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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Influenza

Die Influenzawelcheallgemein als Grippe bezeichneird, ist einedurch Viren tUbertragene
Erkrankung Die Primarinfektion erfayt bei Menschen hauptsachliétber de Epithelzellen

des respiratorischen Trakts. Zu demaufigsten Symptomen gehdren Kopfund
Gliederschmerzen, Schuttelfrost, hohes Fieber und allgemein ein ausgepragtes
Krankheitsgefuhl.Die Inkubationszeit betrégin der Regelein bis drei Tage und die
Krankheitsdauer ein bis zwei Wochén.vereinzelten Féllen kann die Influenza seltherch

das Ausldsen einer viralen Pneumonie zum Tode fuhBautlich haufigersind jedoch
bakterielle Sekundarinfektionehe Todesursache, ddurch die Influenza der Kérper und das
Immunsystem entschieden geschwacht wetdems diesem Grund ist die Krankheit bei sehr
jungen oder alten und gesundheitlich geschwachtemskhen als besonders geféhrlich

anzusehen.

Sowohl die Infektiositat als auch diketalitdt kbnnen zwischen den verschiedenen
Virenstammen sehr stark schwankkeaut derWorld Health OrganisatiofWHO) erkranken

an der saisonala Grippe jahrlich 3 - 5 Millionen Menschen weltweit, vordenen

250000 - 500000 sterberf Deutlich héhere Opferzahlen kénnen bei groBandemischen
Ausbricherauftreten So fielend e r , Sp a ni szwiscleen 19&und OPOeweltweit

20 - 50 Millionen Menschen zum OpfdnWeitere groBe pandemische Ausbrijcvée die

» Asi ati sche Ge&, Hhopredk o(nlgd 5Gr) i, ppde,“Ru(ss9 &&)h e u riGd i
(1977) forderten wesentlich weniger Opferals die , fani sche Gr jepeise “ |, j €
deutlich mehr als bei den normalen Ausbriichen der saison@kgpe. Wie hochgradig
ansteckend die Grippe sein kann, zeigte sich im JaBb®,2@ls eszu einer globalen
Grippepandemi e, die als ,éMenxe i pGrda“ppleé z eidcet
kam Obwohl der Erreger eine sehr hohe Infektionsrate besafSighdnnerhalb kirzester

Zeit fast auf der ganzen Welt verbreitet hatte, kam es zu deutlich weniger Todesféllen als
sonst bei epidemischen Ausbriohéer saisonalen Influenzaies war dadurch begriindet,

dassdi e , Sc h wan dere meaistep Bexdikerungsgruppeme besonders geringe
Mortalitatsrate aufwiesDie Grippavelle zeigte jedoch die larmieren@ Tatsache, dass es

trotz groRerBemuhungen und déangen Kenntnis um die Risiken einer Influenzapandemie

1



1 Einleitung

kaum gelungenwar die Ausbreitung des Virus zu verhindern oder zumindest wirksam

einzudammen.

1.1.1 Klassifizierung, Aufbau und Replikationszyklus des Influenzavirus

Die Influenzavirensindder Familie der @homyxoviridaeangehérig. Es sind RNXiren, die
segmentierte einzelstrangige RNA negativer Pa@latiagen Sie werden in drei Gattungen
eingeteilt: Influenza A, B und C. Unterseden werden dieGattungen anhand des
Nucleoproteins (NPund des Matrixproteins M1.Die Wirte der Influenza A Vire sind
hauptséchlich Vogel, Menschen und Schweine, aber auch andere Vertelraidionen
durchlinfluenzaviren der Gattungen B undti@tenfast nurbei Menschenin seltenen Fallen

aber auch bei Schweinen und Robbanf® Zur Benennung der unterschiedlichen
Virenstamme hat sich das von der WHO vorgeschlagene Modell weitestgehend durchgesetzt.
Diese Nomenklatur sieht einen Namen aus bis zu sechs Teilen vor. Der erste Telil ist die
Gattung des Virus. Danach kann aufgefuhrt werden, aus wel€rganismusdas Virus
isoliert wurde. Die nadten beiden Segmente geben den Ort an, an welchem das Virus
gefunden wurde und eine fur jeden Ort fortlaufende Nummer. Den flnften Teil bildet das
Jahr, in dem das Virus entdeckt wurde. Als letztes Segment vardVius-Subtyp
angegeben. Beispiel: A/du&ihgapore/3/97 (H5N1).

Influenzaviren der Gattungen A und B besitzen acht F®¢&§menteBis vor einigen Jahren
ging man davon aus, dass diese R8&guenzerehn verschiedene Proteine codietarden
vergangenen Jahren wurden jedoch immer wieder neuent&nrialer bekannten Proteine
entdeckt, welche durch alternative Leseraster zustande kommen und Einfluss auf die
Pathogenitabesitzen** Die Hiille der Virenbesteht aus zwei Schichteierbei handelt es
sich um das Matrixprotein M1, welches von einer Lipiddoppelschicht umgeben ist. Das
Influenzavirusprasentiertdrei Membranproteineuf seiner Oberflache: d3 Matrixprotein
M2, welches alsonenkanallientund die beiden Hauptantigene des Virus, das Hamagglutinin
(HA) und die NeuraminidaseNA) (Abbildung 1).*?* Bisher sind & Typen des
Hamagglutinins und neun Typen der Neuraminidsse@nnt** Die individuelle Kombination

der Typen des Hamagglutinsnund der Neuraminidasenes Viruswird als Bezeichnung des
Subtyps verwendet. InfluenZa Viren tragen nur sieben RNA Segmente und codieren ein
Protein weniger als Viren demderen beiden Gattungen. Besitzen weder Hamagglutinin

noch Neuraminidaseondern prasentiereauf ihrer Oberflachezusétzlich zum Matrixprotein

2



1 Einleitung

M2, das Hamagglutiniiesterasd-usionProtein (HEFR, welches die Funktionen von

Hamagglutinin und Neuraminidasesich vereinigt

& 4 Hamagglutinin (HA)

\ ., R t = o
Neuraminidase (NA)” &+~ - %
- < \
» - . 5 = H
NN a‘ ] " Matrixprotein M2
Y. 4 e - l
e / e
"' 1 ANNNNNNNIN PB2 . .
T— \ 2ON\NNNNSNNNS\ PBL .
4 '/ 3 WN\NNINSNSS PA = '
' 4 ON\NNISII\ HA
/V S OANANAANAA NP \
.. - 6 W\ NA
Lipiddoppelschicht 1NANAA MW, [ ‘ -
» BONNNAN NS, +NS, / T
-y
< A"

Abbildung 1: Darstellung eines Influenza A Virions. Im Inneren der zweischichtigen Hullmembran
befinden sich die acht RNASegmente und die viralen RNAPolymerasen. Auf der Oberflache sind die

Membranproteine Hamagglutinin, Matrixprotein M2 und die Neuraminidase zu erkennen®®

Der Primarkontakt des Virus zu einer Zelle findet Ubkmmagglutininstatt, welchesan
Sialinsaurereste derlggocalyxbindet Di ese Si al i n<=3& wrdedrma det2e
Galactoseeines Lactosaminmotivwgerknipft seinJedes Hamagglutinin bindet spezifisch nur
eine der beiden VarianteAusschlaggebend ist hierbaicht die Verknupfung selbssondern
die daraus resultierende Topoledi Bei den menschlichen Epithelzellemles oberen
respiratorische Traktssind dise G| y c a-6 sialfieer2 Bei Vogelnist die Verknipfung
hingegena 23. Infektionen von Menschen durch §&grippeviren treten aus diesem Grund
in der Regel nur auf, wenn die Persosehr stark mit dem Virus kontaminieverden Nach
der Bindung des Virus auf der Zelloberflache wird es duEdocytosein die Zelle
aufgenommenrDer niedrige pHWert im Endosmenaktiviert das Matrixprotein M2, welches
dann Protonen in das Virusinnere durchl&¥¥t® Der sinkende pHWert fithrt zur
Auflésung der Strukturen des Matrixproteins M1 veglchem die viralen Ribonucleoproteine

(vVRNP) immobilisiert sind®® Des Weitererinduziertder niedrige endosomale pHert eine
3



1 Einleitung

Konformationsanderungdes Hamagglutinins, wobei ein Fusiopeptid freigelegt wird

(Abbildung?2).** Dieses leitet dann die Fusion des Virusparsikeit der Wirtszelle ein.

( Y
J

- =
- KT

Abbildung 2: Schematische Darstellung der durch Hamagglutinineingeleiteten Fusion. Die virale
Membran ist jeweils unten dargestellt und die Wirtszellmembran oben.. Die in rot abgebildete globulare
HA1-Kette bindet an die Zellmembran des Wirts (1). Wenn im Endosomen der piVert sinkt, erfolgt
eine Konformationséandemung, durch welche die HAXKetten nach aul3en dislozieren (2). Die HAKetten
bleiben mit den HA2-Ketten Uber Disulfidbriicken verbunden, werden aber in den folgenden Schritten
nicht mehr abgebildet. Im Folgeschritt werden die Fusionspeptide aufgerichtet, wehie dann direkt in der
Zellmembran der Wirtszelle binden (3). Ein Anderung der Faltung der HA2Ketten fiihrt zunachst zur

Verbindung von Zell- und Virusmembran (4) und anschlieBend zur Ausbildung einer Fusionspore (5.

Nach dem Transport der viralen RNA ierd Nucleus der Wirstzellbeginnendie viralen
Polymerasen PB1, PB2 und At der Transkriptiorund Replikation Die Translation der
viralen mRNA erfolgt dann wieder durch die Ribosomen der Wirtszelle. Nach
posttranslationate Modifikation der Proteine im GolgApparat werden dieviralen
Membranproteine in die Zellmembran des Wirts eingebdr letzte Schritt es
Replikationszyklusist das Ausknospen der neuen Vinen @Abbildung 3). Damit die
Tochtervirionen sich von ihrer Wirtszelle ablésen konwend die Neuraminidase aktiv und

spaltet Sialinsaurereste delyGocalyx ab.
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AW . .
m Transkription,
mRNA Splicen

oo

Ribosomen 0 —> GO
> (@
é)o Q@Qadunnn,

o

RNA
Replikation

Golgi-
Apparat

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Reproduktionszyklus von Influenzaviren. Nach dem
Priméarkontakt und der Endocytose wird die virale RNA durch virale Polymerasen repliziert und
transkribiert. Die Translat ion erfolgt in den wirtseigenen Ribosomen. Virale Membranproteine werden

nach posttranslationalen Modifikationen im GolgiApparat in die Zellmembran eingebaut. AnschlieRend

kénnen die Tochtervirionen ausknosper?

1.1.2 Evolution der Influenza

Das Genom des Influenzavirus besteht aus einzelstrangigerrirlya#tiver Polaritatwelche
innerhalb der Wirtszelledurch virale RNA-Polymerasen repliziert wird. Bei dieser
Replikation kommt es zu etwaner Fehlpaarung pnaralem Genom, welches knapp @@0
Basenpaargrof? ist’>?® Derart haufige Mutationen ermdglichen den Viren, sich innerhalb
kurzer Zeit &uReren Faktoren anzupasBeeser Mechanismuasrklart das schnelle Auftreten

von Resistenzen gegen eingesetzte Medikanféfft®ie durch Punktmutionen schrittweise
Variierung der Antigene des Virusvird antigenic drift genannt Die fortwdhrende
Veranderung verhindert eine langanhaltend wirkungsvolle Immunisierung des Wirts, da
Antikorper sehr spezifisch ihr Substrat bind&er antigenic drift ermbglicht aucheinen

Wechsel deiRezeptospezifitdt Der Austausch bereits einer Aminosaure kann dazu fuhren,

5



1 Einleitung

dass Hamgg | ut i ni n H5, we l ¢ h e s -3 venknigfte Sialieséurenestet i v e n
bindet,ei ne deutl i ch ges téevergnapfet Reste Aefwirbt and tsdmit f O r
potentiell infektidser fir Menschen sein kairEin derartiger Wechsel der Wirtsspezifitat

kann auch durcheinen ander@ Mechanismusden antigenic shift auftreten Dies ist eine
Reassortierung genetischer Informationen zwascimfluenzaviren unterschiedlicher Stamme.

Hierfir muss eine Zelle gleichzeitig von unterschiedlichen Grippeviren infiziert welDden.

antigenic shiftkann nur bei Influenzaviren der Gattung A beobachtet weltiBie Erreger

der Grippepandemien von 1957 und 1968p wi e ver mutl i ch auch di
Grippe* von 1918, e nt s wechedsem dera Maenschéw glseWirg r i p p
anpasstef"

1.1.3 Aviare Influenza

In der Gruppeaviarer Influenza(Al) werden dieInfluenzaviren zusammengefasst, die
hauptséchlich Vogel ballen Innerhalb dieser Gruppe werden die Erreger entsprechend ihrer
Pathogenitat inhighly pathogenic avian influenzéHPAI) - und low pathogenic avian
influenza(LPAI) Viren unterteilt. Die hochpathogene Form wird haufig auch als Gefégel
bezeicmet. Bei wildlebenden Végeln sind Wasservogelsondershetroffen und an der
Verbreitung des Erregers beteiligbas Virus kann im Verdauungstrakt der Tiere seine
Infektiositat erhalten und sich auch vervielfaltigen ohne zwangslaufig den gangamsmus
seines Wirts zu befallelf.Auch bei Nutztieren kommt es immer wieder zu Ausbriiaién
teilweise rasanter Verbreitung des Virus. Als Gegenmalnahiree in der Regel der
betroffene und gefahrdete Tierbestand gekeult. Dasirsachterhebliche wirtschaftliche
EinbulRen unter anderem durchedKosten fir die durchgefihrten Malinahmen, denugerl
an Nutztiererund den Ausfall von Einnahmeiie Hohe der Schadesiner Epidemie kann
mehrere hundettlillionen Euro betragef** Besondergweltweite Aufmerksamkeit erielt

die HPAI im Jahre 1997Bei einemzunéchstepidemischen Ausbructles HPAI Subtyps
H5N1 unter domestiziertem Gefligelurden erstmals auch Menschen mit dem Virus
infiziert. Von dennur 18 infizierten Menschenstarbensechs” Die weitere pandemische
Ausbreitung wurdedurch Massentétungen von Nutzvogebrfolgreich eingedammtEin
Virus des gleichen Subtyps fluarm Jahr 200%u einemerneut@a Ausbruch der Vogelgrippe
im slUdostasiatis@n Raum Ein Jahr spaterwurden, vor allem in Thailand und \re&m,
weiterepandemische Ausbriiche des ViheobachtetZugvégelverbreiteterdiese Pandemie

bis nachAfrika und Europa. Seithéeonnte immer wieder beobachtet werden, dass Menschen,
6
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die engenKontakt zu infizierten Vogeln hatten, sich mit dem Virus ansteckine
Ubertragung vomMensch zu Mensch konnte jedolisher nicht registriert werdeBie WHO
erfasste ait 2003 842 laborbestatigtd nfektionen vonMenschendurch H5N1.447 dieser
Erkrarkten starben (Stand®3.6.2015).%° Die Mortalitatsratevon tiber53 % des HPAI Virus
ist auffallig hoch.Bisher wurde eine Mlzahl vonUrsacherhierfur entdeckt, jedoch ist egib
weitem noch nicht in Ganze verstandérkin bekannter Unterschied zwischen HPAI und
LPAI ist eine Mutation im Nictstrukturprotein NS1 Allgemein ist NS1 ein
Interferonantagonist, der im Virionicht vorkommt aberin der infizierten Zelle exprimiert
wird. Die Mutation imNS1 von HPAIfluhrt dazu, dass es verglichen mdgm von LPAI
zusatzich an 30 PDZDomanen von 24 Proteinen in menschlichen Zeigen kann. Die
Folgenhiervon sind jedoclbislang unbekann Weitaus besser verstanden ist hingegen der

Einfluss von Variationen dddamagglutinins H&auf die Pathogenitat
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1.2 Das Hamagglutinin H5 und sein Einflussauf die Pathogenitat

Hamagglutininist eines deHauptantigea von Influenzaviren der Gattungen A und Bas
Virus prasentiert dakomotrimere Lectimit einer Haufigkeit vor2-4 Kopien pro 106
aufseinerOberflache(Abbildung4).>°

Abbildung 4: Darstellung der raumlichen Struktur des Hamagglutinins des Influenzavirus der
Grippepandemie von 1918 alsibbon-Model (PDB: 1RUZ).*’ Die einzelnen Darstellungen zeigen das
Monomer (a) wund das Trimer (b) in der SeiHeleessmisi cht
i n r-lattbjattebin blau und random coilin gelb eingeféarbt. Der obere, globulédre Teil beinhaltet die
Bindungstasche flr die Sialinsédurereste.

Die Bindung des SubstsaSialinsaurest mit einer Dissoziationskonstante, Kon ungefahr
10°M relativ schwacH! Die notwendigesehr starkeBindung der Influenzaviren an eine
Zelle lasst sichnur durch polyvalente Bindungsereignisse erklar&®urch diese sind

Affinitatssteigerungemm einenFaktorvon bis zul0"° méglich>°

Die Expression des Hamagglutiniesfolgt als Vorlauferprotein HAO, welches die beiden
Untereinheiten HAL1, HA2 und ein Verbindungspeptid enthddts bei der Reifung des
Proteins entfernt wird®** Die Untereinheiten sih (iber eine Disulfidbriicke kovalent
miteinander verbundemie Reifungdes Hamagglutinins ist ein Prozess mit entscheidender
Bedeutung fiir die Pathogenitat des Vitti€ Bei LPAI Viren geschieht die Reifung in der

8
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Regel auRerhalb der Wirtszeffé**° Die Entfernung de¥erbindungspeptisides HAO dieser

Viren wird nur von einigen wirtseigenen Proteasen durchgefihrt, welche bei Saugetieren nur
im Lungengewebe vorkommeei HPAI Viren kann diese Reifung auch durch andere
Proteasen erfolgen, was diese Viren befahigt sich in einer Vielzahl von Gewebearten zu
vervielfaltigen®* Die Reifung des HPAI Hamagglutininerfolgt meist bereits vor dem
Ausknospen aus der WirtszeffeVariationendieser Artsind bishernur bei H5 und H7
bekanntund somit auf Vogelgrippeviren beschrankia jedoch die Adapiton auf den

Menschen mdglich ist, besteht die unmittelbare Notwendigkewifisame Arzneistoffe.

1.3 Therapeutische Mdglichkeiten

Bisher gibt es nur sehr eingeschrankte Mdglichkeiten einer Influenzaepideraigeugen
bzw. eine akute Erkrankung zu behand&pon einer prophylaktischen Verabreichung von
Influenzamedikamenten wird in der Regel abgeseAéneinzige vorbeugende MalRnahme,
besonders flurgrol3ere Gruppen von Individuen, ist die Impfung anzusehen. Diese hat
allerdings zum Nachteil, dass Impfstoffe meist sehr spezifisch fur einen Virus sind. Demnach
kann mit der Herstellung des Impfstoffs erst begonneweve wenn der Erreger bekannt ist.
Bis zur Einsatzbereitschaft des Impfstoffs vergehen dann ca. achat®®® Bei akuten
Erkrankungen stehen derzeit Medikamente aus zaweeschiedenen Wirkstoffklassen zur
Verfugung M2-MembranproteirHemmer und Neuraminidag¢éemmer.Die Hemmung der
M2-Aktivitat beeintrachtigt die Reprodtionsfahigkeit der Influenzaviren zu zwei
Zeitpunkten ihres Lebengilus. Die Inhibition des M2Membranproteins verhinde#um
einen, dass vor dem uncoating von Influenza A Viren in der Wirtszellalie viralen
Ribonucleoproteine (vVRNPund das Matrixprotein M1 dissoziieréft Der Komplex aus
beiden ist nicht in der Lage den Zellnucleus zogteeren.Zum anderen kann der inhibierte
lonenkanal M2nicht mehr den pHWert im transGolgi-Netzwerk erhdhen. Diesst jedoch
essentiell fiir erfolgreiche Reifung des s&urelabilen HamagglutthirBeispiele fiir
Wirkstoffe dieser Klasse sifimantadin und RimantadirAbbildung5).>® Vor allem wegen

des haufigen Auftretens von Resistenzeaber auch wegendes Spektrums an

Nebenwirkungenwerden diese Mittel nur selten eingesetzt.

Aus der Gruppe @ Neuraminidas¢Hemmer war Zanamivirder erste auf den Markt
eingefuhrteWirkstoff. Durch das Inhibieren der Neuraminidas&d dasbudding also das

Ausknopsen aus der Wirtszelle gestért, da sich die Virionen nicht mehr von der

9
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Zelloberflache 16sen kdnne Nachteilig bei Zaamivir ist die schlechte Bioverfiigbarkeit bei
oraler Gabe. Beim Passieren des MabanmTrakts werden nur ca. @ des Wirkstoffs
aufgenommen’ Er wird deshalb seit 1999 unter dem Namen Reférala Pulver zur
Inhalation von GlaxoSmithKline veretben. Mit dem Ziel diesenrNachteil zu Uberwinden,
wurde eén weiterer Wrkstoff aus der Gruppe der Neuraminidd$semmer von Gilead
Sciences und F. Hoffmardm Roche entwickelt,Oseltamivic Die sehr viel hohere
Bioverfiigbarkeit bei oraler Verabreichung erméglicht eine Distribution in Tabletteriform
Seit der Erteilung deArzneimittelzulassung in der Europaischen UniwnJahre 2002vird

der Wirkstoff unter dem Handelsnamen Tanfiftiurch F. Hoffmand_a Roche vertrieben.

NH,

NH, o COOEt

AcHN

+Zle
T
w

NH,

Amantadin Rimantadin Zanamivir Oseltamivir

Abbildung 5: Strukturformeln der M2 -Membranprotein-Hemmer Amantadin und Rimantadin und der

NeuraminidaseHemmer Zanamivir und Oseltamivir.

Bei klinischenStudienkonntegezeigtwerden dasssich durch Oseltamivieine Verklrzung

der Krankheitsdauer um ca. 20 erreichen lasst Hierbei ist es von entscheidender
Bedeutung, dass mit der Einnahme friiligesegonnen wird® Oseltamivir ist nicht nur in der

Lage die Krankheitsdauer zu reduzieren, sondern es fuhrt zusatzlich zu einer Abschwachung
der Symptome. Dieser Effekt idtesonders fur alte und g@dsvachte Menschen von
entscheidender Bedeutungn Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dasse e
prophylaktische Einnahme teilweise zu einem starken Riickgang der Neuinfektionefi*fiihrte
Um pandemische Ausbricheinzudammenjst eine Impfung dennoch praktikableBei
NeuraminidaséHemmern konnten anfangsmi Gegensatz zu den MMembranprotein
Hemmern nur vereinzelte Falle von Resistenzieeobachtet werdetf?®® Seit 2007 wrde

jedochein Anstieg der Anzahl an Oseltamivesistenten Virenstammeserzeichnetin den
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USA wurden véhrend der Gppesaison 2008/2009 2@&#er 268 untersuchterVirenstamme
von Influenza A (HIN1) positiv auf Oseltamivirresistenz gete¥tebies zeigt, dass
fortwahrend ein Bedadn neartigenund effektiven Arzneistoffebesteht

202 hat die japanische Firma Toyama Chemical Co. ketdte Studien zur Wirksamkeit
eines Pyrazinamids gegen Influenzaviren verdffentfithdie Substanz 3705 und einige
weitere ahnliché/erbindungen zeigten bei weiteren Untersuchungen sowvohiro als auch

in vivo Aktivitdt gegen verschiedeneRNA-Viren, unter anderem auch EbSRR’ Dieses
brachte der Substanz eirfér einen noch in klinischen Studien befindlichen Wirkstoff
ungewohnliche mediale Aufmerksamkedei der Ebolaepidemie 2014 in Westafrikarrde
T-705 eingesetzt um eine franzosische Krankenschwester, welche sich bei einem
humanitarem Einsatz angesteckt hatte, zu behandeln. Zu diesem Zeitpunkt -li@fe T
weltweit keine Arzneimittelzulassungur Eignung als Influenzamedikament wurdesreits
klinische Phase IIStudien in Japan und den USA durchgefihibie Pyrazinamide sind
Prodrugs. Im Kérper werden diurinanaloga zum entsgteenden Ribofuranosyltriphosphat
umgesetzt. Diese wiederum inhibieren die virale RR#ymerase und fuhren beim Einbau in
virale RNA zum Kettenabbrudt’® Hierbei scheinen die Substanzen hochspezifisch zu sein,
da die RM\-Synthese der Wirtszelle nicht gestort wird.

