Tributylphosphin

Piperidin

Pyridin

RUC|3

Salzsaure 37%

Schwefelsaure

TBTU

QOO
eO®

@
©

&
&

&
&
&

SOOe ©®

&

&
&
&
&
&

®

e

226, 314

226, 302, 314, 332

225, 319, 336

225

315, 319, 335

302, 315, 319, 335

225, 301, 311, 331,

370

302, 315, 319, 335

260, 314

EUHO032, 300, 410

314

EUHO014, 251, 314

250, 302, 312, 314

225, 311, 314, 331

225, 302, 312, 332

314

314, 335

314

315, 319, 335

145

280, 305+351+338, 310

210, 233, 240, 241, 310

210, 261, 305+351+338

210

261, 264, 280, 305+351+338,
321, 362

261, 264, 280, 321, 330

210, 260, 280, 301+310, 311

261, 264, 280, 305+351+338,
330

223, 2314232, 280,
305+351+338, 370+378

264, 273, 301+310, 321, 330

280, 305+351+338, 310

235+410, 260, 264, 280,
301+330+331

210, 222, 260, 264, 301+312

210, 261, 280, 305+351+338,
310

210, 280

260, 264, 280, 301+330+331,
310

261, 280, 305+351+338, 310

280, 305+351+338, 310

261, 264, 280, 305+351+338,
405
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Substanz

Piktogramm

H-Satze

P-Satze

Tetrachlorkohlenstoff

Toluol

Trifluoressigsaure

Triisopropylsilan

Triphenylphosphin

Wasserstoff

EUHO059, 301, 311,
331, 372, 412

225, 304, 315, 336,
361d-373

314, 332, 412

226, 315, 319, 335

302, 317

220

146

201, 202, 260, 264, 330

210, 261, 281, 301+310, 331
273, 280, 305+351+338, 310
260, 264, 280, 305+351+338,
310

261, 264, 280, 301+312, 330

210
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