Ein weiterer Therapieasatz ist die Inhibition des HamagglutinirBislang gibt es noch
keinen Wirkstoff inder Klasse der &mnagglutinininhibitoren, deMarktreife erlangt hatEs

gibt jedoch eine Vielzahl von Studien mit Inhibitor unterschiedlichster Substanzklassen. Unter
anderem gibt es Untersuchungen mptidschen Inhibitoren RNA-Aptamere Antikorper

und Derivate der Sialinsaune bei welchen eStudien zu monound polyvalenten Ansétzen
gibt.”*" Bei in vitro Untersuchungen konnten mit polyvalenten Liganuietversprechende
Affinitaten zu Hamagglutininen erzielverden’®’® Als tatsachliche Medikamente eignen sich
derartige Makromolekile in der Regel nicht, da sie tendenziell unvorteilhafte
pharmakokinetische Eigenschaftebesitzer®™ Bei Designversuchen fiir monovalente
Inhibitoren wurden bereitgiele Studien mitDerivaten der Neuraminsaurelurchgefuhrt Die

meisten Modifikationen und Substitutionen am Grundgerist der Neuraminsaure ergaben keine
stark bindenden Liganden des Hamagglutiifrid®® Beispielsweise i@ Einfilhrung einer
Naphtylgruppe an einespacer der glycosidisch an die Sialinsdure gebunderzesgte eine
verglichen mit dem Methylglycosid ded-Ac et yl neur ami ns dumden ( Neub5
Faktor 64 gesteigerte Affinitat zu Hamgglutinin H3. Eine zusatzlicheODansylglycyt
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Substitution an der Sialinsdure erhdhte die Affinitat um einen Faktor von ca. 1000 gegenuber
NeuA ¢ a 2WMe .

Im Rahmen der Doktorarbeit vav. Hollinger wurdenDerivate derNeuraminsaurelurch
struktubasiertes Wirkstoffdesign entwickelynthetisiertund auf ihre Bindungsaffinitat zu
Hamagglutinin H5untersuchf? Die Liganden lassen sich in zwegérschiedendategorien
einsorteren. Bei @ner hiervonwurden Variationen von Aglyconeentworfen und getestet.

Dieser Ansatz basierte auf einem von Toogood et al. publizieB&nsaureglycosid,

welches fiir Hamagglutinin H3entworfen wurde®® Diese Ansatz fiihrte Giber mehrere
Designschritte bei denen uetr anderen die Lange des Aglycons und die endstandige
aromatische Gruppe variiert wurden, dam optimierten Liganderi, der bei STDNMR-
Messungen einen um den Fakto6 besseren KkWe r t al s Neu5Aca?2Me
(Verbindungl, Abbildung6).

Beim zweiten Ansatz zur Entwicklung neue.iganden fir H5wurden Modifikation am
Grundgerist der Neuraminsaure selber durchgefibdrch oxidative Spaltung der
Glycerolseitenkette und ardelRender reduktiver Aminierung wurdéminokonjugate von
trunkierten Sialinsaure dargestellt Die oxidative Spaltung lasst sich an zwei verschiedenen
Stellen durchfiihren: Zwischen C7 und C8 bzw. zwischen C8 undiE&9Aminokonjugate

der bis zum C7 veikzten Sialinsauren zeigten nur schwach verbesserte
BindungseigenschaftenDie C8Aminokonjugate hingegen erreichten teilweise deutlich
erhohte Affinitaten zu H5FUr avei Ligandenkonnten durchSPRMessungen K-Werte
bestimmt werdendie um den Faktor 2b z w. 24 Dbesser waren als
(Verbindunger® und3, Abbildung6).
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Abbildung 6: Strukturen der von M. Hollinger entworfenen und synthetisierten Liganden des
Hamagglutinins H5. 8 Fir den Liganden 1 konnte per STD-NMR ein Kp-Wert von 171uM bestimmt
werden. Fur den Liganden2 wurde ein Kp-Wert von 68.0uM und fur den Liganden 3 ein Kp-Wert von
58.9uM durch SPR-Messungen bestimmt.

Die Arbeiten vonM. Hollinger zeigen, dass die Bindungsstarke von Sialinsauren durch
spezielle Aglycone oder eine Modifikation des Grundgesigeutlich gesteigert werden
kann® Da sich diese beiden Stegien nicht gegenseitig ausschlieRen, ist eine Kombination
dieser einhoéchstinteressanter AnsatEin derartiger Ligand kann in der Theorie eine
Bindungsstarke erreichen, welche deutlich hoher liegt als die der Liganden, von denen e
abgeleitet wurde.

Die Modifizierung der Neuraminséure ist, wie diese Arbeiten zeigelurchais eine
vielversprechendéStrategie, um im Rahmen des rationellen Wirkstoffdesigns verbesserte

Leitstrukturen zierzeugen

1.4 Wirkstoffdesign

Das Bewusstsein, wie Krankheiten entstehen bzw. was sie veruisaeir recht modernes.

Als der rdmische Gelehrtglarcus Terentius Varr¢" 116 v . C h y mutmalte, 2 7
dass Krankheiten durch Tiere verursaclirden, die so kleinesen dass sie mit dem Auge
nicht zu erkennersind, war er seiner Zeit sehr weit voralder Begriff Influenza (italienisch

fur Einfluss) hat seinen Ursprung aus dem bis ins Mittelalter gultigen Glauben, dass

Krankheiten durch den Einfluss von Planetenkonstellationen entstibidelBrkenntnis, dass

13
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es Stoffe gibt, welche Krankheiten heilen oder zumindest Symptomern kénnen, ist
jedoch ebenfalls bedeutend é&lter als die moderne Pathog®&wmesatertiimlichenArzneien
handelte es sich meist um Naturstoffe oder deren ZubereituNgendiesen waren nicht
wenige wirkungslos und etliche sogar schadlich. lhre Entdeckung beruhte amkidem

Zufall. Anfang des 19. Jahrhundertsvurden erste gezielte Untersuchungen zu den
Naturstoffzubereitungen durchgefthrt. Immer haufigeigte sichhierbei, dass die Wirkung

der Zubereitung meist auf nur einzelne Inhaltsstoffe zurickzufuhreMitstortschreitender
Etablierung der organischen Chemie wurden diese Stoffe zunehmend derivatisiert, um ihre
Wirksamkeit und Vertraglichkeit zu verbesserias mangelnde Wissen lber die
Wirkmechanismen verhinderte jedoch zielgerichtete Derivatisierungklit dem
Zusammenkommen neuer Technologien und Erkenntnisse im 20. Jahrhundert anderte sich
dieserheblich An Krankheiten beteiligte Enzyme konnten identifiziert und isoliert werden.
Rontgenkristallographie und andere Strukturaufklarungsverfahren erladigtdtrzeugung
ausreichend genauer Strukturmodelle. Immer leistungsfahigere Computer ermdglichten stetig
komplexere Simulationen, Berechnungen und auch Visualisierurigas. somit enorm
gesteigerte Verstandnis fiur die Wirkweise eines Arzneistoffs und distdBung einer
Krankheit erméglichen die Optimierumgnes Wirkstoffs auf ein bekanntesget, noch bevor

eine Synthese durchgefiihrt werden muss.

Um einen neuen Wirkstoff zu kreieranuss zunachst eargetidentifiziert werdenDies ist
im Regelfall en Enzym, welcheszentral bei der Entstehungeiner Krankheit oder am
Fortbestehen eines Erregers beteiligt list. nachsten Schritt wird anhand dsgets eine
Leitstruktur fir den Wirkstoff entwickelt. Hierfir wird teilweise das natigi@ubstrat des
Rezeptors verwendet. Alternativ kdnnescreeningsvon grofen Substanzbibliotheken
entweder real oden silico, sowie computergestitztee noveDesignangewendet werden.
Die anschlieRende Optimiarg der Leitstruktur erfolgt als iterativer Prozess. Demyiie
eines Designzyklus bilden der Regel eineén silico Optimierungen der LeitstruktuhNach
erfolgreicher Synthese des Molekiils wirdvitro die Affinitdt zum target bestimmt Diese
Daten werdenanschlieBendgenutzt, um eineStrukturWirkungsbeziehungensfructure
activity relationship SAR) herzustellen, welchbeim folgendenDesignzykus in die weitere
Optimierung der Struktur e€fieRt. Im Allgemeinen bedarf es einer Vielzahl solcher
Designzyklen, bevor aus einer anfanglichen Leitstruktuein vielversprechender
Wirkstoffkandidat wird, welcher dannn die weitere Entwicklung geht. Dieveitere

Evaluation der potentiellen Wirkstoffe bezuglich ihrer toxikologischen und
14
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pharmakologchen Eigenschaftererfolgt am Tiermodél und teilweise zusatzlich an
einfacheren OrganismeRrstanschlieRen#dnnenklinischeStudien an Menscheabsolviert
werden Diese werden in funf aufeinander folgendd’hasen einIn der ersten Phase
(bezeichnet als Phase 0) werden die pharmakodynamischehkingiischen Daten ermittelt.
Die Probandengruppe umfasst dabei nur wenigelB)OPersonen. In Phase 1 werden an
Gruppen von ca. 280 Personen sicherhddezogeneDatengesammelt. Der Nachweis der
Wirksamkeit im Vergleich mit einem Placebo erfolgt in Phase 2 mit ca3Q0@Probanden.

In der letzten klinischen Phag@hase B werden nochmal abschlieRend Sicherheit und
Wirksamkeit des Wirkstoffes bestatigt. Diese Studie wirill ca. 10063000 Probanden
durchgefuhrtDie Quote der Wirkstoffkandidaten, die diese Studkeiolgreich durchlaufen
liegt bei ca. 47%%' Die haufigsten Griinde fiir ein Scheitern sirgthlechte
pharmakokinetische Eigenschaften und fehlende WirRtigesentlich seltener sind et
absehbare Nebenwirkungen, da digiklinischen Untersuchungen am Tiermodelirotz
eingeschréankter Ubergharkeit auf den Menschen, gute Ergebnisse li¢fels Phase 4
wird die forwwdhrende Beobachtung des Medikaments nach seiner Markteinfihrung
bezeichnet. Diese Phase dient vor allem der Erkennung von seltenen Nebenwinkndge
LangzeitfolgenFir dengesamta Prozess der Entwicklung bis zur Marktreitend offiziellen
Zulassungwerden im Regefall 12-24 Jahrenbendtigt und schétzungsweis&osten im
Bereich von 500 Mio. bis 1.4 Mrd. US&rursachf*®"#
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Die Erregerder aviaren Influenza des Subtyps A/(H5N1) flihren seit langem zu pandemischen
Ausbrichen unter Wikdund Nutzvoglin. Dies allein verursacht gewaltige@rtschaftliche
Schaderi®** Seit 1997 werden jedoch zusétzlich immer wieder Falle beobachtet, bei denen
auch Menschen durch die hochpathogene Form dieser Erreger infiziert werden. Die Sterberate
ist mit Uber 50 auRergewohnlich hodfi. Epidemien unter Menschen sind bisher
ausgeblieben, da das Virus nicht zu einer MeizseNMenschUbertragung befahigt isEine
Adaption an den Menschen als Wisére inces bereits durch geringfiigige Mutationen
moglich?%89%° Die bisherigen Therapiemdglichkeiten sind fiir den Fall einer Pandemie eines
hochpathogenen Influenzaerregers nicht ausreichenbisbar zugelassenen Wirkstoffe nur
eine geringe Wirksamkeit besitzen und bereits nach kirzester Zeit Resistenzen
auftretert>®%%* Ein zuverlassiger Impfstoff kann erst entwickelt werden, wenn der Erreger

bekannt ist und benétigt dann zu &t fur Entwicklung und Produktiott.

Ziel dieser Arbeit war egur WeiterentwicklungdesentryInhibitorkonzepts neue Liganden
des Hamagglutinin H5 zu erzeugen. Hierbei solltesilico basierte Verfahren sowohl zu

de novo Design als auch zur optimierenden Modifikation des natlrlichen Liganden
angewendet werden. Das Konzept der Neuramindiasierten Liganden sollte auf den
Ergebnissen zweier vorangegangener Arbeiten befifierkir die kreierten Strukturen
sollten Synthesestrategien entwickelt, durchgefihrt und optimiert welbdensolierten und
charakterisierten Liganden sollten dann bezuglich ihrer Affiitéthremtarget untersucht
werden. Zur Quantifizierung der Bindungsstarke sol8&RSpektroskopie und STDMR-
Spektroskopials Verfahren angewendet werden.
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Bei der Entwicklung neuer Liganden des Hamagglutid wurden verschiedene Aspekte
beleuchtet Als erstes wurde ein vollstandig artifizieller Ligadd novomit Hilfe virtueller
Methodenentworfen und anschliel3end synthetisiert (Abschaif). Sowohl dasin silico
durchgefuhrtescreeningdurchdockingvon Struktuen aus Substadatenbanken als auch das
Fragmentbasierte Design neuartiger Leitstrukturen liefeiteenaussichtsreichreKandidaten

als Ergebnis. Der gythetische Zugang zdiesem konnte erfolgreich etabliert werden. Der
zweite Aspekt in Abschnitt3.2 war die Ausarbeitung einer Modifikation des
Neuraminsauregruneguists. Die Alternativen wurden Bindungsstudiersilico unterzogen
und darauf folgendbezuglich ihrer Synthetisierbarkeit und experimentell bestimmten
Affinitdt zum target bewertet. AbschlieRend wurde dann in AbschBi® zunachst eine
Synthesestrategie fur die in einer vorangegangenen Arbeit entwickelten Neurarminsaure
basierten Liganden etabli€ftBei in vitro Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass diese

Ligandensehr gute Affinitaten zu Hamagglutinin H5 aufwiesen.

3.1 Struktur -basierter Entwurf einesvollstandig artifiziellen Inhibitor s

Im Rahmen eines virtuellescreeningswvurden ca. 1500 Strukturefir ein ligand docking
eingesetzt. Anhand detocking scoresvurdendann die Ergebnisse evaluiemd hits bzw.
Leitstrukturenidentifiziert. Durch Modifikation einevielversprechendeheitstrukturwurde

dann ein neuartiger Wirkstoffkandidat kreiert. Hierbei wurden stets Affinitdt und
Synthetisierbarkeit als wichtigste Kriterien berticksichtigt. Die erhaltene Struktur wurde einer
retrosynthetischen Analyse unterzogenduim Folgenden erfolgreich dargestellt. Von
Bindungsstudien musste aufgrund zu geringer Loslichkeit in wassrigen Losungen abgesehen
werden. Infolge der Ermangelung der experimentellen QuantifizierbalkeBindugsstarke

erschien eine weitere Verfolgukgeses Ligandenkonzepts als impraktikabel.

3.1.1 Virtuelles Fragmentscreening und Inhibitordesign

Es wurden drei von Schrédinger LLC bereitgestellte Strukturbibliotheken jeweils einzeln
beim Glide docking eingesetzt. Von jedem Ergebnissatz wurden die rhtkng score
besten 2@6 der generiertenposes genauer betrachtet. Dabei wurde priméar auf

wiederkehrende Strukturelememtegleichen Regionen geacht&ie meisten der wiederholt
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auftauchenden polaren Wechselwirkungen wameslog zu denen des natirlichen Liganden
Dieser steht durch ein vielfaltiges Netzwerk arBtiickenbindungermit dem Protein in
WechselwirkungAbbildung7).

Val131

Abbildung 7: Crossedeye Darstellung der N-Acetylneuraminsdure in der Bindungstasche des
Hamagglutinins H5. Die Aminoséren, zu welchen die wichtigsten polaren Wechselwirkungen eingegangen
werden sind beschriftet. Das €1 Carboxylat akzeptiert H-Briicken von Serl132, Serl33 und GIn222. Das
C-5 amidische NH baut eine HBriicke zum Rickgrat von Val131 auf. An der Glycerolseitenkette bilden
sich H-Brucken zwischen G7 OH und Lys189, zwei von &8 OH zu Tyr91/GIn222 und zwei weitere
zwischen Hs179/Glul86 aus. Die Proteinoberflache ist entsprechend des elektrostatischen Potentials

eingefarbt. Blau entspricht einem positiven, rot einem negativen und grau einem neutralen Potential.

Die Wasserstoffbriicken zu Ser1&xr133,GIlul86 und Lys189, vodenen die ersten beiden
im natdrlichen System durch die Carboxylatfunktion wdid beiden letzteren durch die
Hydroxylgruppen an & und G9 der Neuraminséure aufgebaut werden, wurden durch die
gedockten Moleklle besonders haufig nachempfunideAbbildung 8 ist dies exemplarisch

fur das Fragmer287 (Abbildung9) aus der , Schrdédi nger Fragmen
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3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 8: CrossedeyeDar st el l ung einer beispielhaften Struktur
Fragme n t Libraryih in der Bindungstasche des Ha maggl ut
akzeptiert eine HBricke von Serl32. Der obere eine von Lys189. Die Ammoniumgruppe des
Piperidinsystems baute eine FBriicke zu Glul186 auf. Vergleichbare Wechselwirkunge wurden bei einer

Vielzahl der Strukturen gefunden. Die Proteinoberflache ist entsprechend des elektrostatischen Potentials

eingefarbt. Blau entspricht einem positiven, rot einem negativen und grau einem neutralen Potential.

Weiterhin zeigte sich bei ein&/ielzahl von Strukturen, dass die Kavitat, in welche sich die
Acetylgruppe derN-Acetylneuraminsdure einpasst, vielfach durch unpolare Reste belegt
wurde. Bei Liganden, die Uber langere unpolare Reste verfiigten, war wiederholt zu
beobachten, dass sichede in eine Furche des Proteins legten, welche sioh der

Bindungstascheveiterin Richtung der Kopfgruppe des Protearstreckte

o

HN
N
H

o
Fragment 287

Abbildung9: Struktur des Fr agmentFsr a2g8ve nau sL i doerra rASic. h rD¥i ceisreg
gewahlte Ligand empfand gleich mehrere essentielle Wechselwirkungen des natirlichen Protgigand-

Systems nach.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 10: CrossedeyeDar st el |l ung der exemplarisch gew2hlten ¢
Drug-Li ke Ligand Decoys Setfi in der Bindungstasche des
Hydrochinolat den gleichen Raum einnimmt, wie zuvor dieN-Acetylgruppe des natirlichen Liganden. Die

Hexylkette legte sich in Richtung der Kopfgruppe des Proteins in eine Furche. Eine analoge Orientierung

flexibler, unpolarer Reste wurde bei einer Vielzahl von Strukturen beobachtet. Die Proteinoberflache ist
entsprechend des elektrostatidten Potentials eingeférbt. Blau entspricht einem positiven, rot einem

negativen und grau einem neutralen Potential.

Diese Orientierung eines unpolaren Rests igthhildung 10 beispielhaft anhand der Struktur
708245(Abbildung11) dargestellt.

N(k/ \©\O/\/\/\
4

708245

Abbildung 11: Struktur der exemplarisch gew?2hlten Verbindkeng 708:
Ligand Decoys Seti. Die Hexylseitenkette des Ligand:

Liganden beispielhafte Orientierung ein.

Aus dem , Gliikee LDbgag d D eedie $taikiuB45502 wekchiealeicht

aus mehreren Aspekten von besonderem Interess@Abbiidung 12). Vorteilhaft fir eine
nachfolgende Synthese war das Fehdbmaler Zentren. Die Funktionalititen des Molekils
boten einen sehr ginstigen Ausgangspunkt fir die weitdagifikationen, daviele kleine
Bereiche des Molekiils modular ausgetauscht werden konnten, ohne dass dmes eine
grundlegende Einbruch der Synthitierbarkeit mit sich gebracht hatte.
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Cl
H H
/\/\ N N /\/\
HO N N OH
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CF3

145502

Abbildung 12 Struktur der Verbindung -LI&®502 gamsi demohk 6l iS
Verbindung wurde als Ausgangspunkt fir weitere Modifikationen gewdahlt, da sie bereits
vielversprechende Wechselwirkungen mit dem Protein einging und viele kleine Bereiche des Molekiils

modular ausgetauscht werden konnten.

Die Lage der Verbindun@45502in der Bindungstasche wies Analogien zujel@igender
N-Acetylneuaminsaureauf. Beim dockingwurden zwei verschiedene Konformationetes
Molekils in die Bindungstasche eingepasst. Beide hatten gemeinsam, dass einer der
Seitenarme stets die Glycerolseitenkette der Neuraminséure ann@laehempfandDie
Orientierung de zentralen Arylbausteinsvar nur bei einer Positionierung so, dass die
Trifluormethylgruppe die  Bindungstelle  der N-Acetylgruppe  okkupierte. Die
unterschiedlichen Positionierungen der zweiten Seitenkette wiesen keinerlei Ahnlichkeiten
auf (Abbildung 13). Diese Unterschiede &auf3erten sich in erheblich abweichenden

Bindungsenergiexon -48.7 kcal/mol und-40.2kcal/mol.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 13: CrossedeyeDarstellungen zweier verschiedeneposesder Verbindung mit der ID 145502
aus dem Ad@liikdee LDrguagnd Decoys Setf in der Bindungstasc
dargestellte Positionierung ergab eine Bindungsenergie vom8.7 kcal/mol. Fur die untere waren es

nur -40.2kcal/mol.

Zur Optimierung der Synthetisierbarkeit des Molekils wurden im né&chsten Schritt die
Halogene durch Wasserstoffe substitu{@éibbildung 14). Der resultierende Ligandl wurde

erneut durcldockingin der Bindungstasche positioniert

(o] (o]

H H
HO\/\/N\)j\ )J\/N\/\/OH
N N
H H
4

Abbildung 14: Struktur der Verbindung 4. Diese wurde von der Verbindung mit der ID 145502 aus dem
AGl| i deLiDkaugLi gand Decoys Setii abgeleitet. Es wurden

substituiert, um eine spéatee Synthese zu erleichtern.
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3 Ergebnisse und Digussion

Wie erwartet zeigte sich auch fur den Liganderdass eine der Seitenkettdan Bereich
ausfillte, der beim natirlichen Liganden von dessen Glycerolseiterixelegt wird.Die
Methylgruppe des zentralen aromatischen Bausteiadm erneut denRaum der
N-Acetylgruppe ein. Die zweite Seitenkette des Ligandemurde so positioniert, dass nur
geringfligige Ahnlichkeiten zu einem der vorher erhaltepesesder Verbindung145502
bestandenFur 4 wurde eine Bindungsenergie vest.5kcal/mol berechnet.

Abbildung 15: CrossedeyeDarstellung des Ligandend in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5. Die
Struktur des Liganden wurde durch Substitution aller Halogene der Verbindung 145502 durch
Wasserstoffe erhalten. Die Methylgruppe des zentralen aromatthen Bausteins lag im gleichen Bereich
der Bindungstasche wie die N-Acetylgruppe des natirlichen Liganden. Die Bindungsstellen der
Seitenkette der Sialinsaure wurden durch eine der Seitenketten des Liganden belegt. Als Bindungsenergie
wurde -56.5kcal/mol berechnet.

Zunachst liel sich feststellen, dass der Wegfall der Halogene eine deutliche Verbesserung der
Affinitat mit sich brachte Da sich aber auch die Positionierungen der meisten Gruppen
verschoben oder ganzlich geéandert hatten, war ein Rickschluss eiazelne
Wechselwirkungen nicht méglich. Nach den bistierchgefiihrterdockingsfiel jedoch auf,

dass nur eine der beiden Seitenketten eine recht definierte Funktion tGbernahm. Die andere
wechselwirkte zwar auch stets mit dem Protein, aber augenscheurispezifischerDie

Struktur von 5 ergab sich deshalb durchWVeglassen der zweiten Seitenkette
(Abbildung 16).
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“°\/\/HQJ\H/©
5

Abbildung 16: Struktur der Verbindung 5. Da beidocking Studien mit den Vorgéngermolekilen eine

Seitenkette stets eine &hnliche Position einnahm und die ar@ unspezifischer mit dem Protein

wechselwirkte, wurde eine der Seitenketten entfernt.

Das dockingsollte primar zeigen, wie sich Seitenkette und aromatischer Baustein ohne den
variablen Einfluss der zweiten Seitenkette in der Bindungstasche positioni€raes
Glycinelement der Seitenkette lag ideal, um mit Lys189 und Glul86 wechselzuwirken
(Abbildung 17). Die terminale Hydroxygruppe befand sich am auRRersten Teil der
Bindungstasche, wo sie Uber Wasserstoffbriickenbindungen zu GBeZ23und Gly224

fest eingebunden waie Methylgruppe des aromatischen BaustasaB exakt an der Stelle

der Methylgruppe derN-Acetylgruppe des natirlichen LiganderDie berechnete

Bindungsenergie betru§3.3kcal/mol.

Abbildung 17: Crossedeye Darstellung des Liganden5 in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Nach Entfernung der zweiten Seitenkette fugte sich der Ligand ideal in die Bindungstasche ein. Es wurde
eine Bindungsenergie von-53.3kcal/mol berechnet. Obwohl die molare Masse nur 636 der von 4

betragt, besitzt5 bereits 94% der Bindungsenergie.

Die Verbindung5 besitzt demnach 9% der Bindungsenergie vah hat aber nur 636 der
molaren Massedas entspricht einer 36igen Steigerung der Bindungsenergie bezogen auf
24
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das Molgewicht Aufgrund des geringen Beitrags der zweiten Seitenkette, sollte diese
komplett ersetzt werden. Da die urspringliche SubstitutionsstelRichtung der Kanal

artigen Vertiefung zeigte und zuvor bereits festgestellt werden konnte, dass bei den
screeningseher unpolare Fragmente in diesem Bereich gebunden haben, wurde als nachster
Schritt ein unverzweigter Alkylrest in Lange der ursprungliciBeitenkette angeflgt. Im
Hinblick auf die Synthetisierbarkeit wurde beim Entwurf der Struktwals verbriickendes
Heteroatom nicht erneut Stickstoff sondern Sauerstoff gewAbhildung 18). Dies sollte

eine Differenzierbarkeit der beiden Positionen gewahrleisten.

Abbildung 18: Struktur der Verbindung 6. Da eine polare zweite Seitenkette unspezifisch wechselwirkte,
wurde eine unpolare Gruppe in gleicher Lange angeflgt.

Entgegen den Erwartungen zeigte sich béiocking dass der aromatische Baustein sich so
positionierte,dass die Methylgruppe aus der Bindungstasche heraus gilgigdung 19).
Die berechnete Bindungsenergie betrug nd®.9kcal/mol. Der Heptylsubstituent hat

dementprechend zu einem Verlust absoluter Bindungsenergie gefthrt.
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Abbildung 19: Crossedeye Darstellung des Liganden6 in der Bindungstasche des Hamagglutiningd5.
Der Heptylsubstituent legte sich zwar erwartungsgemaf in die Kanartige Vertiefung, jedoch war die
Positionierung so unglnstig, dass der aromatische Baustein aus seiner optimalen Position verdrangt
wurde. Somit fuhrte das Hinzufiigen des Substituente defakto zu einem Verlust an Bindungsenergie. Die

berechnete Bindungsenergie betrugd9.9kcal/mol.

Da sich die Heptylkette wie erwartet auf dem Protein positioniert hatte, wurde als nachstes
versucht durch Anderung des Substitutionsmusters am Aromatermhessere Platzierung zu
erreichen. Dir wurde die Verbindun@ (Abbildung20) gedockK.

'
° o TN
7

Abbildung 20: Struktur der Verbindung 7. Die Anderung des Substitutionsmusters sollte zeigen, ob sich

eine bessere Positionierung des Aromaten erreichen liel3.

Durch Verschiebung der polaen Seitenkette impara-Stellung desO-Heptylsubstituenten
wurde der aromatische Baustein wieder so in der Bindungstasche platziert, dass die
Methylgruppe in die Bindungstasche zeighblfildung 21). Die berechnete Bindungsenergie
betrug-67.7kcal/mol.
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Abbildung 21: Crossedeye Darstellung des Liganden? in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Durch Verschiebung der polaren Seitenkette inpara-Stellung des O-Heptylsubstituenten, wurde eine
erneute gute Platzierung des aromatischen Bausteins eroéit. Die berechnete Bindungsenergie
betrug -67.7kcal/mol.

Die Einfuhrung den-Heptylkettein Verbindung mit der Anpassung des Substitutionmusters
ergabeine substantielle Verbesserung der Affinitat. Als nachstes wiliedAlkylkette durch

ein rigideres $stem ersetzt, da ein starrer Ligand einem flexiblem gegeniber in der Regel
einen entropischen Vorteil besitzt. Folglich wurde der Lig&nahtersucht, bei welchewtie

Heptylkette durch ein Cyclohexylmethylsystsobstituiert wurdéAbbildung22).

“OMH/\[(

(e}

H
N

O

Abbildung 22 Struktur der Verbindung 8. Die Substitution der Heptylkette durch ein
Cyclohexylmethylsystem wurde zur Verringerung der Flexibilitét des Liganden durchgefuihrt, da rigidere

Liganden beim Bindungsereignis weniger Entropieverluserfahren.

Die Positionierung der polareren Seitenkette und des aromatischen Bausteins war g&genuber
quasi identisch und der Cyclohexylrest fligte sich sehr gut in die zuvor der¢tegtylkette
belegte Position eifAbbildung 23). Die Modifikation filhrte zu einem leichten Verlust an

Bindungsenergie. Fi@wurde eine Bindungsenergie vesb.4kcal/molberechnet
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Abbildung 23: Crossedeye Darstellung des Liganden8 in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Durch Substitution der n-Heptylseitenkette mit Cyclohexylmethyl wurde die Flexibilitat des Liganden
signifikant herabgesetzt. Dies sollte einen entropischen Vorteil beim Bindungsereignis bringen. Die

berechnete Bindungsenergie betrug65.4kcal/mol.

Der Verlust von 2.X&cal/mol ist bei den Dimensionen der durch MBBSA berechneten
Energien und vomllem bei der Genauigkeit derartiger Rechnungen vernachlassigbar. Der
erwartete Vorteildes starreren Ci@hexylmethylrests gegentber deHeptylkettesollte im
entropischen Anteilder freien Bindungsenergidegen Die den Energieberechnungen
zugrunde liegenden Modelle sind besonders fur den entropischen Term stark vereinfacht und
dementsprechend besondéeklerbehaftet? Aus diesen Griinden wurde die Struk8urotz

der etwas geringeren Bindungsenergie als Ergebnis der Designstudie gewahlt und fir die

anschlieBende Synthese als Zielstruktur definiert.

3.1.2 Synthese des vollstandig artifiziellen Inhibitors

Die Synthese des Ligandeh erfolgte ausgehend vo8-Methyl-4-nitrophenol. Im ersten
Schritt wurde ein Ether in einer Williams@&@ynthese hergestellt. Hierzu wurde in Anlehnung
an eine literaturbekannte Vorschrift das Phenol @yclohexylmethylbromid umgesetzt
(Abbildung 24). Unter Verwendung von Kaliumcarbonat als Base und Zugabe katalytischer
Mengen Natriumiodid zur Erméglichung emén Stu FinkelsteinReaktion konnte die
Verbindung9 mit einer Ausbeute von 8% damgestellt werden.
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Abbildung 24: Williamson-Ethersynthese mit 3Methyl-4-nitrophenol zur Darstellung der Verbindung 9.

Anschlieend wurde die Nitrogruppe zum entsprechenden Arhth reduziert
(Abbildung 25). Zunachst wurde analog zu einer literaturbekannten, heterogen katalysierten
Reduktion mit Wasserstoff an Palladiumdriert® Dies ezielte jedoch eine Ausbeute von

nur 30%. Obwohl editeratubekannt ist, dass die Reduktion aromatischer Nitroverbindungen
mit Lithiumaluminiumhydrid zur Dimerisierung durch Bildung von Azoverbindungen fiihren
kann, wurde diese Variante getesfebie Reduktion verlieferfolgreichmit einer Ausbeute

von 61%.

H,, Pd/C

MeOH, 50-60 bar, 3 d
30 %

NO, NH,

LiAIH,

abs. THF, Riickfluss, 20 h
61 %

Abbildung 25: Reduktion der Nitrogruppe von 9 zum entsprechenden Aminl0. Als Reduktionsmittel
wurden Wasserstoff und Lithiumaluminiumhydrid miteinander verglichen. Die Reduktion mittels
Lithiumaluminumhydrid lieferte mit 61 % die doppelte Ausbeute gegentber der Verwendung von
Wasserstoff am Palladiumkatalysator.

Die letzten beiden Reaktionsschritte zur Darstellung des vollstadndigen Lig@retéyigten

analog zu einer literaturbekannten Synthese ohne Isolation des Zwischenpradukts
(Abbildung 26). Im ersten Reaktionsschritt wurde) mit Chloracetylchlorid umgesetzt.
Anschl i e3en d-Chiarid rmit &Amthapsopari-ol substituiert. Die Reaktions
ausbeute Uber beidgchritte lag bei nur 1%. Eine Ursache hierfur konnte nicht festgestellt
werden, da bei der angewendeten Aufarbeitung weder Nebenprodukte noch unumgesetzte

Edukte isoliert wurden.
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Abbildung 26: Darstellung des Liganden 8. Nach Ei nf ¢Ohloracatggruppes wurdd) das

Halogenid mit 3-Aminopropan-1-ol nucleophil substituiert.

Es wurde erfolgreich eine Symiseroute fir den Ligan8 etabliert. Da die Verbindung in
wassrigen Medien auflerst schwer I6slich war, wurde von der Durchfiihrung von

Bindungsstudien abgesehen und das Kondegpttiger Liganden nicht weiter verfolgt.

3.2 C-9 Aminokonjugate der N-Acetylneuraminsaure

Die Eignung von € Aminokonjugaten dem-Acetylneuraminsaure als Liganden des
Hamagglutinins H5 wurde evaluiert. Hierbei ldgr Fokusaufder Synthetisierbarkeit und der
Affinitat zu H5.

Bei denin silico-Studien zeigte sich, dass die9CAminokonjugate vergleichbar starke
Bindungen zu H5 eiriggen wie die vonM. Hollinger dargestellten 8 Aminokonjugaté?

Die Darstellung der @ Aminokonjugate ist allgemein durch die hohere Anzahl an
Zwischenstufen etwas aufwendiger. Die Synthesen verliefen jedoch mit guten Ausbeuten und
es konnte auf die Periodatspaltung, welche schwer abzutrennende Nebenprodukte
herworbrachte, verzichtet werden. Allerdings fuhrte die Alkylierung des terminalen Amins je
nach Reaktionstyp zu stark variierenden Ergebnissen. So gab es signifikante Probleme mit
Nebenprodukten oder auch ein Ausbleiben der Produktbildung. Reduktive Amgearomt
Ketonen lieferten jedoch gute Ausbeuten ohne problematische Nebenprodukte. Die per SPR

gemessenen Affinitaten waren in der gleichen GroRenordnung, wie die er C
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Aminokonjugate und somit in sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des

molecuar modeling

3.2.1 Virtuelle Bindungsstudien mit C-9 Aminokonjugaten der

N-Acetylneuraminsaure

Die G-9 Aminokonjugate deN-Acetylneuraminsaure sollten sistrukturell méglichststark

an cn von M. Hollinger entworfenen Strukturemrientieren um eine bestmdghe
Vergleichbarkeit der berechneten Bindungsenergien zu gewahri&sds. Leitstrukturen
wurden hierbei die Ligande? und 3 gewahlt, da diese nicht nur silico, sondern aucim

vitro deutliches inhibitorisches Potential zeigtekblpildung 27). Die mittels Prime MM
GBSA berechneten Bi nydebhkscean € rnpiie-Al.8kdal/men A G
Die per SPRSpektroskopie gemessenen Dissoziakionstanten der beiden Liganden lagen

im Bereich von 6QuM.

COOH COOH

OMe OMe

Abbildung 27: Strukturen der Liganden 2 und 3. Design, Synthese und SPBindungsstudien wurden von
M. Hollinger durchgefiihrt.® Die ber echnet en Bi ndungs en5d08kgal/mohundvar en
& @ =-51.2kcal/mol. Die Dissoziationskonstanten fur diese Liganden lagen im Bereich von gM.

Die direkte Adaption der Seitenkettenmodifikationen Youond 3 an das Konzeptet G9
Aminokonjugate fuhrte zu den Strukturen der Liganti2aond 13 (Abbildung28).

oH COOH OoH COOH
HOOC/\/H

OMe OMe

Abbildung 28 Strukturen der Liganden 12 und 13. Die berechneten Bindungsenergien waren
&G,=-54.1k c al / mo l;3=AB.5kcalka®l.

Die Cyclopropylgruppe des Ligandd? flllte eine Kaitat in der Bindungstasche des H5

aus, welche vom naturlichen Bindungspartner nicht genutzt wukbbildung 29). Die
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berechnete Bindungsenergie vesd.1kcal/mol war quasi identisch mit der véa Da die
Cyclopropylierung eines Amins potentiell synthetisch nur schwer zu erreichavurste im

Folgenden nach strukturellen Alternativen gesucht.

Abbildung 29: CrossedeyeDarstellung des Ligandenl12 in der Bindungstasche des Hamagglutimis H5.
Die Cyclopropylgruppe fillte die sie umgebene Kavitét ideal aus. Die berechnete Bindungsenergie betrug
-54.1kcal/mol.

Fur den Liganderi3 wurde eine Bindungsenergie ve#8.5kcal/mol berechnet. Damit lag
sie deutlich niedriger als die vdh Diese Einbuf3e an Bindungsstarke lief3 sich durch die

Anordnung des Propionatsubstituenten erklafdsb{ldung30).

Abbildung 30: Crossedeye Darstellung des Ligandenl3in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Die Lage der G9 Ammoniumfunktion bedingte, dass die Propionatgruppe weder den Raum in der
Bindungstasche optimal nutzen, noch einen geringen Abstand zur mMmoniumgruppe des Lys218
erreichen konnte. Dies filhrte zu einem deutlichen Verlust an Bindungsstarke gegeniib&rDie berechnete

Bindungsenergie betrug-48.5kcal/mol.
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Die Position derC-9 Ammoniumfunktionwar als nur wenig variabel anzusehen, daegie
essentielle Salzbrucke zu Glu186 aufbaute. Die Kiirze der Propionatgruppe bedingte deshalb,
dass der alkylische Teil die Kavitat nicht ausreichend fullen und gleichzeitig die Nahe zur
Ammoniumgruppe des Lys218 aufbauen konbker. Abstand betrug 48 und war damit fiir

die Ausbildung einer Salzbricke zu grof3. Es konnte jedoch davon ausgegangen werden, dass
die Seitenkette des Lys218 eine ausreichende Flexibilitdt besald, um diesen Abstdasl
optimale MaR von 2.73.0A zu reduziere?® Um die Spannung zwischen den
konkurrierenden Zentren zu reduzieren, wurde der Substituent um eine Methyleneinheit
verlangert. Fir den so erhaltenen Ligdddwvurde eine Bindungsenergie veitd.9kcal/mol
berechnet, welche damit besser war als die des LigaBd®er Abstand zu Lys218 lag
abermals bei 4.A. Auffilig war, dass der alkylische Teil nicht ekt von der €9
Ammoniumgruppe in Richtung des Lys218 verlief, sondern zunachst in Richtung der Kavitat

zeigte und diese auszufullen vermocitbl{ildung31).

Abbil dung 31. Crossedeye Darstellung des Ligandenl4 in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Der Butanoatsubstituent war im Gegensatz zur Propionatgruppe in der Lage die Kavitat in der
Bindungstasche auszufiillen ud gleichzeitig eine ausreichende Nahe zur Ammoniumgruppe des Lys218
zu erreichen. Die berechnete Bindungsenergie betru§4.9kcal/mol.

Aufgrund der Annahme, dasker synthetische Zugang zu den bisher entworfenen Liganden
12 und 14 schwierig war, wurden weitere Strukturen entworfen. Hierbei handelte es sich um
die Ethyt, n-Propyt und iso-Propytsubstituierten € Amine @Abbildung 32). Fir diedrei
Liganden wurden dig=483lkdahdgmeh-B7r2gaBea und G
AG;7 = -56.6kcal/mol berechnet.
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Abbildung 32 Strukturen der Liganden 15, 16 und 17. Die berechneten Bindungsenergien waren
2Gs=-53.1k c al / mg=-57.2keGa | / mo |;;=tbt.GkcalkaBl.

Alle drei Liganden waren konzeptionell dem Ligand&®d nachempfunderund sollten
dementsprechendie angestrebte affinitatssteigernde Wechselwirkung durch einen lipophilen
Substituenten, welcher die Kavitéat der Binduagshe vollstandig fullen konnterreichen
Exemplarisch fur die drei Varianten istAbbildung33 der Ligand17 in der Bindungstasche
des Hamagglutins dargestellt Dieser besalRden sterisch anspruchsvollsten Substituenten

undliel3d sich dennoch sehr gut inmeur Verflgung stehenden Raum einpassen.

Abbildung 33: CrossedeyeDarstellung des Ligandenl7 in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5.
Der iso-Propylsubstituent filllte analog zu der Cycloprgylgruppe des Liganden 12 die Kavitat der

Bindungstasche sehr gut aus. Die berechnete Bindungsenergie betrd@.6kcal/mol.

Die Konzepte der voM. Hollinger entwickelten Strukture@ und 3 konnten fur die €
Aminoderivate demN-Acetylneuraminséure adaptiert werdérHiervon ausgehend wurden
dann weitere ahnliche Strukturen entwickelt. Did abellel aufgefihrten Bindungsenergien

zeigen, dass es gelungen waei dieser Adaptierung und Diversifizierung die Affinitdten zu
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3 Ergebnisse und Diskussion

erhalten oder sogar zu verbessern. GerheéeVielzahl an unterschiedlichen Struktunear
fur die Evaluation der Synthesemdglichkeiten besonders wertvoll.

Tabelle 1: Zusammenfassung der mittels Prime MMGBSA berechneten Bindungsenergien der ©

Aminoderivate der N-Acetylneuraminsdure und ihrer strukturellen Vorlaufer.

Ligand &G [keal/mol]
2 -54.9
3 -51.2
12 -54.1
13 -48.5
14 -54.9
15 -53.1
16 -57.2
17 -56.6

3.2.2 Synthese der C9 Aminokonjugate der N-Acetylneuraminsaure

Die Syntheseroute zur Darstellung de @minokonjugate deN-Acetylneuraminséure lasst

sich in drei Etappen unterteilen. Zunachst erfolgte die Synthese des Methylesters des
Methylglycosids deN-Acetylneuraminsaure. Dann wurde in einem mehrstufigen Prozess die
C-9 OH-Gruppe durch eine NHGruppe substituiert. Abstbl3end wurde das primére Amin

einfachalkyliert und das Methylcarboxylat verseift.

Bei den ersten Schritten der Syntheseroute handelte es sich um literaturbekannte
Darstellungen, die den Beschreibungen identisch oder mit geringfliigigen Anpassungen
durchgetihrt wurden Abbildung 34). Im ersten Syntheseschritt wurde die
N-Acetylneuraminsaure nach de Sreetal. zum entsprechenden Methylesther umgesetzt.
Hierbei wurde die vierfache der beschriebenen Menge an Ldosungsmittel und stets frisch

aktivierter lon@atauscher eingesetzt. Dies ermdglichte den direkten Erhalt eines reinen
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Produkts, welchesntgegerder Literatur nicht umkristallisiert werden musste und in Folge

dessen ni bis zu quantitativen Ausbeuteerhalten werden konnteDie anschliel3ende
Acetylierung wurde nach Maret al.durchgefiihrt’ Auf eine Trennung der beiden Anomere

wurde verzichtet, da dieKonfiguration des anomeren Zentrums fur die folgende

Hal ogeni erung uner hebl iCbldridsk8anfolgte macheler Methodet e | | u
von Royet al.und lieferte ohne Aufarbeitung ein reines Produkt in sehr guten Aust&uten.

OH OH OH OH

Amberlite IR 120 H*

MeOH, 18 h, RT
quant.

COOH COOMe

" 72 h, RT
Ac,0, Pyridin 93 9%

OAc Cl OAc OAc

AcO, AcO,

AcCl, MeOH

B
48 h,-95°C -RT
95 %

COOMe

Abbildung 34: Darstellung des Glycosyldonors18. Die N-Acetylneuraminsaure wurde saurekatalysiert
zum Methylester 19 verestert und anschlieBend mit Essigsaureanhydrid acetylieff®” Der peracetylierte
Methylester 20wurde dann durchinsitud ar gest el | t es HCI -Chloridd&iberfighr.?®s pr ec he

D a s-Methylglycosid21 konntenach einer vorM. Hollinger entwickelten Methade direkt
aus d-@hhorid B8 erhalten werden, indem es mit Natriummethanolat in Methanol
behandelt wurd& zur Einfihrung der Aminofunktion an-g€ wurde die von R. Brossmer

et al etablierte Syntheseroute verwendgtbbildung 35).”° Hierbei wurde im ersten
Syntheseschritt die -@ Hydroxygruppe tosyliet. Im Folgenden wurde dann die
Tosylatgruppe der VerbindurZ? durch ein Azidion nucleophil substituieidie Azidgruppe

ist eine bei vielen Reaktionsbedingungen stabile funktionelle Gruppe. Demnach wére die
Verbindung 23 bzw. deren Derivate eine interessante Stufe fur die Inkorporierung dieser
Synthesestrategie in andere Syntheserouten. Im Raloieser Synthese wurde die
Azidgruppein einer heterogen katalysierten Hydrierungm priméren Amin24 reduziert.
Abweichend zu der von R. Brossmet al publizierten Methode wurde Palladium auf
Aktivkohle und nicht Palladiumoxid verwendet. iaahl bei der Reaktion als auch bei der

Reinigung wurde stets mit Essigsaure angesauert. Diese MalRnahme war essentiell, da
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ansonsten das freie Amin derlCMethylester angriff und zur Bildung des entsprechenden
Lactams flhrte.

OAc Cl OH COOMe
AcO,
NaOMe

T —_— OMe
z MeOH, RT, 4 h

= 93 %

AcO AcO
18 21
TsCl Pyridin, 0 °C->RT, 20 h

69 %

OH COOMe OH COOMe

TsO
NaNj3

Aceton, H,0, Riickfluss, 40 h
77 %

OMe

OMe

H,, Pd/iC, AcOH | H20,RT,26h
95 %

OH COOMe
HoN

OMe

Abbildung 35: Darstellung des G9 Amins der N-Acetylneuraminsaure 24. Das Methylglycosid21 wurde
nach der von M. Hollinger etablierten Methode dargestellf? Die Einfilhrung des Amins erfolgte nach
einer von R. Brossmeret al. etablierten Route durch Tosylierung und anschlieRender Substitution der @
OH-Gruppe durch ein Azidion und abschli®®ender Reduktion zum Amin®®

Ausgehend vordem G9 Amin-Derivat 24 wurden dann verschiedene Alkylierungen am
Stickstoff durchgefuihrt. Die Einfihrung einéso-Propylgruppe gelang durch reduktive
Aminierung mit Aceton Abbildung 36).

OH COOMe OH COOMe

ZT

HoN
Aceton, NaCNBHj;
_—

MeOH, RT, 96 h
80 %

OMe OMe

Abbildung 36: Reduktive Aminierung von Aceton mit dem G9 Amin-Derivat 24 zur Darstellung des

sekundaren Amins25.
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Die Alkylierung des Stickstoffs mitden Resten Ethyl und Propyl wurde durch reduktive
Aminierung mit den entsprechenden Aldehyden erreidkibbildung 37). Bei beiden
Synthesen konntelie Bildung der jeweils doppelt alkylierten Nebenprodukigeobachtet
werden Durch nacheinander durchgefuhrte normalphasige S&aulenchromatographie und
umgekehrt phasige HPLC liel3 sich das Produkt isolieren, jedoch lie3en sich keine guten
Ausbeuten erreiclme Hierflr waren die Verluste durch die Bildung des Nebenprodukts und

auch die Reinigungsverluste aufgrund nicht ausreichend guter Trennung zu substantiell.

OH COOMe OH COOMe

N

Ethanal, NaCNBH;

MeOH /H,0,6 °C - RT, 16 h
14 %

OMe OMe

OH COOMe OH COOMe

TN

Propanal, NaCNBH;

MeOH / H,0, RT, 16 h
33 %

OMe OMe

Abbildung 37: Reduktive Aminierung von Ethanal und Propanal mit dem G9 Amin-Derivat 24. Bei der
Darstellung der gewlinschten sekundaren Amin€6 und 27 liel3 sich die Bildung der doppelt alkylierten

tertiaren Amine nicht verhindern. Dies hatte substantielle Ausbeuteverluste zur Folge.

Bei der reduktiven Aminierung mit Ethanal wurde untersucht, ob die Konzentration der
Essigsaure einen Einfluss auf die $iehung des Nebenprodukts hBiazu wurden drei
Anséatze wie unte6.5.8beschriebemarallel durchgefihrt und nur die Menge an zugegebener
Essigsaure variiert (250L, 500uL und 100QuL). Durch ESIMS Messungen direkt aus den
Reaktionslésungen wurde das Verhéltnis von HamptNebenprodukt verglichen. Hierbei
konnten keine relevanten Unterschiede festgestellt werden. Auch die Verwendung einer
Methanol/Wasser 1:1 Mchung als Losungsmittel schien keinen Einfluss zu haben.
Allgemein wird bei reduktiven Aminierungen ein groRer Uberschuss des Amins eingesetzt.
Dies konnte auch bei dieser Reaktion der Bildung des Nebenprodukts entgegenwirken. Da
jedoch die Eignung diesé&Jmsetzung zur Inkorporierung in andere Synthesestrategien, bei
welchen der Neuraminsaurebaustein in der Regel nur in begrenztem MalRe zur Verfligung

steht, evaluiert werden sollte, wurde von dieser Moglichkeit abgesehen.

Der Cyclopropylsubstituent am Stistoff wurde nicht durch eine reduktive Aminierung

eingefiihrt da das dafiir benétigte Cyclopropanon &sifiestabil ist'®° Alternativ wurde
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versucht die Cyclopropylgruppe durch eine nucleophile Substitution zu integrieren. Da
spf-hybridisierteKohlenstoffe in Cyclopropylsystemen allgemein instabil sind und sich somit
nur schwerbilden, wurde als Redilonsmechanismus einey&Reaktion angestrebt und
demnach N,N-Dimethylformamid (DMF als Ldsungsmittel gewaéhlt. Bei dem
Syntheseversuch unter basischen Bedingungen konnte Biideng des Produkt28
beobachtet werde(Abbildung 38). Eine massenspektrometrische Untersuchung zeigte ein
Nebenprodukt, dessen Masse derormylierten Edukt entsprach. Die Formylierudgrch

DMF ist literaturbekannt™

OH COOMe OH COOMe

Cyclopropylbromid

Nal, DIPEA
A

77

DMF, Ruckfluss, 15 h

HyN

OMe OMe

Abbildung 38: Versuch der nucleophilen Substitution des € Amin-Derivats an Cyclopropylbromid. Eine
Prouktbildung blieb aus. Als einzige Umsetzung konnte die teilweisBormylierung des primaren Amins
durch DMF beobachtet werden

Aufgrund der zu geringen Reaktivitait des Cyclopropylbromids bei nucleophilen

Substitutionseaktionen wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Die drei erfolgreich alkylierten © Amin-Derivae wurden abschlieend in Natronlauge
verseift @bbildung39).

OH COOMe OH COOH

H
NaOH, pH 12-13 R/N
OMe >
H,0, RT, 60-90 min

OMe

R':61%
R2:77 %
3.
R': 26 R3:67 %
R2:27
R3:25

Abbildung 39: Alkalische Verseifung der Metylcarboxylate der Ligandvorstufen 26, 27 und 25.

Es konnte eine Synthesestrategie zur Darstellung ve8 Emin-Derivaen der
N-Acetylneuraminsaure etabliert werden. Die Alkylierung des priméaren Arhgst
allerdings nur in bestimmten Fallen eine aussichtsreiche Strategie. So ist die reduktive

Aminierung von Ketonen mit guten Ausbeuten durchfiihrbar. Bei Aldehyden kommt es
39



3 Ergebnisse und Diskussion

zumindest beim aquimolaren Einsatz der Reaktionspartner zur mehrfach AlkyliebhwaghlO

die Alkylierung durch nucleophile Substitution bei der in dieser Arbeit versuchten Umsetzung
nicht erfolgreich war, sollte sie in bestimmten Féllen mdglich sein. Hierbei muss der
elektrophile Reaktand reaktiv genug sein, ohne zur Mehrfachalkyliezungeigen. Bei der
vorgestellten Synthesestrategie handelt es sich zweifelsohne um eine sehr interessante, jedoch
wurde aufgrund der aufgezeigten Einschrankungen von einer Inkorporierung in andere

Syntheserouten abgesehen.

3.2.3 Entwicklung der Methoden fir die SPR-Messungen

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (eswgface plasmon resonanc8PR

ist eine Methode zur Beobachtung von PretagandWechselwirkungen. Hierbei wird einer

der Bindungspartner awdinem Sensorchip immobilisiert und der andere in geléster Form
Uber diese Oberflache geleitet. Es handelt sich demnach um ein Verfahren, bei welchem

Bindungsereignisse im stromenden System beobachtet werden kdnnen.

Die Generierung des Messsignals bemuitdem Effekt der Oberflachenplasmonenresonanz.
Wird TM-polarisiertes Licht durch ein Prisma auf eine diinne metallische Schicht eingestrahlt
und dort totalreflektiert, regt dies OberflachenplasmonenDags hat zur Folgedass die

freien Elektronen in deMetalloberflache in Schwingung entlang der selbigen versetzt
werden. Im Resonanzfall wird das einfallende Licht absorbiert. Die Resonanzbedingung ist
abhangig vom Einstrahlwinkel. Von den schwingenden Ladungstragern geht ein evaneszentes
Feld senkrechtuwr Oberflache aus, welches empfindlich auf den Brechungsindex des von ihm
durchdrungenen Mediums reagiert. Andert sich der Brechungsindex innerhalb dieses Bereichs
fuhrt das zu einer Ruckkopplung, welche den nétigen Winkel zur Erfillung der
Resonanzbedingug andert. Apparativ wird die Intensitdt des totalreflektierten Lichts in
Abhéngigkeit des Einstrahlwinkels gemessen. Das Messsignal ist hierbei die Lage bzw. die
Anderung der Lage des Intensitatsminimums. Auf der Guitifewandten Seite der
Metalloberflade wird einer der Bindungspartner immobilisiert und der andere in geloster
Form an ihm vorbeigefuhrt. Jegliche Form von Bindung fiihrt dann zu einer Akkumulation
des mobilen Bindungspartners, was wiederum eine Anderung des Brechungsindex zur Folge
hat.
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Die Immobilisierung des Hamagglutinins H5 erfolgte in Anlehnung an dieMoHollinger
etablierte Method& Eine exakte Anwendung dieser Methode war nicht méglich, da das fiir
diese Arbeitverwendete Protein in einem THhsltigen Puffer geldst war und deshalb vorher
dialysiert werden musste. Das vav. Hollinger verwendete Protein lag in einem
Phosphatpuffer vor und konnte direkt im Immobilisierungspuffer aufgenommen vférden.
Das Protein war in dem Immobilisierungspuffer nicht lange stabil. Durch Zugabe voi20
N-Acetylneuraminsauremethylglycosid konnte die Stabilitéat etwas verbessert werden. Dieser
Zusatz verschlechtte jedoch die Affinitat des Proteins zur Dextranmatrix des Sensorchips
erheblich, so dass mit sehr langen Kontaktzeiten bei der Immobilisierung gearbeitet werden
musste. Die Herstellung eines Sensorchips mit einer ausreichenden Belegung an aktivem
Hamagdutinin H5 gestaltete sich durch diese Umsténde als schwierig und offentsichtlich sehr
empfindlich gegeniber kleinsten Variationen in der Durchfiihrung. Die sichere Reproduktion
einer Immobilisierung war nicht mdglich. Es gelang einmalig eine initiale Iniisiebung

von ca. 7600esponse uni{RU) zu erreichen. Der Wert fiel kontinuierlich ab, wodurch die
Verwendbarkeitsdauer einer Messzelle stark begrenzt war. Da aus ersten Messungen
abgeschatzt werden konnte, dass sowohl die Assoziation als auch digdlimsdangsam
ablaufen, mussten lange Intervalle fir diese Prozesse gewahlt werden. Eine Verkirzung der
Dissoziationszeit durch Implementierung einer Regenerationsphase war nicht mdglich, da die
getesteten Regenerationslosungen entweder keinen Effetieén hatler die Messzelle
unbrauchbar machten. Getestet wurdenmB0 HBS-Puffer, 1M NaCl-Lésung, 10mM

Glycin pH3, 10mM Glycin pH 9.5 eine Losung aus jeweils m®1 Oxalsaure,
Phosphorsaure, Ameisensaure und Oxalsaure, eine Losung aus jeweNs Bthanolanin,
Natriumphosphat, Piperazin und Glycin und eine Lésung mitnd90Kaliumthiocyanat,
600mM Magnesiumchlorid, 3&hM Harnstoff und 60@nM Glycinhydrochlorid. Van diesen
Loésungen hatten die pHeutralen Lésungen nur geringe oder gar keine Effekte. Die
basschen und vor allem die sauren Losungen schienen das Protein irreversibel zu
denaturieren. Die Kombination dieser Gegebenheiten erlaubte nur eine geringe Anzahl an
Messzyklen mit einer erfolgreich hergestellten Messzelle. Um moéglichst viele Liganden mit
einer Messzelle vermessen zu konnen, wurde auf wiederholte Messungen eines

Vergleichsliganden verzichtet.
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3.2.4 SPR Bindungsstudien der G9 Aminokonjugate der N-Acetylneuramin-
saure

Die  SPRBindungsstudien des EthylamincLiganden 15 wurden in einem
Konzentrationsbereich von 2300uM durchgefiihrt. Der theoretische berechnetg,Rlag

bei 41RU. Dieser Wert wurde zumindest bei einer Messung Uuberschritten. Alle
Assoziationskurven zeigten eine Uberlagerung durch unspezifische Weickisetien. Die
thermodynamische Analyse ergab einen Wert fgrvén 86.4uM. Der Datenpunkt einer

Messung der geringsten Konzentration wurde bei der Auswertung ignéiitqung 40).

60

——25pM
—50 uM 50
—— 100 uM
507 —— 200 pM
NS
20 N
z z
—_— L —_— 30 -
0:(,3 30 N §
§ - § 20
L2041 g
K,  86.4%53uM
10 104 RU = 57+13RU
4 2
L . c 53
0+ 0 -
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 100 200 300 400
Zeit [s] Konzentration [uM]

Abbildung 40: SPR-Bindungsstudie des Ligandenl5. Der theoretisch berechnete R, lag bei 41RU.

Auf der linken Seite sind die normierten und Basislinien-korrigierten Sensorgramme abgebildet. Die
angepassten Funktionen zur Bestimmung vonk und ke sind den Sensorgrammen Uberlagert. Auf der
rechten Seite ist die Anpassung an daene site bindingModell dargestellt. Der in rot dargestellte
Messpunkt wurde bei der Kurvenanpassung nicht berticksichtigt.

Der nach denone site bindingModell erhaltene Wert fur K von 86.4uM liegt in einer
realistisch erschei nende AWeareigBjedach eirk rgeringg . Der
Korrelation der Anpassungsfunktion mit den Messdaten. Die weitere Analyse der Daten
erfolgte kinetisch Tabelle 2). Die Anpassung der Assofianskurve erfolgte fir die
Messwerteder ersten 166 ab Ligandinjektionda im weiteren Kurvenverlauf der Einfluss
unspezifischer Wechselwirkungen die Anpassbarkeit verschlechterte. Generell war es nur

maoglich die Sensorgramme der Proben mit den dreihdgtén Konzentrationen einer

42



3 Ergebnisse und Diskussion

kinetischen Analyse zu unterziehen. Die Dissoziationskurven der restlichen Sensorgramme
wiesen einen Anstieg des Signals auf, weshalb kein realistischer Wegt &rhklten werden

konnte.

Tabelle 2: Kinetische Auswertung der SPRSensorgramme vonl5. Die Werte fir ko und ko, wurden
durch Kurvenanpassung in Origin 9.1 erhalten. Von der Assoziationskurve wurden aufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen nur die ersten 169 ab Ligandinjektion berlcksichtigt. Der Wert fur
Kp wurde durch Division von Ky durch ko, erhalten. Werte in Klammern wurden als nicht real betrachtet

und sind nur der Vollstandigkeit halber aufgefuhrt.

Konzentration [uM] Kot [1/5] Kon [1/MS] Kp [M]
25 (-4.62*10° + 3.9*10%) | (184 % 1.7%10%) n.a.
50 2.96¥10 + 1.0°102 (-489 + 31) n.a.
100 2.86*10° + 2.3*10™ 282+ 17 1.01*10™
200 411*10° + 1.8*10™ 226+ 12 1.82*10
400 5.74*10° + 1.2*10™ 14.7 + 089 3.91*10™
25 2.03*10% + 6.0:10 (280+ 71) n.a.

Die kinetische Analyse der drei auswertbaren Sensorgramme ergaben sowghhféirakich

fur kon @hnliche WerteDa bei der Probe mit der geringsten Konzentration auch die geringsten
unspezifischen Wechselwirkungen zu erwastemen wurde derenWert fir Kp von 101 uM

als Messergebnis gewertet. Damit waren die Werte tHermodynamisatn und der

kinetischen Auswertung sehr ahnlich

Der n-PropylamineLigand 16 wurde ebenfalls in einem Konzentrationsbereich von
25-400uM vermessenDer theoretische berechnete RWlag bei 42RU und wurde erneut

im Sensorgramm der hdchstkonzentrierten Probe Uberschriiébildung 41). Die
thermodynamische Analyse durch Anpassung anodassite bindingModell ergab einen
Kp-Wert von 195uM. Hierbei wurde ein Messwert der niedrigstkonzentrierten Probe
vernachlassigt, da er negativ war und die Anpassbarkeit der Datenpunkte erheblich

verschechterte.
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Abbildung 41. SPR-Bindungsstudie des Ligandenl6. Der theoretisch berechnete R, lag bei 42RU.

Auf der linken Seite sind die normierten und Basislinierkorrigierten Sensorgramme abgebildet. Die
angepassten Funktionen zur Bestimmung vonk und Ky sind den Sensorgrammen Uberlagert. Auf der
rechten Seite ist die Anpassung an daene site binding Modell dargestellt. Der in rot dargestellte
Messpunkt wurde bei der Kurvenanpassung nicht berticksichtigt.

Die Anpassung der Assoziatiensnd Dissoziationskurven war nur fir einen Teil der Daten
maoglich. Die Dissoziationskurven der drei Mesgem der beiden am niedrigsten
konzentrierten Proben zeigten kein Absinken oder sogar einen Anstieg der Kurve und waren
somit nicht auswertbar. Bei den Assoziationskurven der vier Sensorgramme der am
niedrigsten konzentrierten Proben trat anfanglich un@rsahiedlich stark ausgepragt ein
irregulérer Verlauf der Kurven auf. Fur die Auswertung wurden die Digeersten 266 ab
Ligandinjektion verwendeDa bei drei der vier betroffenen Assoziationskurven der irreguléare
Verlauf einen zu grofen Anteil anedem Bereich aufwies, konnten sie nicht sinnvoll
ausgewertet werden. Fur die Vierte musste zumindest von einer eingeschrankten Belastbarkeit
des Ergebnisses ausgegangen werden, was sich auch in einem, den anderen Bestimmungen

gegeniber, deutlichen erhohtéehler wiederspiegelte.
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Tabelle 3: Kinetische Auswertung der SPRSensorgramme vonl6. Die Werte fir ko und ko, wurden
durch Kurvenanpassung in Origin 9.1 erhalten. Von der Assoziationskurve wurdenaufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen nur die ersten 268ab Ligandinjektion berticksichtigt. Der Wert fir
K p wurde durch Division von ky durch k., erhalten. Werte in Klammern wurden als nicht real betrachtet

und sind nur der Vollstandigkeit halber aufgefthrt.

Konzentration [uM] Koi [1/5] Kon [1/MS] Kp [M]
25 (1.6810°° + 1.3¥10% (-6.70¢10° + 85) n.a.
50 (5.75107% + 4.0:10%) | (-1.15*10° + 1.6*107%) n.a.
100 2.9910" + 3.9:10 7.3 +15 (4.09¥107)
200 2.6710°+2.9:10™ 6.60 + 0.37 4.0410*
400 5.41*10° + 2.1*10™ 6.32+ 0.42 8.5510™
25 (6.21¥10° + 5.9¢10°9) (-2.4810° + 3.9) n.a.

Die kinetische Analyse der drei auswertbaren Sensorgramme ergab drei unterschiedliche
Werte fur Ky (Tabelle5). Die Werte fur k, waren weitestgehend identisch. Die Auswertung

des Sensorgramms der 100 Probe ergab besonders stark fehlerbehaftete Ergebnisse. Der
Fehler der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziatignikerstieg 100o0. Deshalb wurde

das Ergebnis dieser Probe alschh belastbar eingestuft und verworfen. Von den
verbleibenden beiden Messreihen konnte keine eindeutig disqualifiziert werden. Generell
erschien die Messung der 200M als verlasslicher, da bei der geringer konzentrierten Probe

die Effekte unspezifischeWechselwirkungen weniger ausgepragt sein sollten. Zusatzlich
entspachder erhaltene Wert fur ieher dem der thermodynamischen Analyse. Es liel3 sich
demnach kein eindeutiges Ergebnis bestimmen. Aus den zuvor genannten Griinden wurde der

Wert von 404uM fur 16 als ungefahre Dissoziationskonstante angenommen.

Fir die SPRBindungsstudien desiso-PropytLiganden 17 wurde erneut ein
Konzentrationsbereich von 2300uM gewahlt. Der theoretische bereclen®U,ax lag bei
42 RU. Obwohl das Sensorgramm der hdchstkonzentrierten Probe dewlicteichen
unspezifischer Wechselwirkungen aufwies, wurde eine maximale Resonanzantwort von ca.

einem Drittel RUax erhalten Abbildung 42). Dies lonnte ein Hinweis auf eine
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vorangeschrittene Degradation des Proteins auf der Chipoberflache sein. Nach Anpassung an
dasone site bindingViodell wurde ein lg-Wert von 221uM erhalten. Alledings ist dieser

Wert mit einem Fehler von 106 berechnet worden. Die Werte der beiden Messreihen der
niedrigstkonzentrierten Probe waren negativ und mussten zur Erreichung einer akzeptablen
Anpassbarkeit vernachlassigt werden. Der Messwert depkiOBrabe wurde aufgrund der
starken Beeinflussung durch unspezifische Wechselwirkungen nicht bertcksichtigt.

15 — 5uM 12
—— 50 puM 1 [
—— 100 pM 10 4
—— 200 pM

—— 400 pM

10

=) =)
29 X
2 " 9 °7
5 - e 4
: e 2
44
GLDJ o w g n
Yo 5. K,  221+221pM
0 oA . RU 10+ 6 RU
5 W 4 max
04 c? 0.37
[
-5 -7t r r - r - r 1t r 1 2 T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 100 200 300 400
Zeit [s] Konzentration [uM]

Abbildung 42 SPR-Bindungsstudie des Ligandenl7. Der theoretisch berechnete R, lag bei 42RU.
Auf der linken Seite sind die normierten und Basislinierkorrigierten Sensorgramme abgebildet. Die
angepassten Funktionen zur Bestimmung vonk und Ky sind den Sensorgrammerilberlagert. Auf der
rechten Seite ist die Anpassung an daene site bindingModell dargestellt. Die in rot dargestellten

Messpunkte wurden bei der Kurvenanpassung nicht bertcksichtigt.

Fur die kinetische Analyse konnten wieder nur wenige der Sensorgraemmendet werden.

Von den Assoziationskurven wurden nur die Datem ersten 168 ab Ligandinjektion
ausgewertet. Hierbei waren die Signale der beiden Messungen dbt Pfobe kaum vom
Rauschen zu differenzieren. Die Dissoziationskurven deM2%nd 50uM Proben zeigten

keinen abfallenden Verlauf. Die Dissoziationskurve der2@0Probe hingegen zeigte einen
unrealistisch stark erscheinenden Abfall des Resonanzsignals. Die beiden verbliebenen
Sensorgramme ergaben ahnliche Werte fii(Kabelle4). Es wurde erneut das Ergebnis der
geringer konzentrierten Probe als Ergebnis gewertet, da ein geringerer Einfluss unspezifischer

Wechselwirkungen zu erwarten waxer Wertfur Kp ergab sich damit z80.6 uM.
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Tabelle 4: Kinetische Auswertung der SPRSensorgramme vonl7. Die Werte fir ko und ko, wurden
durch Kurvenanpassung in Origin 9.1 erhalten. Von der Assoziationskurve wurden aufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen nur die ersten 169ab Ligandinjektion berticksichtigt. Der Wert fir
K p wurde durch Division von ky durch ko, erhalten. Werte in Klammern wurden als nicht real betrachtet

und sind nur der Vollstandigkeit halber aufgefuhrt.

Konzentration [uM] Koi [1/5] Kon [1/MS] Kp [M]
25 (1.92+ 6.4) (-6.59:10° + 85) n.a.
50 (0.276x 0.33) (-1.14*10° + 33) n.a.
100 9.5310° + 2.2¢10°° 118+ 8.6 8.06*10°
200 9.96:10* + 2.610™ 129+ 4.8 (7.7410°)
400 2.60:10° + 2.1*10™ 54.3+1.8 4.7810°
25 (0.134+ 9.2°10%) | (-4.22*10% + 2.4*10%) n.a.

Die  SPRspektroskopischen  Bindungsstudien  der -9 C Aminokonjugate der
N-Acetylneuraminséurerwiesen sich als schwierig. Die Assoziationkurven schienen stets
durch unspezifische Wechselwirkungen beeinflusst worden zu sein. Des Weiteren liel3 die
Qualitat des Sensorchips fortwadhrend durch die stetige Degradation des immobilisierten
Proteins nach. rbtz dieser Problematiken und der Tatsache, dass von jeder Messreihe nur ein
Teil der Messzyklen ausgewertet werden konnte, war es moglich, die Dissoziationskonstanten
der Liganden bestimmen zu kénnen. Die Dissoziationskonstantéagién hierbei ungefahr

in dem Bereich von 4QM bis 20 uM. Damit sind diese Liganden denen vdn Hollinger

zwar &ahnlich, aber tendenziell eher geringer affin zum Hamagglutini¥f BSsammen mit

den Erkenntnissen zur Synthetisierbarkeit dieser Liganden bestarken diese Ergebnisse das
Urteil, das eine Inkorporierung dieser Modifikationen in die Liganden mit funktionalisiertem

Aglycon nicht von Vorteil ist.

3.3 Liganden mit funktionalisiert em Aglycon

Aufbauend atiden Ergebnissen aus der Diplomaraitrde die Synthese der urspriinglichen

Zielstruktur optimiert und erfolgreich etabliéft.Hierbei fiihrten weniger ausbleibende
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Reaktionen als vielmehr auftretende Nebenreaktionen und damit verbundene Probleme bei
der lIsolierung zu Schwierigkeiten in der Darstellung der angestrebten LigaNdeh.
erfolgreicher Synthesewden erste Bindungsstudien mittels Gldeherplasnonemesonanz
spekroskopie und STENMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine deutliche
Steigerung der Affinitat dieser Liganden gegenuber ihren Vorlauferstrukturen. Die SPR
spektroskpischen Bindungsstudien zeigten zundchst nur eine leichte Steigerung der
Bindungsstarke. Aufgrund offensichtlicher zusétzlicher unspezifischer Wechselwirkungen
wurden die Bindungen mittels kompetitiver SNMR-Titration als weiteres Verfahren
charakterisig. Hierbei zeigta die Inhibitionskonstanten Kzweier Liganden dass eine
deutlich starkereBindung mdglich ist Die Bindungsstudien bescHben die mitunter
starksten Wechselwirkungen zwischen Hamagglutinin H5 und monovalenten Lig&dien.

in silico durchgefuhrtenmolecular dynamicsSimulationen zeigte sich, dass alternative
Bindungsmodi existieren kdnnen, welche ebenfalls einen Beitrag zu der hohen Affinitat

leisten.

3.3.1 Syntheseder Liganden mit funktionalisiertem Aglycon

Au s g e hen dhlovidol® wupde kei der nachfolgenden Glycosidsynthese zunachst
Silbersalicylat als Promotor verwendg@iehe6.5.11 Durchfiihrung ). Das Silbersalicylat
und der @ycoslylakzeptor N-Fmoc3-Aminopropanl-ol wurden zuvor nach
literaturbekannten Synthesevorschriften dargestéfit®> Bei der GlycosylierundieR sich
keinreinesProdukt29isolieren Abbildung43).

OAc COOMe

OAc Cl
AcO, 4.4 eq. N-Fmoc-3-Aminopropan-1-ol  AcO
1.6 eq. Silbersalicylat
< (¢] COOMe T (0]
AcHN-Z DCM, 24 h, 0 °C-RT AcHN—Z O NHFmoc
= Ausbeute n.b. = 3
AcO JAc AcO
18

OAc
29

Abbildung 43: Glycosylierung von N-Fmoc-geschiitztem3-Aminopropan-1-ol mit dem Donator 18 unter
Verwendung des Promotors Silbersalicylat. Die Entstehung des Produktes konnte nachgewiesen werden,

jedoch war eine Reinigung nicht moglich.

Zunachst fuhrten die hohen eingesetzten Mengen des Glycosylakzeptors zu Problemen bei der
Reinigung. Da der Rezeptor im Gegensatz zum Produkhit einem 1:1 Gemisch aus
Petrolether und Ethylacetat eluieverden konnteliel3 er sich durch eine Saulenfiltration

komplett entfernenDie weitere Reinigung des Produktes erwies sich jedoch nach wie vor als
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problematischUnter den gewdahlten Reaktionsbedingungen entstanden stets beide Anomere
des Glycosids. Diese lieRen sich sdulenchromatographisch zumindest teilweise trennen.
Dennoch zeigte sich NMRpektrokopisch stets, dass auch bei dinnschichtchromatographisch
rein escheinenden Proben mehrere Derivate der Neuraminsdure enthalten Averetem
NMR-Spektrum liel3 sich allerdings nur auf die Anwesenheit des entsprechenden Glycals der
peracetylierten Neuraminsaure schlieRen, da dieses ein charakteristisches Dublett bei
6.02 ppm besitzt. Das Vorhandensein zusatzlicher Dubletts vom Dublett im Bereich des
Signals der equatorialen-81 Protonen von Sialinsduren lie auf Verunreinigungen durch
zusatzliche Nebenprodukte schlie3&im die Zusammensetzung genauer analysieren

wurde eine Probeach derAbtrennung des Glycosylakzeptors per HPESFMS untersucht
(Abbildung44).

11.29
44%
30004

1.60

2500; 8.214 gg 0%

2000y

Absorption [AU]
@
o
=)

10001

500

40 45 50 55 6.0 65 70 75 80 85 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0
Retentionszeit [min]

Abbildung 44: Chromatogramm von 29 nach 7.5.14 Durchfihrung 1. Dargestellt ist der
Absor pti onsver hmvorf 3.5bielb.5mim. Die P8aks5sind mit der Retentionszeit und dem
prozentualen Flachenanteil an der Gesamtflache beschriftet. Als Laufmittel A wurde reinst
Wasser/Acetonitril 95:5 und als Laufmittel B Acetonitril/reinst Wasser 95:5 verwendet. Gradient: Gnin,
20% B; 2 min, 40% B; 15 min, 100% B; 16 min, 100% B; 21 min, 20 % B.

Das Chromatogram zeigte, dass das Rohprodukt aus mindestens sieben verschiedenen
Stoffen bestand. Das eigentlich gewtnschte Produkt besald am Gesamtintegral nur einen
Anteil von 44%. Anhand der Massenspektrea den einzelnen Peaks konnte abgeschéatzt
werden, um welche tBikturen es siclwahrscheinlich handeltdie unter den zwei ersten
Peaks detektierten Masse zu Ladungsverhéltnisse entsprachen denen 22abgwleiteten

Glycals bei R=5.97min undeinem solcherGlycal ohne eine der Atgschutzgruppen bei
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R:=4.65min. Das Glycal konnte nach Isolation auch N{8Bektroskopisch nachgessen
werden. Die Peaks bei 8.2thin, 8.68min und 9.23min konnten massenspektrometrisch
Glycosiden der Salicylsaur@bbildung 45, Verbindungen30 und 31) zugeordnet werden.

Die beiden Glycoside, die zwischen Minute 8 und 9 eluierten konnten zusétzlich auch noch
NMR-spektroskopisch charaktsiert werdenDie Spektren bestatigten die Auswertung der
massenspektrometrischen Daten. In beiden Spektren zeigte sich ein Singulett mit einem
Integral von jeweilseins bei einer Verschiebung vea. 10.1 ppm Diese Signale stammen

von dem phenolischen &on der Salicylsaure. Demnach ist die glycosidische Bindung tber
die Carboxylfunktiorder Salicylsaure entstandddas AuftretermehrereisobarerStrukturen

ist vermutlich zum eien durch das Entstehen der beiden Anonuee beschriebenen
Glycosidszu eklaren. Zum anderen ist es auch denkbar, dass das Salicylsdureglycosid mit
der glycosidischen Bindung uUber den phenolischen Sauerstoff entstandefinst
praktikable, eindeutige Bestimmung der Konfiguration des anomeren Zentrums per NMR
ware erst nach Efernung derO-Acetylschutzgruppen mdglich. Allerdings wurde davon
ausgegangen, dasie Glycosidebei den hierfir bendtigten Reaktionsbedingungen nicht

stabilwéren

OAc COOMe OAc COOMe

AcO,
HO

HO 31

30

Abbildung 45 Strukturen der Salicylsaureglycoside der peracetylierterN-Acetylneuraminsaure, welche

als Nebenprodukte bei der Glycoglierung mit Silbersalicylat als Promotor entstanden sind

Bei den beiden Stoffen, die bej R11.29min und R=11.60min eluiertenhandelte es sich

um das angestrebte Produkt und sein anomeres Epimer. Nach Isolation und Entfernung der
O-Acetylschutzgruppen konntér denzuerst eluierenden Stoff bestimmt werden, dass es sich
um d aAsomen handelte.Somit konnte gezeigt werdergass bei den gewahlten
Reaktionsbedingungen das gewtinschte Produkt erfolgreich dargestellt werden konnte, jedoch
verhinderte die Vielzahl an Nebenprodukten eine erfolgreidiaigung Um das Auftreten

der Nebenprodukte zu verhindemusste zunéchst ein anderer Promotor gewahlt werden.

Der Glycosylakzeptor verfugt offensichtlich Uber eine zu geringe Nucleophilie, um entweder
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schneller mit dem Donor zu reagieren als das Salicylat dderSalicylsaureglycosid zu
substituierenAls Alternative wurde dann SilbercarbonegrwendetIn einem ersten Versuch
zeigte sich hierbei, dass bei Temperaturen vb2°C die Reaktion nur sehr langsam
voranschritt und nach 48tunden Reaktionszeit das Edukt zu grof3en Teilen reisoliert werden
konnte. Dies zeige erneut die geringe Reaktivitat des eingesetzten Glycosylakzep@irs.
Raumtemperatur und ansonsten identischer Reaktionsfursigmg§.5.11 Durchfihrung 2,

Seite 112 konnte das gewinschte Produkn 72%iger Ausbeute erhalten werden
(Abbildung46).

AcO
2 eq. N-Fmoc-3-Aminopropan-1-ol
COOMe 1.5 eq. Silbercarbonat

OAc Cl OAc COOMe
TCM, 48 h, RT =

72 % o)

OAc ° AcO OAc

AcO,
OHNHFmoc
3
18 29

Abbildung 46: Glycosylierung von N-Fmoc-geschiitztem 3Aminopropan-1-ol mit dem Donor 18 unter

AcHN-Z
AcO

Verwendung des Promotors Silbercarbonat. Bselektivev e r we n d

Darstellung in guter Ausbeute.

Die Syntheseales vollstandigen Aglycons erfolgte nach einer konvergenten Strategie. Der
endstandige Baustein konnte &iés in einer vorangegangenen Arbeit erfolgreich synthetisiert
werden. Der erste Syntheseschritt war die Darstellun@4ieiNaphthyloxy}proparsaure32
entsprechend einer Williamsdtthersynthese. Diese erfolgte anolog zu einer
literaturbekanten allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Darstellung von (Aryleassigsauren
(Abbildung47).2%* Hierbei lag die reproduzierbare Ausbeute jedoch Bulb%.

///\\\///COOH
OH o)

3-Brompropansaure

KOH

N,, EtOH, 24 h, Ruckfluss->RT
10 %

32

Abbildung 47: Darstellung von 3(Naphthyloxy)-propansdure 32in einer Williamson-Ethersynthese.

Da niemals Nebenprodukte isoliert werden konnten, die einen eindeutigerssSahfudie
auftretende Nebenreaktiauliel3en, wurde davon ausgegangen, dass eine Eliminierung des
Bromides der @Brompropansaure die wahrscheinlichste Nebenreaktiare Um dies zu
umgehenwurde versucht nach einer Vorschifbn Subramaniaet al. die Verbindung32

tiber das entsprechende Nit®3 darzustellen(Abbildung 48).%> Die Synthese des Nitrils
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sollte theoretisch eine Ausbeute von 4% liefern Es konnte jedoch kein Produk
nachgewesen werden

/\/CN
OH O

Acrylnitril
Triton B

77
Ny, 3h50°C,15h0°C
33

Abbildung 48: Versuch der Darstellung von 3(Naphthyloxy)-propannitril 33 in einer Michael-Addition.

Die Ergebnisse der literaturbekannten Synthese konntenicht reproduziert werden.*®

Daraufhin wurdeeine &hnliche, alternative Synthesestrategie gewaéhlt. Anstelle der Base
Triton B wurde Diisopropylethylamin (DIPEA) verwendet und fir eine langere Zeit starker
erwarmt. Auchdie Gesamtreaktionsdauer wurde erhdht. Auf diese Weise liel3 sich das Nitril

33in einer Ausbeute von 8% darstellen.

/\/CN
OH (0]

Acrylnitril
DIPEA

Ny, 24 h Rickfluss, 48 h RT
66 %

33

Abbildung 49: Darstellung von 3(Naphthyloxy)-propannitril 33 in einer Michael-Addition. Durch
Verwendung der Base DIPEA und Erh6hung der Reaktionsdauer undtemperatur konnte das Produkt
erfolgreich synthetisiert werden.

Um die ursprungliche Zielverbindur8® zu erhalten musste als nachstes das i&ilerseift

werden. Diese wurde erneut nach der Vorschwfin Subramanianet al. versucht
(Abbildung 50).2% Auch hierbei war die Synthese nicht erfolgreich. Eine Entstehung des
Produktes konnte nithnachgewiesen werderDie einzige isolierbare Verbindung war
1-Naphthol, weshalb davon ausgegangen werden musste, dass ausschlie3lich die Spaltung des
Ethers durch eine Eliminierung des Naphthols erfolgte.
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/\/CN /\/COOH
0 0

NaOH
/II
Ny, H,O, 15 h Riickfluss

33 32

Abbildung 50: Versuch der Verseifung des Nitrils33. Eine Entstehung des Produkts32 konnte nicht

beobachtet werden. Stattdessen konnte nurMaphthol isoliert werden.

Die literaturbekannte Syntheseroute zur Dahshg der 3(1-Naphthyloxy}propansaure

konnte somit nicht verifiziert werdef®

Bei der Verseifung des Methylesters des endstandigen Bausteins des Ag¢eansle eine
alternative Durchfilhrung als in der vorangegangen Arbeit etabliabbildung 51).°* Der
Grund lag darin, dass wahrend der Verseifung immer widdepHWert kontrolliert und
korrigiert werden musste. Hierbei war es sehr leicht mdglich, dasdark alkalisiert und
somit dasEduktbis zur weiteren Korrektur einem zu hohen-PHert ausgesetzt wurdBies
hatte zu eineRacemisierung des Aspartatsendei starker Uberschreitung des Sollwertes zu
einer Eliminierung an der Propionatgruppe fihren konblem.dies zu verhindermwurde die
Verseifung in einem Hydrogencarbonat/CarbefPatfer bei pH 10durchgefihrt.Bei dieser
Durchfuhrungmusste die Reaktnszeit deutlich gesteigert werdé&ies wiesdarauf hin, dass
bei derVerseifung ohne Puffereitweise deutliche Uberschreitungen des -BBHWertes

aufgetreten sinie Spaltung des Methylesters im Puffer lieferte sehr gute Ausbeuten.

H H
MeOOC N (0] HOOC N O
W S \H/\/
pH 10
—_—

(¢} O

t-BuOOC RT,5d t-BuOOC
96 %

34 35
Abbildung 51: Verseifung des Methylester des endstdndigen Bausteins des Aglycos% Durch die

Verwendung eines Puffers konnten Nebenreaktionen vermieden und der BausteBb in sehr guten
Ausbeuten dargestellt werden.

Im néchsten Schritt wurde die Kupplung zum vollstandigen Aglycon vollzogen. Erste
Erkenntnisse zu dieser Synthese konnten bereits in der vorangegangenen Arbeit erlangt

werden® So zeigte sich beispielsweise, siasch Entschiitzundes terminalen Amins am
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Aglycon der Verbindung29 ein intramolekularer Angriff des freien Ansnauf die
Methylcarboxylatgruppe stattfarfdbbildung52).

OAc COOMe OAc COOMe
A
Piperidin 0
——
3 NHFmoc DMF, RT, 10 min
Ausbeute n.b.

AcO

OAc
29

AcO,

Abbildung 52: Entschiitzung des terminalen Amins des Glycosid29. Nach der Abspaltung der Fmoe
Schutzgruppe griff das terminale Amin das G1 Methylcarboxalat intramolekular an und fihrte zur

Bildung des Lactams37.Das Produkt 36 war demnachinstabil und eine Aufarbeitung nicht mdglich.

Die Bildung desLactans 37 war jedoch langsam genuals dass eine sofortige Umsetzung

mit dem Bausteid5 dieser Nebenreaktion zuvorkommernkte.

Das Kupplungsreagenz TBTist nicht in der Lage die Amidbildung zu vermittelgrst durch
Verwendung von HATU war dies moglicHAbbildung 53). Da bei den ersten
Syntheseversuchen kesnomerenreines Glycos@P zur Verfugung stangkonnte auch kein

reines Produkt erhalten werd®rim Rahmen dieser Arbeit gelang es allerdings@gsosid

29 anomerenrein darzustellen. Des Weiteren konnte auch die saulenchromatographische
Reinigung verbessert werden. Auf diesem Wege gelag) das Glycosid mit dem
vollstédndigen Aglycor88in guten Ausbeuten darzustellen.
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Abbildung 53: Amidkupplung zur Vervollstandigung des Aglycons von Verbindung38.

Im néachsten Schritt wurden all®-Acetylschutzgruppen entfernt. Dies gelang mitr de
Methodenach Zemplén (Abbildung 54).2°%'°” Hierbei wurde darauf geachtet, dass der pH
Wert 10 nicht Uberschritt und die Reaktion absolut wasserfrei verlief. Eine leichte
Kontamination mit Wasser zeigte sich durch einen ungewohnlich langsamen
ReaktionsverlaufEine Uberschreitung des pWerteshate erneut zu einer Racemisierung
des Aspartats oder ein&liminierung an der Pronagruppe fuhrerkdnnen Bei starker
Uberschreitungvare auch eine Abspaltung dérAcetylschutzgruppe moglichewesen
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Abbildung 54. Deacetylierung nach Zemplén. Die Reaktion wurde bei pH 10 durchgefiihrt, um

Nebenreaktionen wie der Racemisierung des Aspartats, der Eliminierung an der Propionatgruppe und
der Abspaltung der N-Acetylschutzgruppe vorzubeugen.

Bei derlsolation des Produk39 mittels HPLC konnte bei allen Ansatzen festgestellt werden,
dasszu einemTeil die tert-Butanolatgruppe durch eine Methanolatgruppe substituiert wurde

(Abbildung 55). Es gelang dieses Nebenprodukd in Ausbeuten von bis zu 28 zu
isolieren.

OH COOMe

(0]
H
N

/\/\ (0]
(0] N
N \[(\/
(¢}
MeOOC
40

Abbildung 55: Struktur des bei der Deaetylierung der Verbindung 38 nach Zemplén entstandenen
Nebenprodukts40.

Die Verbindung39 ist der letzte Baustein in der Synthesestrategie fur die Darstellung der
Liganden mit funktionalisiertem Aglycon, den alle Zielverbindungen gemeinsam Haien.
den ersten angestrebten Liganden mussten der Methgl dertert-Butylesterhydrolysiert

werden. Zuerst wurde deert-Butylester mit Trifluoressigsaure (THAInd Triisopropylsilan
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(TIPS) gespalter{Abbildung 56). Bei dieserReaktion sollte in der Theorie eine quantitative
Umsetzung erreichbar sein. Die tatséchlich erreichte Ausbeute vofo 4Gar
dementsprechend ungewoéhnlich gerigg. ist davon auszugehen, dass neben den Verlusten
bei der Reinigung auch eine Zersetzung des Produkts aufgetvatelei der Reinigung
mittels HPLCzeigten sich nur wenig intensive und nicht zuordenbare Fremdpeaks, so dass
nicht eindeutig bestimmt werdéonnte, welche Nebenreaktionaufgetreten waren

OH COOMe

0]
H
N

/\/\ (o]
O N
H
(0]
t+BUOOC O
39

RT, 30 min
TFA /TIPS 40%

OH COOMe

0]
H
N

/\/\ O
O N
N W
(e}
HOOC O
41

Abbildung 56: Spaltung destert-Butylestersder Verbindung 39 mit TFA/TIPS.

Die anschlieRende Verseifung des Methylesters deminvdung 41 wurde in einem
Hydrogencarbonat/CarbonrRuffer bei pH 10 durchgefuhfbbildung57). Dies erlaubte das
Arbeiten bei niedrigem basischen {Wert in kleineren Volumina al®eispielsweisedie
Verwendung von Natronlauge, ohne haufig den PMert korrigieren zu misserDie
Ausbeue von 67 an freier S&urd2 lag hierbei wieder unter den theoretischen Erwartungen

bei der basischen Verseifung eines Methylester.

57



3 Ergebnisse und Diskussion

o)
H
N o
N
y \[(\/
o
HOOC O

HCO4/CO2 | RT,3d
pH 10 67 %

41

OH COOH o}
H
N

/\/\ ©
O N
y \[(\/
(0]
HOOC O
42

Abbildung 57: Verseifung des Methylester 41 in einem Hydrogencarbonat/CarbonatPuffer bei
pH 10.

Bei der Reinigung mittels HPLC konnten zwei Gruritie die geringe Ausbeutgefunden
werden. Zum einen war trotz massenspektrometrischer Reaktionsverfotguaig nicht
umgesetztes Edukt entket und zum anderen schien &s geringem Mal3ezu einer
Abspaltung des Aglycons gekommen zu sebas nicht umgesetzte Eduldl wére

chromatographisch isolierbar gewesen und hatte somit weiter verseift werden kénnen.

Die weiteren Liganden mit funktionalisiertem Aglycon wurden ausgehend von der
gemeinsamen Vorstuf@9 synthetisiert. Der nachste, noch fur beide Zielverbindungen
identische Schritt, war die Periodatspaltung an der GlycerolseiterfRdtibidung 58). Bei
ersten Versuchen wurdaur Aufarbeitung der Reaktion der lonentauscher Amberlite 3VIB
verwendet welcher zusehr geringen Ausbeutates Ablehyds43 filhrte Ahnliches konnte
auch bei der Neutralisation der Deacetylierung nach Zemplén der VerbiB8degtgestellt
werden. Ein mdglicher Grundaredie Anheftung der Substanzen Uber ihre Naphthylgruppe
an das Polystyrolharz dieser lotemscher. Deshalb wurde bei allen Verbindungen mit dem
vollstandigen Aglycon auf die Verwendung von lonentauschern verzichtet, wodurch die

Ausbeuten signifikant gesteigert werden konnten.
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Abbildung 58: Periodatspaltung and der Glycerolseitenkette der Verbindung®.

Aufgrund dertransAnordnung der beiden GB&ruppen an & und G8 und der geringeren
sterischen Hinderung bei den @btuppen an € und G9 wirde mnachst eine eindeutige
Selektivitat fur die Spaltung der-&C-9-Bindung erwartet werden. Da allerdings de8C
Aldehyd in wassriger Losung auch als Hydrat vorliegdy von diesem ausgehend auch die
weitere Spaltung zum €7 Aldehyd erklarbar(Abbildung 59). Dieses Nebenprodukvar
besonders problematisch, da es bei den weiteren Reaktionen analog zum Hauptprodukt

reagiere.

o COOMe HO COOMe COOMe

OR

HO

Abbildung 59: Mdgliche Reaktionssequenz zur Entstehungdes G7 Aldehyds. Nach der ersten
Periodatspaltung des endsténdigen vicinalen Diols lag der Aldehyd in wassriger Losung teilweise als

Hydrat vor. Da dieses erneut ein vicinales Diol ar, konnte es gespalten werden.

Erste Versuche die weiteren Derivate des Nebenprodukts in den nachfolgenden Synthesen
abzutrennen, waren nicht erfolgreich. Auf diese Problematik wird im Folgenden bei den
entsprechenden Synthesen eingegandes. zeigte sich, dass die Entfernung sleC-7

derivatisiertenNebenproduld nur direkt nach der Periodatspaltung mittels HPLC moglich
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war (Abbildung 60). Eine vollstandige Isolatn des G8 Aldehyds war jedoch mit
akzeptablem Aufwand nicht zu realisieren, da die Trennung durch das Gleichgewicht

zwischen Aldehyd und Hydrat erschwert wurde.
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Abbildung 60: Chromatogramme eines HPLC-ESI-MS Trennlaufes von43. Dargestellt sind die Daten des
ESI-MS von 9.5bis 18 min. Die Peaks sind mit der Retentionszeit und dem prozentualen Flachenanteil an
der Gesamtflache beschriftetAls Laufmittel A wurde reinst Wasser/Acetoniril 95:5 und als Laufmittel B
Acetonitril/reinst Wasser 95:5 verwendet. Gradient: Omin, 20% B; 5 min, 40% B; 12.5min, 45% B;
16 min, 100% B; 17 min, 100% B; 19 min, 80% B. Das oberste Chromatogramm zeigt derotal ion
current (TIC) fur den m/z-Bereich von 400 bis 1000Das zweite Chromatogramm zeigt ein extracted ion
chromatogram (EIC) fur m/z 718. Dies entspricht dem m/z fiirden [M+H]*-Peak des Produkts. Das dritte
Chromatogramm zeigt ein EIC fur m/z 688. Dies entspricht dem m/z fiur den [M+H}Peak des G7
Nebenprodukts.

Die EICs der Massen des Hauphd des Nebenprodukigiesenje zwei Maxima mit einem
dazwischen liegenden Plateawf. Die beiden Maximavarenden Molekilen zuzuordnen, die
wahrend der gesamten Dauer des Trennlaufs entweder als Aldehyd oder dessen Hydrat
vorlagen. Das Plateau sptachdenMolekilen, die wahrend des Trennlaufes zwischen den
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beiden Formen gewechselt habdbdass essich um zwei im Gleibgewicht stehende
Substanzen handeltkonnte durch erneute Trennung der nach Minute 11.5 eluierenden
Substanzen gezeigt werden, da die Form des EICs wieder die selbe war und sich demnach
Substanz mit R=10.65min nachgebildet haben mutas Eine massnspektrometrische
Unterscheidung war nicht moglich, da das Aldehydhydrat unter den lonisierungsbedingungen
in der ESllonenquelle nicht stabwar. Bei der Substanz mit;R 11.05min handelte es sich

um das EdukB9. Von dessenAbtrennung wurde zugunsten einer maximalen Ausbeute an
Verbindung43 abgesehen, zumal @s der Folgereaktion inert und anschlie3end signifikant
besser ziwrennen warDies war von besonderer Bedeutung, da nicht nur das Unvermdgen das
Produkt quantitativ chromatographisch atennen die zu erwartende Ausbesthmalerte.

Die Nebenreaktion wirkte sich in zweifacher Weise negativ aus, da zum einen das

Hauptprodukdegradierund das fur die Reaktion benétigte Periodat verbraucht wurde.

Im nachstn Reaktionsschritt erfolgte die reduktive Aminierung des Aldehy@s
(Abbildung 61). Als Amine wurden Cyclopraggrmethylamin und 4Aminobuttersaure
eingesetzt. Die Ausbeuten fir beide Stufen beziehen sich auf die eingesetzte Menge an
Natriumperiodat bei der Spaltung der Verbindu3® Bei der Reinigung per HPL®IS
konnte nicht festgestellt werden, dass sich noch unumgesetztes Alirktdem Ansatz
befand. Dies lasst den Schluss zu, dass die reduktive Aminierung anndhernd quantitativ

ablief. Die Ausbeuteeinbul3en resultierten demnaainéraus der Periodatspaltung.
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Abbildung 61 Reduktive Aminierung des Aldehyds 43 mit Cyclopropanmethylamin und

4-Aminobuttersdure. Da das Edukt43 nur als Gemisch mit dessen Vorstufe9 erhalten werden konnte,
beziehen sich die Asbeuten lber zwei Stufen auf das fir die Periodatspaltung im Unterschuss eingesetzte
Natriumperiodat.

Die Produkte beider reduktiven Aminierungé#4 und 45) lieBen sich per HPLC gut
isolieren, solang@ach der Periodatspaltung das Nebenprodukt abgetrennt wurde. In ersten
Versuchen wurde dies nicht durchgefuhrt. BschlieRende Trennung erwies sich als sehr
schwer, da der Unterschied in den Retentionszeitenim exemplarischen Chromatogramm
(Abbildung62) zu erkennenin der Regel marginal waAuch die Verwendung verschiedener
Saulenmaterialien und Gradienten konnte die Trennung nicht verbessern. Eine
Beschleurgung des Gradienten verringerte den Unterschied in den Retentionszeiten und eine
Verlangsamung fuhrte zu sehr starkeing bis hin zu vollkommen unscharfen, tber viele
Minuten eluierendeSubstanzenZu den getesteten Saulen gehoérten die MachNiegel
NUCLEODUR® CygIsis und Pyramid Saulen und di@enomenékLuna NH2 Saule.
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Abbildung 62: Chromatogramme eines HPLGESI-MS Trennlaufes von44. Dargestellt sind die Daten des
ESI-MS von 11bis 18 min. Die Peaks sind mit der Retentionszeit und dem prozentualen Flachenanteil an
der Gesamtflache beschriftetAls Laufmittel A wurde reinst Wasser/Acetonitril 95:5 und als Laufmittel B
Acetonitril/reinst Wasser 95:5 jeweils mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Gradient: Omin, 20% B;
19.5min, 72% B; 21 min, 100% B; 23 min, 80% B. Das oberste Chromatogramm zeigt derotal ion
current (TIC) flr den m/z-Bereich von 720 bis 820. Das zweite Chromatogramm zeigin extracted ion
chromatogram (EIC) fir m/z 773. Dies entspricht dem m/z fur den [M+H]-Peak des Produkts. Das dritte
Chromatogramm zeigt ein EIC fur m/z 743. Dies entspricht dem m/z fir den [M+H}Peak des G7
Nebenprodukts.

Bei den letzten beiden Schrittéis zur Fertigstellung der angestrebten Liganden handelte es
sich um die Verseifung der beiden geschitzten CarboxyEstenvurdezunachst versucht
beide Verseifungen ohne zwischenzeitticReinigung der Pragkte durchzuflihrenDie
Reinheit des Ligandewar entschieden hoher, wenn nach jeder einzelnen Verseifung mittels
HPLC gereinigt wrde Als ersts wurden die tert-Butylester der Verbindungetd und45 mit
TFAITIPS abgespalte(Abbildung 63). Bei der Reinigung der beiden Produkte zeigt sich,
dass sich keine allgemeine Aufarbeitung etablieren liel3. Die Isolierungi&/gelang am

besten unter Verwendung dBhenomenék LunaNH2 Saule. Das Produkt7 hingegen

63



3 Ergebnisse und Diskussion

eluierte bei Verwendung dieser Saule mit der Laufmittelfiéirt.dieses Produkt liel3 sich die

beste Trennung unter Verwendung der Maché&tagel NUCLEODUR Cyg Isis Saule
erreichen.
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Abbildung 63: Verseifung dertert-Butylester der Verbindungen44 und 45 mit TFA/TIPS.

Der finale Syntheseschritt zu den beiden Ligand&nhund 49 war die Verseifung des
Methylesters(Abbildung 64). Es wurde erneutein Hydrogencarbonat/CarborBuffer bei

pH 10 eingesetztund de Aufarbeitung dieser Stufe erfolg&benfallsper HPLC. Beide
Liganden lieBen sich am besten unter Verwendung der Phenotenea NH2 Saule
trennen und zeigten hierbei ein &hnliches Elutionsverhalteng@&iage Ausbeute bei der
Darstellung des Ligande 49 war hauptséchlichauf eine unvollstdndige Umsetzung
zurtckzufuhren.Da Produkt und Edukt ein deutlich unterschiedliches Elutionsverhalten
aufwiesen, konnte das Edukt vollstandig abgetrennt werden. E@ndestalso die

Moglichkeit, diesezuriickzugewinnen und erneut zu verseifen.
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Abbildung 64 Verseifung der Methylester der Verbindungen 46 und 47 in einem
Hydrogencarbonat/Carbonat-Puffer bei pH 10.

Die hier dargestelt Syntheseroute ermdoglichte den Zugang zu drei sehr interessanten
Liganden des Hamagglutinins H&, 48 und49 (Abbildung65). Des Weiteren sollte es auch
moglich sein diese Synthesestrategie auf weitere Variationen mit analogen Bausteinen zu

Ubertragen und somitine Vielzahl ahnlicher Liganden darzustellen udiese weiter zu
optimieren.
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Abbildung 65: Strukturformeln der Liganden 42, 48 und 49. Alle drei Liganden konnten im Rahmen

dieser Arbeit erfolgreich synthetisiert werden.

3.3.2 SPR Bindungsstudien der Liganden mit funktionalisiertem Aglycon

Die SPRBindungsstudien des Ligandet?2 wurden in einem Konzentrationsbereich von
62.51000uM durchgefuhrt.Obwohl der theoretische berechnete ,\RlUvon 79RU nicht
annahernd erreicht wurdeel® derin den Sensorgrammen zu erkennende Kurvenvesdaif
unspezifische Wechselwirkungen schlielf8bbildung 66). Die thermodyamische Analyse
bestétige diesen Verdacht, da die erhaltenen Datenpunkte auf &eesiden zu liegen
schienen. Bei Anpassung an dase site bindingModell wurden Werte fir I§ und RUnax

erhalten, die deutlich Uber den erwartetgeh und Fehler voannahernd 10® aufwesen.
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Abbildung 66: SPR-Bindungsstudie des Ligandem2. Der theoretisch berechnete R, lag bei 79RU.

Auf der linken Seite sind die normieten und Basislinienkorrigierten Sensorgramme abgebildet. Die
angepassten Funktionen zur Bestimmung vonk und Ky sind den Sensorgrammen Uberlagert. Auf der
rechten Seite ist die Anpassung an dasne site bindingModell dargestellt. Aufgrund unspezifischer
Wechselwirkungen lieferte diese Bestimmung keine realistischen Werte.

Um trotzdem erste Erkenntnisse aus den gesammelten Daten erlangen zu kénnen, wurde bei
der kinetischen Analyse die Anpassung an die Funktion yenut fir die Messdateder

ersten 16& ab Ligandinjektiordurchgefuhrt Die Dissoziationskonstante pKwurde durch

Division von kg durch k, erhalten(Tabelle5).
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Tabelle 5: Kinetische Auswertung der SPRSensorgramme von42. Die Werte fir ko und ko, wurden
durch Kurvenanpassung in Origin 9.1 erhalten. Von der Assoziationskurve wurde aufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen nur etwas mehr als das e Viertel berticksichtigt. Der Wert fir Kp

wurde durch Division von ky durch k., erhalten.

Konzentration [uM] Koff [1/5] Kon [1/MS] Ko [M]
62.5 2.77*10°+ 2.9*10° 126+ 24 2.20*10°
125 1.08*10%+ 2.5*10° 139+ 16 7.75%10°
250 1.37*10°+ 1.4*10* 96.2+ 4.4 1.42*10°
500 3.01*10%+ 2.7*10* 24.7+ 1.4 1.22*10*
1000 2.05*10%+ 2.2*10* 15.9+ 0.64 1.29*10%
62.5 7.01*10%+ 9.2*10* 545+ 45 1.29*10°

Bei der kinetischen Analysewurden teilweise sehr unterschiedliche Ergebnisse aus den
einzelnen Sensorgrammen der Konzentrationsreihe erh8lierDaten der Messungen der
62.5uM und der125uM Proben wurden als unzuverlassig betrachtet, da nur sehr geringe
Anderungen der Signalandit, besonders bei den Dissoziationskurven, beobachtet werden
konnten.Bei der Auswertung der 250M Probe wurde ein Wert fur.k erhalten, dessen
Fehler fast zwei Grolenordnungen gré@srder eigentliche Messwewtar. Die Auswertung

der Sensorgramme d&00uM und der 100QuM Proben ergab sowohl fiipkals auch kg
ahnliche Werte. Im Mitteergaben diese beiden Messkurven eine Dissoziationskonstante K
von 126 uM fur den Liganderd2. Dieser Wert sden, obwohl er unter den Erwartungeag|
zunachst realistisch zu sein, dadem des Ligandef von M. Hollinger sehrahnlichwar.®?

Der Ligand unterscheidet sich nur um eine Methyleneinheit gtyadn von42 und wies
einen Ko-Wert von 171uM auf. Wegen derstarken Uberlagerung der Messkurven durch
unspezifische Assoziationemurde die Bindung dieses Liganden zusatzlich mittels -STD
NMR charakterisiert.

Die SPRBindungsstudien des Lagmden48 wurden in einem Konzentrationsbereich von

6.25100uM durchgefuhrt. Der theoretische berechnete,RUhg bei81RU. Dieser Wert

wurde erneuhicht erreicht Die Sensorgrammeiesen ebenfalls eindturvenverlauf aufder
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aufunspezifische Wechselwirkungen schlieef (Abbildung67). Dem entsprechend ealy

die Anpassung an dame site bindingModell wieder keine realistischen Ergelses Der

Wert der 12.5uM Probe wurde vernachlassigt, da es bei diesem Messzyklus, wie das
Sensorgramm erkennen lasst, zu einem melghvollziehbaremessfehler kam. Die Werte

der beiden 6.25M Probenwarennegativ und mussten vernachlassigt werden, haerhaupt

eine erfolgreiche Anpassung erreichen zu kénnen.
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Abbildung 67: SPR-Bindungsstudie des Ligandem8. Der theoretisch berechnete R, lag bei 81RU.
Auf der linken Seite sind die normierten und Basislinierkorrigierten Sensorgramme abgebildet. Die
angepassten Funktionen zur Bestimmung vonk und Ky sind den Sensorgrammen Uberlagert. Auf der
rechten Seite ist die Anpassung an dasne site binding Modell dargestellt. Aufgrund unspezifischer
Wechselwirkungen lieferte diese Bestimmung Kkeine realistischen Werte. Die in rot dargestellten
Messpunkte wurden bei der Kurvenanpassung nicht bertcksichtigt.

Um bei der kinetischen Analysden Einfuss der unspezifischen Wechselwirkungen
moglichst gering halten zu kénnen, erfolgte die Anpassung an die Funktiog,var kir die

Messdatemler ersten 118 ab Ligandinjektion
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Tabelle 6: Kinetische Auswertung der SPRSensorgamme von 48. Die Werte fir ko und ko, wurden
durch Kurvenanpassung in Origin 9.1 erhalten. Von der Assoziationskurve wurden aufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen nur die ersten 118ab Ligandinjektion berticksichtigt. Der Wert fir
Kp wurde durch Division von k. durch ko, erhalten. Werte in Klammern wurden, aufgrund des

negativen Vorzeichens, als nicht real betrachtet und sind nur der Vollstandigkeit halber aufgeftihrt.

Konzentration [uM] Koi [1/5] Kon [1/MS] Kp [M]
6.25 2.59*10°+ 5.9*10° | (-3.54*10°+ 4.0*10) n. a.
12.5 4.79*10°+ 2.9*10" (-46.2+ 60) n. a.

25 6.37*10% + 1.7*10° 807+ 80 7.89%107

50 3.03*10%+ 4.8*10* 442+ 28 6.84*10°

100 1.51*10°+ 2.2*10* 255+ 10 5.91*10°

6.25 9.20*10°+ 1.3*10" 5.56*1F + 2.5*10° | 1.65*10*

Das Sensorgramm dek2.5uM Probe wurde als zu stark fehlerbehaftet angesehen, um
verwendetzu werden. Die beiden Messungen der geringsten Konzentration wiesen zu geringe
Signalantworten auf, um verwendet werden zu kéniee.restlich@ drei Sensorgramme
zeigten bei der kinetischefnalyse ahnliche Ergebnissie Sensorgramme der /1 und

der 100uM Probe ergaben beide einen Wert fiy ¥on ca. 6uM. Die Auswertung der Daten
der 25uM Probe ergab einen Wert von knappM fur Kp. Im Rahmen der Genauigkeit des
angewendeten Verfahrengar dieser Unterschied als nicht signifikant anzusehen. Da eine
Auswertbarkeit der Dissoziationskurve nur gegeben war, wenn die Lage der Basislinie RU
manuell auf RU festgelegt wurd&konntedavan ausgegangenerden dass die Belastbarkeit
dieser Daten geringer als die der anderen beiden Pnwhem Dem zu folge wurde der
gemittelte k-Wert zu 6.381M bestimmit.

Der Ligand 49 wurde nicht per SPR vermessen, da aufgetetenen Probleme bei den
vorangegangenen Messungen zeigten, dass dieses Verfahren fur diesen Typ von Liganden

ungeignet zu sein schien.
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3.3.3 STD-NMR Bindungsstudien der Liganden mit funktionalisiertem Aglycon

Die saturation transfer differenc(STD) NMR-Spektrgkopie ist ein Messverfahren, welches

es erlaubt, Bindungsprozesasischen Proteinen und ihren Liganden zur charakterist&fen.

Es konnen nicht nur Datenwie die Dissoziationskonstante;Ksondern unter anderem auch
Bindungsepitope bestimmt werden. Das Verfahren macht sich gleich mehrere Effekte zu
Nutze. Grof3éMoleklle mit Massen von mehr al® kDa befinden sich im Spibiffusions

Limit. Dies hat zur Folge, dass eine selektive Sattigarkjirzester Zeitzu einer Verteilung

der Magnetisierung Uber das gesamte Moldkirt. Durch den KerrOverhauseEffekt
(engl.nuclear Overhauser effeddOE) kann sich diese Magnetisierung auf andere Molekiile

in direktem kontaktwie beispielsweise eam Ligandenin einer Bindungstasche, Ubertragen.
Dieser Ubertragungsprozess bendtigt zu100ms. Verlasst dieses Mekill den gebundenen
Zustand solange es noch eine Sattigung besitzt, so baut sich diese im freien Molekul
verhaltnismaRig langsam ablir kleine Molekildiegt diese Relaxationszeit typischer Weise

im Bereich von ca. einer Sekuntf. Wird wéahrend dieser Zeit ein weiteres NMR
Experiment durchgefiihrt, so erscheinen die vorgesattigten Signale mit verringerter Intensitat.
Durch Subtraktion eines Spektrummst VVorsattigung von einem Spealim ohneVorséattigung

wird ein Differenzspektrum erhalten, welches nur Sigmige Molekilteile enthalt, die eine
Sattigung erfahren haben. Da die Intensitdét des NOE eine reziproke Abhé&ngigkeit zur
sechsten Potenz des Abstandes bestfolgt die Ubertrgung der Sattigung nur auf die
Molekdlteile in unmittelbarer Nahend die Sensibilitat bezilglich unterschiedlicAdistande

ist sehr hoch.Dies erlaubt die Bestimmung eines Bindungsepitdpa. nur Molekile
detektiert werden, die an das gesattigte Protelugden und es noch vor der vollstandigen
Relaxation wieder verlassen haben, kénnen somit auch LiganderStatfgemischen
identifiziert werden.Des WeiterererzeugemBindungspartnemit einer hoheroff rate sehr
intensiveSignale Dadurch erreicht die STRMR-Spektroskopie gerade bei niedriger affinen
Liganden gute Signalintensitatéfur Quantifizierung der Affinitat eines Liganden muss eine

Konzentrationseihe des Liganden untersucht werden.

Fir de STDNMR Bindungsstudien deriganden mit funktionalisiertem Aglycowurden
kompetitive STDTitrationen durchgefuhrt. In ersten Vorversuchen konnte festgestellt
werden,dass sich bei direkten STMessungen nur in geringem Mal3e Sattigung aef d
Liganden Ubertragen lielDies kann an de geringenoff rate dieses Typs von Liganden

liegen welche sich bei den SPRessungen gezeigt hatt®es Weiteren musste bei
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Messungen mit der Verbindur8 ein weiterim Hochfeld liegender Einstrahlpunkt gewahlt

werden, da die Cyclopropylgope im deuterierten Puffer ein Signal bei Oppm aufwies.

Dies verringerte die Effizienz der Sattigumgu s at z 1 i ¢ h. Al s Kompet i f
Methylglycosid dem-Acetylneuraminséure in einer Konzentration vom#@ gewahlt.Die

Rezeptorbelegung R@es Himagglutinins Hsvurdenach folgender Formel berechr&

C
C:

YO — mit 1

b = D

o0 20 5 o Bo o0 b 0@ )
C 1

Bei einer Proteinkonzentration voruM und einer Dissziationskonstante vonr@M ergd
sich eine Rezeptorbelegung von ®1'° Die geringe Proteinkonzentration wurde gewéhlt,
um eine genugend groRen Uberschuss der Liganden gewahrleisten zu kbieemaximal
eingestellte Ligandkonzentration lag &6 M. In Tabelle7 sind die eingesetzten Reir

und Ligandkonzentrationen aufgefihrt.

Tabelle 7: Auflistung der Ligand- und Kompetitorkonzentrationen, die bei den kompetitiven STBDNMR -
Titrationen verwendet wurden. Die Rezeptorbelegungdes Hamagglutinins H5 wurde flr die stets

verwendete Kompetitorkonzentration von 20mM bei einem Ky von 2mM berechnet.

Ligand | c(H5) [uM] RO | c(Ligand) [uM]

42 1.6 91% 4-256
48 1.0 91% 0.532
49 13 91% 1-64

Fir die Auswertung der Spektren wurdérei Signale des Kompetitors beobachtét3e,
H-5 und das Signal der Methylgruppe deAcetylgruppe. Diese Signale wurden gewahlt, da
sie isoliert von anderen im Spektrulmgen Die Werte der Nullprobewelche nur den
Kompetitor und keinen weiteren Ligden enthielt, wurden bei der Normierung

berticksichtigt und haben stets den 80% Wert dargestellt. Bei der Auftragung und
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Kurvenanpassung wurden sie jedoch nicht bertcksichtigt, da sie per Definition auf der oberen

Asymptote der Funktion liegen sollten

Die Lage der unteren Asymptoteann einen starken Einfluss auf die Bestimmung der
Inhibitionskonstante Khaben. Die Bestimmung ihrer Lagg jedochanhand der Messungen

nicht eindeutigdurchfiihrbay da sie abhangigon den Kinetiken beider Liganden igtd sich

daraus folgend ein rekursives Gleichungssystem ergeben wirde. Um trotzdem den Bereich, in
welchem der kWert liegt, eingrenzen zu kénnen, wurden die Messwerte zum einen unter der
Annahme ausgewertet, dass sich der Kompetitor vollstarefidrdngen lassen miusste, die
untere Asymptote also bei MD% lage. Dies wurde erreicht, indem ein virtueller
Datenpunkt bei @&TD% hinzugefigt wurde, desseerschiebung zu hoheren
Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf dep hatte Zum Andeen wurde
alternativ eineAuswertungohne virtuellen Nullpunkt durchgefiuihrt. Die Lage der unteren

Asymptote wurde dann durch den Anpassungsalgorithmus bestimmit.

Die Daten der Konzentrationsreihe dasht SeitenkettemodifiziertenLiganden42 zeigen
eine konzentrationsabhédngige Abnahme des $Gifhals und somit einemindeutigen
inhibitorischen Effekt Abbildung68).
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Abbildung 68 Auftragung der normierten STD%

Konzentration des Liganden42. Die links dargestellte Auswertung wurde unter Bertcksichtigung eines

gegen den dekadischen Logarithmus der

virtuellen Nullpunkts bei c(42) = 316mM durchgefuhrt. Bei der rechts dargestellt&n Auswertung wurden
nur reale Messpunkte an dasone site competitiorModell angepasst.Die Trendlinien stellen den Verlauf
der angepassten Funktioen dar.

Die Daten wurdererfolgreich an dasne site competitioModell angepassDie Ergebnisse

der Anpassung sind ifiabelle8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Ergebnisse der Kurvenanpassung der Messwerte der kompetitiven STRMR -Titration von
Ligand 42. Die Werte fur K, wurden anhand der ChengPrusoff-Gleichung aus dem IGg errechnet.

untere
_ ICs0,0 Ki, 0 IC 50 Ki )
Signal M) M] F M] M) G Asymptote
H M M H (STD%]
NHAc | 1032+1.4 | 93.8+0.13 | 19 | 112+4.8 | 10.2+0.43| 22 70
H-3eq | 755+1.2 | 68.6+0.11| 96| 80+19 | 7.2+0.17| 6.5 65
H-5 | 1728+1.3 | 157+0.12 | 58| 30+16 | 2.7+0.15| 0.94 83

Die beiden unterschiedlicheAuswertun@n der drei Datenséatze ergab jeweilsahnliche
Werte fur den Ig und folglich auchden K,. Die jeweiligen niedrigsten gemessenen

Bindungskonstanten werden als reprasentativ fur den gesamten Liganden geweatést, da
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berechnete KWert abhangig von der Detz des beobachteten Protons zum Protein ist und
sich mit steigendem Abstand erhéht. Dementsprechend ist auch der geringste bestimmte Wert
tendenziell zu hoch. Unter Berlicksichtigung eines virtuelledpNokts beic(42) = 316mM

wurde ein 1Gg, o von 755uM und ein K o von 68.6uM erhalten. Ohne den virtuellen
Nullpunkt wurdeein 1G5, von 30 uM und ein K von 2.7 uM erhalten.Die Lage der unteren
Asymptote beeinflusst das Ergebnis um einen Faktor van2& beiden bestimmten
K\-Werte sindgeringerals der per SPfSpektroskopie bestimmtepvon 126uM. Aufgrund
fundamentaler Unterschiede zwischen den beiden Messtechniken, wie beispielsweise, dass
sich bei der einen Technik um ein flielBendes und beadderen um ein statisches System
hardelt, konnen auclgréRere Abweichungen der Ergebnissdtreten ohne dass es sich um
Messfehler handeln mussSofern die Abweichungen nicht auflen methodischen
Unterschieden beruhen, ist zu beachten, tdasslen SPRMessungen starke unspezifische
Wechsévirkungen auftratendie ein falschlicherweise zhohes Ergefhis ergaben Da der

K\, o nur wenig niedriger als derg&war, konnte auch fir diesen Wert angenommen werden,

dass er tendenziell noch zu hoch ist.

Fur den Cyclopropylmethylamind.iganden 48 zeigte die Auftragung der Messwerte

gleichermal3en einen inhibitorischen Effekbbildung69).
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Abbildung 69 Auftragung der normierten STD% gegen den dekadischen Logarithmus der
Konzentration des Liganden48. Die links dargestellte Auswertung wurde unter Bertcksichtigung eines
virtuellen Nullpunkts bei c(48) = 10mM durchgefiihrt. Bei der rechts dargestellten Auswertung wurden
nur reale Messpunkte an dasone site competitiorModell angepasst. Die Trendlinien stellen den Verlauf
der angepassten Funktionen dar.

Die erhaltenen Daten lieRen sich sehr gutiasone site competitioModell anpassen und es

wurden aus den drei Messreihen ahnliche Werte erh@ltelle9).

Tabelle 9: Ergebnisse derKurvenanpassung der Messwerte der kompetitiven STENMR -Titration von
Ligand 48. Die Werte fur K, wurden anhand der ChengPrusoff-Gleichung aus dem IGg errechnet.

untere
_ ICs0,0 Ki,o ICs0 Ki )
Signal M M) F (M) M) G Asymptote
H H H H (STD%]
NHAc | 102+1.3 | 93+0.12 | 17 | 3.17+£1.8 | 0.288+0.16 | 5.7 71
H-3eq | 762+1.3 | 69+0.12 | 24 | 3.21+14 | 0.292+0.13 | 2.5 65
H-5 186+1.3 | 17+0.12 | 81 | 2.78+18 | 0.253+£0.16 | 2.3 79

Die beiden unterschiedlichen Auswertungen ergaben erneut inhibitorische Konstanten, die
sich um einen Faktor von ca. 25 unterschiedgnter Berticksichtigung eines virtuellen

Nullpunkts beic(48) = 10mM wurde ein IGy ovon 76uM und ein K o von 6.9uM erhalten.
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Ohne den virtuellen Nullpunkt wurde einsGron 2.78uM und ein K von 253nM erhalten.
Damit sind der K o und der peiSPRSpektroskopie bestimmtepkvon 6.38uM praktisch
identisch Aus den bereits fur den Ligandd@ erwadhnten Grinden kann auch hierbei davon
ausgegangen werden, dass die SRRlie zu hohe Ergebnisse geliefert hattaabhangig
von der Methode der Auswertusmd die Daten der STStudie konsistenter und deshalb

belastbareanzusehen.

Die Auftragung der Messwerte ddsAminobuttersaurd.iganden49 zeige ebenfalls einen
eindeutigen inhibitorischen EffekDie Korrelation des Verlaufs der Datenreihen und den
zugehorigen angepassten Kurven war ohne die Beeinflussung desnuAsymptote durch
einen virtuellen Nullpunkt héher, obgleich die Anpassung der Fitfunktion an die Daten des
Signals demN-Acetylgruppe nur nach Festlegung der oberen Asymptote auf einen Wert von
100 maoglich war. Die Messwerte des5-5ignals schwankten ibeiden Fallen stark um die
angepasste Kurv@bbildung70).
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Abbildung 70: Auftragung der normierten STD% gegen den dekadischen Logarithmus der
Konzentration des Liganden49. Die links dargestellte Auswertung wurde unter Bertcksichtigung eines
virtuellen Nullpunkts bei c(49) = 100mM durchgefiihrt. Bei der rechts dargestellten Auswertung wurden
nur reale Messpunkte an dasone site competitioModell angepasst. Die Trendlinien stellen den Verlauf

der angepassten Funktionen dar.

Die Werte fur 1Go und K, die aus deAnpassung an dame site competitioModell erhalten

wurden sind infabelle10 aufgefuhrt.
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Tabelle 10: Ergebnisse der Kurvenanpassung der Messwerte der kompetitiven STRMR -Titration von
Ligand 49. Die Werte fiir K, wurden anhand der ChengPrusoff-Gleichung aus dem IGg errechnet.

untere
) IC 50,0 Ki o IC s Ki 5
Signal [M] (M] F M] [(M] G~ | Asymptote
u u u u STo%]
NHAc | 662+1.7 | 602+0.15 | 12 | 1.04+1.7| 0.0948+0.15| 74 82
H-3eq| 386+15 | 35.1+0.14 | 14 | 201+1.6| 0.183+0.15 | 1.2 79
H-5 1521+ 25 | 138+023 | 84 | 2.79+7.1| 0253+064 | 45 89

Die Abweichungen der Ergebnisse der unterschiedlichen Auswertung der Daten sind bei den
Messreihen des Ligandet® mit einem Faktor von fast 200 besonders hdth.wurde ein

ICs0, 0vON 386 UM und ein K o von 35.1uM bei Bertcksichtigung degrtuellen Nullpunkts
erhalten. Ohne diesen ergab sich eigyMon 2.01uM und ein K von 183nM. Die anhand

der N-Acetylgruppe bestimmten Werte wurden aufgrund eines zu grof3en Fehlers nicht
berticksichtigt. Die Validitdt der Auswertung mit virtuellem Nplunkt wurde dadurch
geschwacht, dass die angepasste Funktion die Lage der Datenpunkte kaum reprégsntierte.
war davon auszugehen, dass derkon 35.1uM deutlich zu hoch warnn Analogie zu den
ErgebnisseM. Hollingers war mit einehdheren Affinitit des LigandeA9 verglichen mit48

zu rechnefi? Die relative GroRe der KNerte der Auswertung ohne virtuellen Nullpunkt
entspricht de erwarteten Werten sehr gubieser Umstand starkt das Ergebmigser

Auswertungrotz des teilweise grof3en Fehlers.

Die STDBindungsstudien zeigten, dass die Liganden hervorragende Affinitaten zum
Hamagglutinin H5 aufwiesen. Die gemessengAMerte derLiganden42 und 48 lagen
deutlich unter den per SPRektroskopie bestimmternpKNerten Die K; o-Werte waren den
Kp-Werten sehr ahnlich Wie bereits angefuhrt, waren alle SBpektroskopischen
Messungen durch das Auftreten urspscher Wechselwirkungen verzerrt. Somit ist fur die
bestimmten k-Werte anzunehmen, dass sie zu hoch lagen. Die per-N®1R-
Spektroskopie gemessenenWerte beschreiben fur die Ligandd® und 49 die bisher

mitunter starkstelVechselwirkungen monovalenter Liganden dieses Rezeptors.
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3.3.4 Molekildynamiksimultionen der Liganden mit funktionalisiertem Aglycon

Die urspringliche Entwicklung der Ligandé?2, 48 und 49 erfolgte mit dem Programm
Sybyl 8.0(Tripos International, 1699 South Hanley Rd., St. Louis, Missouri, 63144).8}SA
Der Entwcklungsprozess wurde ausschlie3lithrativ Gber manuelle Manipulation der
Strukturen und anschlieRenden Vergledgh berechneten Bindungsenergien vorangetrieben.
Um weitere Erkenntnisse Uber die Validitat des so postulierteduBgsmodusu erhalten,
wurden mit den Protethigand-Komplexen Molekulardynamiksimulationen durchgefubs.
wurden dieurspringlichin Sybyl erzeugten Struktureim Maestro20144 (Maestro, version
10.0, Schrédinger, LLC, New YorNY, 2014)importiertund verwendet.

Die Molekuldynamiksimulationen wurden fir einen Zeitraum vonn&&urchgefuhrtFar

die erwarteten Bindungskinetikwerte handelt es sich um einen verhaltnisméaRig kurzen
Zeitraum Die per SPRSpektroskopie bestimmten Zerfallskonstanten des Prbigand
Komplexes ki lagen im Bereich von 19s™. Die mittlere Lebensdauer des Komplexes sollte
dementsprechend ca. 108MetragenEin durchgehender Verbleib des Liganden in der
Bindungstaschevare demnaclzu erwarten gewesen. Bei dem Ligandehzeichnete sich

nach kurzer Zeit ab, dass das Aglysich anders verélt als es bei dem Entwurf beabsichtigt
war. Die Carboxylatgruppe entfeensich bereits nach ca. 188 weiter als 3A von der
Ammoniumgruppe des Lys21@\bbildung 71). Bei Uberschreitung dieses Schwellwertes
sind die attraktiven Wechselwirkungen einer Salzbriicke nicht mehr existent.
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Abbildung 71 Auftragung der jeweiligen Distanzen der beiden Sauerstoffatome der Carboxylatgruppe
des Aspartats des Aglycons vod8 und des Stickstoffs der Ammoniumgruppe des Lys218 im zeitlichen
Verlauf der Molekiildynamiksimulation. Bei Distanzen (iber 3A sind die attraktiven Wechselwirkungen

einer Salzbriicke nicht mehr existent. Dies ist hier nach ca. 183 der Fall.

Generell zeigtedas Aglycon keinedefinierte Lage auf der Oberflache des ProteinBie
quadratisch gemittelte Fluktuatiogengl.: root-mean-square fluctuation RMSH aller
Schweratome der Liganden Uber die gesamte Dauer der Molekildynamiksimualeitien
dieses eindeutjgda die Atome des Aglycamit zunehmendem Abstand zur glycosidischen
Bindung eine erhdhte Fluktuation auésen(Abbildung 72). Die Atome der Seitenkette des
Aspartats unddie der Naphthylgrupperwiesen sichhierbei als besondersnobil. Fir die
Seitenkette des Aspartats war diesmch dem bereits zuvor beobachteten Verlust der
Salzbricke zu Lys21&u erwartenDa die in sich starre &phthylgruppenur als Ganzes
bewegen konnte, war der Grund fiir die erhdftktuationeiniger Atome diegeGruppe in
ihrer Distanz zu den beweglichen Zentren und nicht in zusatzlichen Freiheitsgraden zu finden
und dementsprechend auch kein Charakteristikum geringerer Wechselwirkdregem
Regionen des Ligandenum Protein.Allgemein el sich der Kontakt d& Aglycons zum

Protein als nicht definiert aber stetig beschreiben.
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Abbildung 72 Auftragung der quadratisch gemittelten Fluktuation der Schweratome des Ligandem8
Uber den gesamten Zeitraum der Molekuldynamiksimulation. Die Atome der Naphthylgruppe und die der

Seitenkette des Aspartats weisen eine besonders hohe Fluktuation auf.

Ebenfalls bei der Betrachtung der Anfangsd Endlage des Liganden war sehr gut zu
erkennen, dass das Aglycon, mit Ausnahme der Seitenkette des Aspartats, zwar fortwahrend
attraktive Wechselwirkung zum Proteanfzubauen schiernierbei jedoch keine spéischen
Bindungspartner besall (Abbildung 73). Des Weiteren ist zu erkennen, dass die
Bindungstasche am Ende der Simulation stark deformiert war urid-Aeetyl-substtuierte

Seite des Zuckers nicht mehr in Richtung des Inneren des Proteins zeigtern eher
parallel zu dessen Oberflachverlief. Aufgrund der Komplexitat der Molekildynamiken
derartig grof3er Strukturesind die Aussagen einer Simulation spekulativ undssen
beziglich ihrer Relevanz bewertet werdBa. es sich bei der Neuraminsaurekernstruktur um
den natirlichen Bindungspartner handelte, welcher der Kristallstruktur entsprechend in der
Bindungstasche positioniert war, wurde eine derartig groRe Andetsngcht reprasentativ
eingeschatzt.
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Abbildung 73: CrossedeyeDarstellung des Liganden48in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5 zu
Beginn (oben) und am Ende (unten) der Molekildynamiksimulation nach 4.8s. Die Lage des Aglycons,

besonders die der Naphthylgruppe, verschob sich ohne jedoch die Néahe des Proteins zu verlassen.

Auffallig ist, dass die Lage der modifizierten Seitenkette der Neuraminsaure trotz der starken
Dislozierung des benachbarten Ligaagments und der Deformation der Bindungstasche
relativ. zu den wechselwirkenden Gruppstabil geblieben war.Im LigandProtein
Kontaktplot ist zu erkennen, dass die Ammoniumgruppe fast die gesamte Zeit der Simulation
eine Salzbriicke zu Glu186 aufrechtielth(Abbildung74). Dieser Umstand verdeutlicht, wie
hoch die Affinitat dieses Teil des Ligandenar.
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Abbildung 74: Darstellung der Ligand-Protein-Kontakte fir den Liganden 48. Die prozentualen Werte
sind die anteilige Kontaktdauer. Gezeigt sind nur Kontakte, die Uber mindestens 26 der gesamten

Laufzeit der Simulation von 4.8ns existent waren.

Bei der Molekuldynamiksimulation des Ligandé4f konnte erneut festgestellt werden, dass
das Aglyconnicht an der im urspringlichen Entwurf vorgesehenen Stelle verweilte. Die
Salzbriicke zwischedem Aspartat des Aglycons und Lys218 des Proteins war Uber fast
1700ps stabil(Abbildung 75). Damit bestand dieser Kontakt fast zehnmal so lange wie bei
48. Obwohl dies eine stabilisierende Wirkung auf das Aglycon hatte, erwies sich die
Naphthylgruppe alsehr mobil und entfernte sich bereits wéhrend der ersten wenigen Schritte
der Simulation aus der Nahe des Proteins.
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Abbildung 75: Auftragung der jeweiligen Distanzen der beiden Sauerstoffatome der Carxylatgruppe
des Aspartats des Aglycons vod9 und des Stickstoffs der Ammoniumgruppe des Lys218 im zeitlichen
Verlauf der Molekiildynamiksimulation. Bei Distanzen iiber 3A sind die attraktiven Wechselwirkungen
einer Salzbriicke nicht mehr exisént. Dies ist hier nach ca. 167ps der Fall.

Nach dem Verlust der Salzbriicke keei3sich nur vereinzelte Schwachgontakt zwischen
Protein und Aglycon feststellenDie Naphthylgruppe bewegte sichumeist frei im
Losungsmittel bevor sie zum Ende der Simtibn erneut Uber Serl33 schwache
Wechselwirkungen zum Protein aufba(dbildung76).
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Abbildung 76: CrossedeyeDarstellung des Liganden49in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5 zu
Beginn (oben) und am Ende (unten) der Molekildynamiksimulation nach 4.8s. Die Endlage des

Aglycons lief3 nur auf vereinzelte schwache Wechselwirkungen zum Protein diefden.

Die Auftragung delRMSF der Schweratoma Abbildung 77 zeigt dass die Fluk@ion ab
Atomnummer 25, dem glycosidischen Sauerstoff, stetig zun@hihrend be#8 als hochster
Wert eine RMSF von 4.A erreicht wurde, stiegen bei9 aufgrund der ungehinderten

Bewegungsfreiheit des Aglycons die Werte auf fash E.
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Abbildung 77: Auftragung der quadratisch gemittelten Fluktuation der Schweratome des Ligandem9
Uber den gesamten Zeitraum der Molekuldynamiksimulation. Die Atome der Naphthylgruppe und die der

Seitenkette des Aspartats ween eine besonders hohe Fluktuation auf.

Der LigandProteinKontaktplot zeigte ebenfallseindeutig, dass das Aglycdweine stabilen
Wechselwirkungen mit dem Proteiiiber einen relevanten Zeitraum eingi#dpbildung 78).

Die restlichen Regionen des Liganden zeigten hingegen ausgepragtes Netzwerk
verschiedenartiger Wechselwirkungen, die teilweise Uber den kompletten Zeitraum der
Simulation vorhanden wareBie Ammoniumgruppe der funktionalisierten Seitenkette zeigte
den beim EntwurfangestrebterKontakt zum Carboxylat der Seitenkette von GIlul86.
Zusatzlich ergaben sich weitere Uber Wasser vermittelte Wechselwirkungen mit dem
Proteinfickgrat. Gleichfalls konten fur die terminale Carboxylatgruppe der Seitenkette eine
Vielzahl zusatzlicher Kontakte zum Protein festgestellt werden. Die priméar angestrebte
Wechselwirkung war der Aufbau einer Salzbriicke zu LysPi@&se war auch tUber 86 der
Simulationsdauer fegtdlbar. Zusatzlich konnten weitere direkte und Uber Wasser vermittelte
Kontakte zu Gly224, GIn222 und Ser223 erkannt werden. Ein derartiges Netzwerk von
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3 Ergebnisse und Diskussion

Wechselwirkungenzu mehreren Aminosaureprscheint aufgrund der real gemessenen
Steigerung der Affindt dieses Liganden gegenub#8 als durchaus wahrscheinlich. Der
Einfluss einer Salzbricke zu einer Losungsmitgdonierten Stellauf die Bindungsenergie

ist in der Regel gering, da vor der Bindung des Liganden die polare Gruppe zunachst

desolvatisiert werden muss und dieser Prozess sehr energieaufwendig ist.

: TRP H20
A 148

SER
129

C

. )‘\: o
H
o] N A
N o]
H
o
W Is)

positiv geladen

. negativ geladen
H0 A

SER
\ 5 polar
H.0
5% o AT hydrophil
SER
141 = H-Briicke zum Ruckgrat

= = H-Briicke zu Seitenkette

Abbildung 78 Darstellung der Ligand-Protein-Kontakte fur den Liganden 49. Die prozentualen Werte
sind die anteilige Kontaktdauer. Gezeigt sind nur Kontakte, die Uber mindestens 2% der gesamten

Laufzeit der Simulation von 4.8ns existent waren.

Die Molekildynamiksimulation der beiden Ligandé8 und 49 haben aul3erst interessante
Aspekte der Bindungsmodi aufgezei@ie Relevanz der Simulationemurde dadurch in
Frage gestellt, dass beide suggéeier die Bindung der Ligandesei schwach Die
experimentellen Daten zeéen hingegen durch niedriges®Nerte und besonders gering#
rates dass der ProteihigandKomplex sehr stabilwar. Trotz dieser Diskrepanboten
einzelne Aspekte der Simulationéfinweise auf die moglicherweise realen Gegebenheiten
der Bindungsereignisse. Im Fall vei8 verblieb die Cyclopropylmethylammoniugruppe
trotz starker Bewegungen des restlichen Liganden und Deformation der Bitehaohgsstets

in diesergebundenDies zeigte zum einen den Wert der Cyclopropylgruppe und vor allem,
wie gunstigdie Ammoniumgruppe dian natirlichen Liganden vorhandene Hydroxyfunktion
ersetzt Bei 49 zeigte die Auswertung der Molekildynamiksimulation, dass die

Carboxylatfunktion in ein Netzwerk von Wechselwirkungen eingebunden Wases
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3 Ergebnisse und Diskussion

stabilisierte nicht nur deren Lagsondern auch die der Ammoniumgruppe des Lys218. Die
gesenkte Mobilitat der Seitenkette konnte wiederum der Grund fur den stabileren Kontakt von
Lys218 zum Aspartat des Aglycons sein, welcher4g&direkt zu Beginn der Simulation
zusammenbich. Als abschlieRender Punkt verbleibt noch die Mobilitat des Aglycons. Die
sofortige Loslosung der Naphthylgruppe in der Simulation ¥$h wurde als nicht
reprasentativ angeseheata der Ligandi2, welcher nur mit denfunktionalisiertem Aglycon
modifiziert war, bereits gute Affinitaten zum Protein aufwies. Dass die Naphthylgruppe sich
jedoch Uber die Oberflache des Proteins bewegt und verschiedene, annahernd gleichwertige
Wechselwirkungen eingehen kamvie es in der Mizkildynamilsimulation des Ligande#8

zu sehen warmag realistisch seinm klassischen Wirkstoffdesign wurde die Flexibilitat
eines Liganden als negative Eigenschaft eingeschétzt, da dessen Bindung durch ein
angenommen starres Protein odereinem starren Komplex zu entropistlegriindeten
EinbuRen an freier Bindungsenergie filhren wiitde? Neuere Theorien zeigen, dass eine
gewisseFlexibilitat des Ligandenn einigen Systemedurchaus von Vorteil sein kann. Bei

dem Konzept derconformational selectiodiegt das Protein in vielen unterschiedlichen,
miteinander im Gleichgewicht liegenden Konformationen gleichzeitig\7t° Ein flexibler

Ligand misste dann nicht zwarlgafig eine bestimng Konformation einnehmen, sondern
kann unterUmstanden in verschiedenen rdumlichen Anordnungen eine jeweils passende
Konformation des Proteins bindeDartber hinaukann die Bindungstasche auakihrend

des Bindungsereignissascht stare Bereiche besitzen. Artifizielle Liganden, wie die in
dieser Arbeit dargestellten, kdnnen zusatzlich an Regionen binden, die nicht mehr der
Bindungstasche zugehoérig sind widh somitgenerell unabhéngig von dieser bewegder

nicht durch das Bindungseignis rigidifiziert werden In derartigen Systemen kann

Flexibilitat eine vorteilhafte Eigenschaft séif.
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4 Zusammenfassung

Die Influenza ist eine hochansteckende, durch Viren ausgeltste Krankheit. Bei saisonalen
Ausbriichensterben bis zu 50000 Menschen pro JahrBei besonders verheerenden
pandemi schen Ausbr dchen, vowil98stegerrdie Z&hieraden s c h e |
Todesopfer auf 2650 Millionen® Auch wenn die Herkunft des Erregers bisher nicht
eindeutig geklart werden konnte, zeigte sich zumindest bei den spaserdeniten von 1957

und 1968, dass es sich bei den ErregemViren handelte, welche sich durch genetische
Reassortierungus aviaren Influenzavireentwickelt hattert!”*%° Seit 1997 treten wiederholt

Falle von Ubertragung eines Vogelgrippevirus auf den Menschen auf. Der Erreger des
Subtyps A/(H5N1) in seiner hochpathogenen Form weist hierbei eine extrem hohe
Sterblichkeitsrate von iiber 86 auf*® Das Ausbleiben einer Pandemie ist vor allem der
bishernicht auftretenden Ubertragung viblensch zu Mensch zuzuschreiben.

Der Primérlontakt eines Influenzavirus zu einer Zelle wiider dasvirale Hamagglutinin
hergestellt Es ist somit dasarget fur den Entwurf einegntry-Inhibitors. Das homotrimere
Lectin bindet an Sialinsawterminierte Strukturen der Glycalyx. Im Rahmen diesehrbeit
wurden lasierend auf einer RdntgenkristallstrukeinesHamagglutinins HSim Cokristall

mit einemRezeptoranalogowerschiedendnhibitorkonzepte entwickelZum einemwurden
Liganden entworfen, die sich im Kern der Struktur Nekcetylneuraminséae bedienten und
durch Modifikationen die Affinitat deutlich steigerten. Zum anderen wurde aufbauend auf

einem virtuellerrscreeningein Fragmenbasiertesle novaDesign durchgefihrt.

Beim virtuellen screeningwurden drei Substanzbibliotheken mihsgesamimehr als1400
Strukturengetestet Aus dem Ergebnissatz konnéene sehr gutestrukturelle Basis fir den
weiteren Designprozess gewonnen werden. Zusatzkadmnte die Kenntnis sich
wiederholende Anordnungerfunktioneller Gruppen, bzw. ihrer elektrostahen Potentiale,
genutzt werden, um in nur wenige’schritten aus der Basisstruktuden sehr
vielversprechendehiganden8 zu entwickeln. Dieser verfligte tUber eine theoretische freie
Bindungsenergie vor65.4kcal/mol. Fur die Darstellung des Molekiils konnte des Weiteren
erfolgreich eine Synthesestrategtabliert werden. Von Bindungsstudien wurde aufgrund zu

geringer Loslichkeit in wassrigen Puffersystemen abgesehen.

Fur die Sialinsaurbasierten Liganden wurden zun&thUntersuchungen zuC-9
Aminokonjugatender N-Acetylneuraminsaureals strukturelle Alternativen getatigt. Diese
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waren von grolRemIinteresse, dadie Derivatisierung der Seitenkette nach Trunkierung
aufgrund der auftretenden Nebenprodukte synthetwoblenbehaftet war. Diein silico
Studien zeigten, dass die Bindungsaffinitaten de9 Sminokonjugateund deranalogen
Aminokonjugate trunkierteN-Acetylneuraminsaursehr ahnlichwaren.Es gelang drei der
entworfenen Liganden erfolgreich darzustellen undsnligren.Mittels SPRSpektroskopie
wurden die Dissoziationskonstantedes EthylaminoderivatsKp 15=86.4uM, des
n-PropylaminoderivatsKp, 16 = 195uM und desiso-PropylaminoderivatsKp 17 =221 M
bestimmt.Diesewaren damit in guter Ubereinstimmung mit den virtuellen Bindungsstudien.
Da die etablierte Syntheseroute nur zu einem eingeschrankten Produktspektrum einen
einfachen Zugang botwurde won einer Kombination dieses Ligandenkonzepts mit dem
funktionalisierten Aglycon abgesehewbwohl die Affinitaten bewahrt wurden

Fur die urspiinglichenLiganden mit funktionalisiertem Aglycon konnte eine Syntheseroute
etabliert werden.lm Verlauf deer wurden vor allem Herausforderungerbeziglich der
Isolation derProdukte tberwunderics gelang drei verschiedene Liganden darzustellen, von
denen zwei zusatzlich zu dem funktionalisiertédglycon eine Modifikation der
Glycerolseitenkette besalReflr beide Liganden wurden Molekildynamiksimulagon
durchgefuhrt, anhandderer das unterschiedliche Wirken der einzelnen Segmente der
Liganden beschrieben und die Bindungsprozesse besser verstanden werden Kadnisn.
Ligandenohne Seitenkettenmodifikatiof? und den Cyclopropylmethylaminenodifizierten
Liganden 48 konnten mittels SPpektroskopiedie Bindungsstarke bestimmt werden.
Starke unspezifische Wechselwirkundmeinflussten jedoch die Messunge®o wurden bei

der thermodynamischen Auswertung der Daten die Dissoziationskonstanten zu
Kp,42=6.2mM und Kp 45=677uM bestimmt. Die kinetische Auswertung hingegen ergab
Kp 2=126uM und Kp 45=6.38uM. Als alternatives Verfahren wurden zusatzlich
kompetitive STDNMR-Titrationen durchgefuhrtAus denerhaltenen Datemvurden durch
Anwendung dene site competitioModells die inhibitorischen Kostanten berechnEs
wurdenWerte von bis zWK, s = 2.7 uM, K, 48=253nM und fur den 4Aminobuttersaure
modifizierten Ligandeiis zuK, 49 =177uM erhalten Die Verbindunger8 und49 gehoren
somit zu den potentestdansher beschriebenanonovalenterLiganden des Hamagglutinins
H5.
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5 Summary

Influenza is a highly infectious disease caused by a viral pathogen. Every year u@500
humans die during seasonal outbreaklse most devastating influenza pandemic was the
"Spanish flu" in 1918. It resulted in 2G0 million deaths worldwide. Although the origin of

the pathogen is still unproven today, it is known that the viruses leading to pandemics in 1957
and 1968 had @lved from avian influenza viruses through genetic reassortment. Since 1997
there have been hundreds of reported cases of humans contracting an infection of this
zoonosis. The viruses are of the subtype A/(H5N1) in their highly pathogenic form. The
mortality rate in these cases wagceptionally high, exceeding 3. The absence of
pandemic outbreaks amongst humans is mainly due to the very improbable tocmaman
transmissionUp to now here has not been\eerified case but adaptation to human hosts

remains a threat.

The infection cycle starts with the influenza virus establistangrimary contact via its
hemagglutinin, making it the target for entry inhibitors. The homotrimeric lectin binds to
terminal sialic acid moieties of the glycocalyx.the ex@rimental part of the studynhibitor
structures were developed utilizing attray crystal structure of hemagglutinin H5-co
crystallized with a receptor analog. Two different underlying concepts were applied in the
design process. One approach was an entirely artificial ligand wdes®vodesign was
based on a virtual screeningfoigment libraries. The other concept made ust@®known
natural ligand. TheN-acetylneuraminic acid moiety was modified, thus increasing its

theoretical affinity significantly.

Virtual screening was carried out using three libraries containing manel#00 structures.

The docking results yielded one very promising structure as a strong basis for further design
cycles. Careful analysis of the top scoring structures revealed repeating patterns in the
positioning of functional group®r rathertheir eletrostatic potentials. Based on these
findings the highly promising liganl was created in only a few iterations. The theoretical
free bindhg energy was calculated to b@&5.4kcal/mol. Furthermore, a strategy for total
synthesis was establied. The resulting substance was not soluble in common-based

buffers, therefore no binding studies were conducted.

With respect tosialic acidbased ligandsstudies on € amino conjugates as structural
alternatives to amino conjugates of truncdtiegicetylneuraminic acid were undertaken. These
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were of high interest because truncation and derivatization led to a varietypobdycts
hampering work up ancgeducingyields. In silico studiesshowedsimilar binding affinities for

both classes of ligals. Three newly designed structures were successfully synthesized and
isolated. Dissociation constants for all three were determined usingsj@fRoscopyThe
ethylamino derivativikp 15 = 86.4uM, then-propylamino derivativip 16 = 195uM andthe
iso-propylamino derivativekp 17=221 pM. These results were in good agreement with the
virtual binding studies. Due to a limiteynthesizeableroduct spectrum, this ligand concept

was not combined with the functialized aglycone although affinities were retained.

Synthesis ofin silico designed ligands with functionalized aglycone wsagccessfully
accomplished. While establishing the synthetic route, isolation of pure products proved to be
difficult. Preventingthe formation of certain byroducts and optimizing work up protocols
overcame thesebstaclesThree ligands were synthesized, two of which were modified at the
glycerol side chain in addition to the functionalized aglycone. For a better understanding of
the binding processes, molecular dynamics simulations were carried out for the latter ligands.
These gave a valuable insightarthe collaboration of thearioussegments of each molecule.
SPRspectroscoppinding studies werasedfor the ligand with unradified side chaid2 and

the cyclopropylmethylaminderivative 48. Owing to the stronginterferenceof unspecific
interactiors the interpretation of the results was difficult. Thermodynamic data analysis
yielded dissociation cotents Ky 40 =6.2mM and Ky 43 =677 UM, whereas kinetic analysis
resulted in i 4 =126 UM and Kp 48 = 6.38uM. Respectively, & a complementary method
competitive STDNMR-titration was employed. The resulting datgere consistent and
matched the one site competition model well. Therefore,-SMR results were considered

to be more reliable. The measured inhibitory constants weren to K, s =2.7 uM,

K| 48=253nM and for the 4aminobuyric acid modified liganddown to K, 49=177nM.
Consequently, the compound8 and49 are among the strongest knowronovalentigands

of hemagglutinin H5 reported up to the present date.
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6.1 Gerate, Software, Chemikalien und Materialien

6.1.1 Verwendete Gerate

ESFTORMS: Agilent Technologiess 6224 ESITOF; Gefriertrocknungsanlage: Martin
Christ - Alpha 12, Alpha t4; HPLGMS: Agilent Technologies 1200 Series mit 1260
Infinity Injector, DAD und Fraction Collecto6120 Quadrupol MS mit G1986C Active
Splitter; MALDI -TOFMS: Bruker Daltonics- Biflex Ill; NanoDrop: Thermo Scientifie
ND-1000 NMR-SpektrometerBruker Biospin- AMX 400, DRX 500, Avance 11l HD 600,
Avance 700 mit CryoprobenkappH-Meter WTW - pH 311Q Reinstwasseranlage&sG
Water - 7SG Ultra Cear UV 18.2 Q; Schmelzpunktmessgerat: Barnstead Internatl.
Electrothermal Digital 9100; SPR: GE HealthcardBiacore 3000; SPR Sensorchip: XanTec
bioanalytics GmbH CMD 200 M Zentrifuge Eppendorf 5415 D.

6.1.2 Verwendete Software

Agilent Technologies: LC/MSD ChemstationRev. B. 04.03 [54] Bruker Biospin:
TopSpin 3.1 CambridgeSoft: ChemDraw Pro 11®E Healthcare: Biacore 3000 Control 3.2
BlAevaluation 4.1 Mestrelab Research S:L.MestReNova 7.1:9185 Origin Lab:
OriginPro 9.1G 64bjtSchrodingerMaestro 20144.

6.1.3 Verwendete Chemikalien und Materialien

ABCR: Silbernitrat, Trisopropylsilan; Acros:Amberlite IR 120, 4Aminobuttersauretert-
Butylacrylat, Ethylacrylat, INaphthol; Agilent TechnologiesESI tuning mix Alfa Aesar
3-Aminopropanl-ol, 3-Brompropionsaure, Cyclohexylmethylbromid, Cymlopylmethyt
amin, 3Methyl-4-nitropheno] Applichem: Ameisensaure; BCD Chemie: Ethanol vergallt;
Biesterfeld Toluol; Chempur HATU; Eurisotop: Chloroforrrdl, DMSOd6, Methanold4;
Fluka: FmoeOSu, Kieselgl 100 C18RP, Natriumperiodat, PD/C (@), Pyridin, THF;

Fluorochem: Cyclopropylbromid; Griussing: Ammoniakldsung%25 Essigsaureanhydrid,
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Kaliumhydroxid, Natriumhydrogencarbonat, Salzsdure%37 Triethylamin; Honeywell
Natriumiodid; IBT Bioservices: Haagglutinin H5 (A/Vietnam/1203/2004 H5N1); IRIS
Biotech N-Acetylneuraminsaure\,N-Dimethylformamid, Piperidin, TFAKraemer&Martin:
Aceton, Chloroform, Dichlormethan, Ethylacetat, Methanol, PetroletheBO6Q.ancaster:
Natriumcyanoborhydrid; Lehmann & 08s: Celite; MachereMagel: DC-Folien
ALUGRAM® Xtra SIL G/UV.ss Merck: Acetylchlorid, Acrylnitril, Chloracetylchlorid,
Diisopropylethylamin, Ethanal, N-Hydroxysuccinimid, Kaliumcarbonat, Kieselgel 60,
Natriumazid, Natriumhydroxid, Propan#po-Propylacetat, Salicylsaure, Triton B; Riedel de
Haén: Natrium, Natriumcarbonat; Sigmddrich: EDC, Methylacrylat, Silbercarbonat,
p-Toluolsulforsaurehloride; Th. Geyer: Lithiumaluminiumhydrig VWR: Acetonitril,

Essigsaure, Natriumchlorid; Westphal&vasserstoff.

6.2 Computergestiutzte Methoden

Die virtuellen Studien wurden mit deProgramm Maestr 20144 (Maestro, version 10.0,
Schrédinger, LLC, New York, NY, 2024durchgefuhrt. Soweit keinanderen Parameter
angegeben werden, wurden stets die Standatdw in den Einstellungen der
Konfigurationsdialoge verwendet. Als Grundlage aller Arbeiten diente die Kristallstruktur des
Hamagglutinins H3\/Schwein/Hong Kong/3/97 (PDB ID: 1JS&}.

6.2.1 Vorbereitung der Krista llstruktur

Nach dem Laden der Struktur in Maestro wurde sie mit Beatein Preparation Wizard
bearbeitet?? Hierbei wurden zusatzlich die Optioneam Generieren fehlender Seitenketten
und loopsmittels Prime und dasappender Termini aktiviert. Des Weiteremurdendie sich

in den Originaldaten befindlichen Wasserstoffe geléscht und neu hinzugeflgt. Danach
wurden alle Wassermolekile aus der Struktur gel6sahbschlieRend wurde inProtein
Preparation Wizarddie Wasserstoffbriickenzuordnung optimiert und eine Minimierung
durchgefuhrt.
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6.2.2 Virtuelles screeningvon Liganddatenbanken

Vor dem eigentlichedockingwurde mit denReceptor Grid Generatiowerkzeug von Glide

ein grid erstellt****° Fur die Box wurde eine GroRRe von A4n alle drei Raumdimensionen

gewahlt. Der Mittelpunkt der Box verblieb in der Mitte des naturlichen Liganden. Das Glide
dockirg wurde mit der OptionPrecision: XP (extra precision)durchgefiihrt. Die
Ligandendatenbanken wurden von &ictinges Onlineangebot bezogen. Hierbei handelte es
sich um 1000 Struktdid&re dugademDegCGliyde Sbit tig
aus Ge n de, Fragment Li brary® I n der zul et

Version!#1?412% pje | adungszustande wurden aus den Datenbanken {ibernommen.

6.2.3 Design der Neuraminsaurebasierten Liganden

Die Erstellung der Neuraminsadbpasierten Liganden erfolgte ausgehend von der
N-Acetylneuraminséure, welche beraitsder Kristallstruktur vorhanden war. Das Einpassen
der neuen Strukturelemente erfolgte dabei manAekchlieRend wurde fur jedendanden
mittels MacroModel eine Minimierung mit dem Protein durchgefuhrt. Fir die im Folgenden
berechneten Bindungsenergien wurden die Liganden aus den minimierten Komplexen
extrahiert. Die Berechnung der Bindungsenergie erfolgte mittels PrimeSBBIA 127128 Als
Rezeptor wurde die Struktur des urspringlich aus der Proteinvorberestinadtenen
Hamagglainins verwendet.

6.2.4 Durchfiihrung von molecular dynamics Simulationen

Die ProteinLigand-Komplexe wurden in den Desmongsfem Builder geladen:?***! Hier

wurde eine orthorombische Box definieRls box size calculation methodurde buffer
gewdhlt und die Distanzen aaf= b = 108 undc = 17A gesetzt AbschlieRend wurde das
Skript zur Minimierung des Volumens durchlaufen gelasBtwaige Uberschiisse negativer
Ladungen wurden durch hinzufigen von Natriumionen neutralisiert und anschlief3end als
Losungsmittel eine 15MM NaClLAsung eingestellt. Mit diesen Einstellungen wurde dann
das System generiert und in Desmond Molecular Dyrmrgeladen.Die Simulationen
wurden Uber einen Zeitraum von 48 durchgefuhrt. Dabei wurde der Energieverlauf alle
1.2ps und eirSchritt in derTrajektoriealle 4.8ps gespeichert. Alsnsemble classurde der

Modus NPT und eine Temperatur von 30@nd ein Druck von 1.0132Bar eingestelltZur
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Auswertung der Daten der Simulation wurden Desmond Simulation Event Analysis und

Desmond Simulation Interactions Diagram verwendet.

6.3 SPRBindungsstudien

6.3.1 Immobilisierung des Hamagglutinins H5

Das kommerziell bezamne Hamagglutinin H5 befand sich geldst in einem-Priffer mit
einem angegebenen Gehalt von g#mL. Um Tris abzutrennen, wurde das Protein durch
Dialyse in den Immobilisierungspuffainter Zusatz von 26M N-Acetylneuraminsaure
methylglycosid tiberfiihrt. Hierfir wurden AmicSh Ultracel® Zentrifugenfilter (MWCO
3kDa) eingesetzt. Als Immobilisierungspuffer wurde einni@ Acetatpuffer pH 5.5
verwendetDas Protein wurde auf einener$sorchip CMD 200 m vo XanTec bioanalytics
GmbH immobilisiert. Als Messgeréat wurde ein Biacore 3000 der Firma Biacore verwendet.
Der Sensorchip wurde am Tag vor der eigentlichen Messung in das Gerat eingesetzt und Uber
Nacht mit Laufpufferunter Verwendung destandbyMethodegespilt. Als Laufpuffer wurde
kommerziell erworbener HBEP+ Puffer verwendetlr die Aktivierung, Immobilisierung

und dascappingwurde eine Flussrate vonph/min eingestelltDie Kupplung erfolgte unter
Standardbedingungen mit frisch angesetzter EDGHNBsung welche fur 2Imin. Gberzwei
Flusszellengeleitet wurde.Von der Proteinldsung wurden 5%uP (entspricht 8ug H5)
dialysiert. Das Protein m Immobilisierungspufferwurde fir 22min Uber eine Flusszelle

geleitet. Danach wurde beide Flusszellefiir 10 min mit Ethanolamin gecapped.

6.3.2 Durchfiihrung der Messungen und Auswertung

Die Verdinnungen der verschiedenen Liganden wurden in kommerziell erworbenen HBS
EP+ Puffer angesetztDie Messreihen wurde mit einer Flussrate von 2€/min
durchgefuhrt. DieKontaktzeit der Liganden betrug biin. Anschlie3end wurde I&in mit
Laufpuffer gespult.Die Konzentrationsreihen aller Liganden bestanden jeweils aus funf
Proben Die Vermessung erfolgte von der kleinsten zur grof3ten Konzentration, gefolgt von
einer ereuten Messung der geringsten KonzentratiDre erste Bearbeitung der Daten
erfolgte mit der BlAevaluation 4.1 Software. Mit diesem Programm wurden die Daten

importiert und die Sensorgramme der einzelnen Messzyklen noriresthlielend wurde
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mit dem Progamm Origin 9.1 eine lineare Basislinienkorrektur anhand der negativen
Steigung der Sensorgramme vor der Injektion durchgefibi®. so normierten und
korrigierten Daten wurden dann durddurvenanpassungerebenfalls mit Origin 9.1
ausgewertetFur die themodynamische Analyse wurden von jedem Messzyklus die RU
Antworten 595s nach Injektion beginnend Ubers&rithmetisch gemittelt und gegen die
entsprechende Konzentration aufgetrag@msatzlich wurde ein artifizieller Nullpunkmit
einer RUAntwort von 0 bei einer Konzentration von Qeneriert. Die Anpassung der
Datenpunkte erfolgte an das in Origin 9.1 implementierte site bindingModdl. Fir die
kinetische Auswertung wurd&y; durch die Anpassung der RAhtworten einesjeden
Messzyklus soweit nichtanders beschriebefl0s nach Injektion beginnend Uber 49&n

folgende Funktior§3) bestimmt
i Qi néegev o6z ° ©)

Hierbei wurde nur die Startzey festgelegtDie Kurvenanpassung z@estimmung von

wurde stets10s nach Injektionbegonnen. Der Endzeitpunkt wurde so gewadhlt, dass der
Einfluss unspezifischer Wechselwirkungen maoglichst gering war. Die Anpassung erfolgte an
folgende Funktior{4):

iQingeeyzp Q ° ’ Y'Y 4
Hierbei wurdendie zuvor bestimmten Werte vongk sowie die Konzentration des Liganden

CLigand Und die Startzeiptvorgegeben und festgelegt

6.4 STD-NMR Bindungsstudien

6.4.1 Vorbereitung der NMR -Proben

Das kommerziell bezogene Hamagglutinin H5 wurde zunachst durch Dialyse in einen
deuterierten PB®uffer @PBS) uberfuhrt. Hierfur wurden Amicon® UltraceP
Zentrifugenfilter (MWCO 10kDa) verwendet Der dPBSPuffer beinhaltete 1M
NaH,PO;, 10mM NagHPQ,, 150mM NaCl und 10nM NaN; in Deuteriumoxid. Nach der
Dialyse wurde die Konzentration des Proteins per NanoDtdy Spekrophotometer

bestimmt. Der Extinktionskoeffizientund die Massedes Proteins wurde aus dessen
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Ami nosaur esequ exz= 8®40L/mat-¢dmn Mt = G45kDa).**** Die
Konzentrationsbégnmung erfolgte sechsfach und die Messwerte wurden gemiteti.
diesem Wert ausgehend wurden dann die gewlnschte ProteinkonzentatibpM durch
Verdinnung midPBS eingestelltDie BeifigungdesNe u5 Ac a2 Me al s Ko mp
durch Zugabe von HuL einer 80mM Losung des Methylglycosids imdPBS. Das
Gesamtvolumen der NMiRroben vor Zugabe der Ligandlésungen wurde stets aufill80
eingestellt.Die Liganden wurden ebenfalls dPBSPuffer mit 20mM Neu 5 Ac a 2 Me

Die Proben wurdeninBmMATCH™ RO6hrchen gemessen.

6.4.2 Aufnahme und Prozessierung der STENMR -Spektren

Die Messung der STINMR-Spektrererfolgte an einem Bruker 700Hz Spektrometer mit
cyoPr obenkopf . Die verwdddéft alle §pkiren sverden min z
512scansbei 298K gemesserHierbei betrug die Sattigungsnd die Relaxationszeit jeweils
D1 = D20 =2 s. DesWeiterenwurde mit folgenden Einstellungen gemessen: PL4.5dB,;
PL10 = 12dB; PL29 = 5.591B; D29 = 30ms; SP10 = 32.58B; SP13 = 3@B; P13 = 50ns.

Die gemessenen pseudo-3pektrenwurden in die entsprechendeft undon resonancédD
Spektren separiert. Das Fl&son resonanc&pektrums wurde dann von einer Kopie dés
resonanceSpektrums substrahiert. Die drei so erhaltenen Spektueden dann prozessiert.
Hierbei wurde nach Fouriertransformation zunachst im Differenzspektrum die Phase manuell
korrigiert und anschlieBend auf die anderen beiden Spektren Ubertragen. Auf dasrééD w
ein line broadeningvon 1Hz angewendet und die Fourtansformierten Spektren wurden

mit einem Polynom nullter Ordnung BasislinieRkorrigiert. Nach automatischer

Phasenkorrektufapk) wurdedie Phase in nullter und erster Ordnumgnuell korrigiert

6.4.3 Auswertung der STD-NMR-Spektren

et

wal

Es wurden mittels serieller Prozessierung die Integrale ausgewahlter Signale bestimmt.

Anhand dieser Werte wurden dann die STD% durch Division eines Integrals aus dem
Differenzspektrum durch das entsprechende Integral dmms off resonanceSpektrum
berechnetDie STD% wurden dann in dem Programm Ori§ifh zunachst so normiert, dass

der gro3te Wert einer Messreihe auf Y0@esetzt wurde. Anschliel3end wurden die STD%
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gegen den dekadischen Logarithmus der Konzentration teadge. Bei der Auftragung
wurde der Wert der Nullprobe weggelassbarch Anpassung ddbatenpunktean dasone
site competitionModel konnte dann ein Kg Wert erhalten werden. Anhand der Cheng
PrusoftGleichung(5) wurdeanschlieRendnit der bekannten Konzentration des Kompetitors
und einer Dissoziationskonstante fur das Pref@mpetitorSystem von K = 2mM die

inhibitorische Konstante foerechnet®*

@ ®)
U

6.5 Synthesen und Charakterisierungen

6.5.1 Darstellung von N-[4-(Cyclohexylmethoxy)}2-methyl-phenyl]-2-
(3-hydroxypropylamino) -acetamid 8

Analog zu einer literaturbekannten Vorschrift wurden O0@741.2mmol) 4(Cyclohexyt
methoxy}2-methylanilin und 1.4 (16mmol) Natriumhydrogencarbonat in InfL
iso-Propylacetat suspendiert und anschlieRend ad€ Sabgekiihlt®® Dann wurden
tropfenweise 0.15L (0.21g, 1.9mmol) Chloracetylchlorid innerhalb von 1%nin
zugegeben. Es wurde auf 256 erwarmt und 2nL demin Wasser zugegebemNach
Entfernung derwassriga Phasewurde de organische mit 0.3@L (0.33g, 4.4mmol)
3-Aminopropanl-ol versetzt und dann firl2bei 60°C geruhrt. Danach wurden 0.46_
demin Wasser und 0.18\L iso-Propylaetat hinzugegeben und nochmals auf®@@rwarmt.
Die organische Phase wurde abgetrennt und fuauf 0°C gekuhlt. Der dabei ausgefallene
Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt und mit kalismvPropylacetat gewaschen. Nach
Trocknung im Feinvakua wurde saulenchromatographisgereinigt (Eluent: EtOH). Es
wurden 42ng (0.13mmol) eines hellgelben Feststoffes erhalten. Dies entspricht einer

Ausbeute von 1%.
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Charakterisierung
hellgelber Feststoff

Schmelzpunkt72°C

Ri-Wert (EtOH): 0.25

C19H30N203
MG = 334.45 g/mol

ESFMS: m/z berechnet: 3352329[M+H]"

gemessen: 3352335[M+H]"

'H-NMR (400 MHz, DMSQd6): U [ppm] = 9.37 (s, 1H, M-CO), 7.57.47 (m, IHH-6' ) ,
6.81:6.70 (m, 2HH-3 H-5 ), 3. 7B1°'('d),, 23HH®88 ' (), 3H29 (s ,
265 (t, 2HH-1" '’ ), 2CHJ,7L.79(&8H,H-33 FH&, ' a )-1,58 (In, 6HM-2 ' '

H-4° ' &, 'Heb, 'H®, 'H-22',’ ' b-1.11 (n, 3H8HR4 ’ 'HE5,” 'HKB, ' b -), 1.0
0.97 (dg, 2HH-3* "H&¥, @ b)

B a=3dr e a=722.3Hz, %% = % = 3.0Hz,°% - =16.5Hz, %3+« = £.2Hz,
33, =7.2Hz

3C-NMR (100 MHz, DMSGd6): Ui [ppm] = 169.3 C-1), 1558 C-4 ) , ©€&'1).,7 129. 0
(C2 ), CF4.,4 GB6).,1 GF1).,8 CA2'.’8) ,C-358.'9 CL),53#R4 3 (
(C-1° ’37.) €2 ') ,C232.4) C32®7 '3 )(,C526.)1, CH2 563 * () ,

17.7 CHo).

6.5.2 Darstellung von 4(Cyclohexylmethoxy)2-methyl-1-nitrobenzol 9

Durchflhrung 1:

Eswurden 490ng (8.73mmol) Kaliumhydroxid in 7.2nL Ethanol gel6st und erwarmt. Zu
der LOsung wurden 59@g (3.85mmol) 3Methyl-4-nitrophenol, 1.0@¢ (5.65mmol)

Cyclohexylmethylbromid und eine Spatelspitze Natriumiodid hinzugegeben undfiur
100



6 Experimenteller Teil

Ruckfluss erhitzt. Nach Zugabe von 98@ (17.5mmol) Kaliumhydroxid in 7.1mL bidest.
Wasser wurde erneut fur h7zum Ruckfluss erhitzt. Die Lésung wurde nach dem Abkihlen
auf Eis gegeben und mit konz. Salzsdure anges@liertiabei entstanderg@ispensionvurde
dreimal mit jeweils 20nL Diethylether extralert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden zweimal mit jeweils 601L gesattigter Natriumhydrogencarbotdgtsung und einmal

mit 60mL demin Wasser gewaschen. Es wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
anschlieBendlas Losungsmittelinter verminderte Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte
mittels Sdulenchromatograpdi(Eluent: PE/EE 10:1). Es wurden 18 (546umol) eines
gelben, viskosen Ols erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute \in 14

Durchfiihrung 2:

Eswurden 720ng (4.70mmol) 3Methyl-4-nitrophenolin 9.4 mL DMF geldstund erwarmt.

Dann wurde 1.00g (5.65mmol) Cyclohexylmethylbromid, 3.9¢ (28.5mmol)
Kaliumcarbonat und eine Spatelspitze Natriumiodid hinzugegeben und der Reaktionsansatz
fur 20h zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlevurde die Lésung auf Eis gegeben und
viermal mit jeweils 2GnL Diethylether extrahiert. Es wurde Uber Magnesiumsulfat
getrocknet undanschlieBenddas Losungsmittelnter vermindertem Druclentfernt. Die
Reinigung erfolgtamittels Saulenchromatographi(Eluent: PE/EE 10:1)Es wurden 1.0%

(4.04mmol) eines gelben, viskosen Ols erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute%on 86

Charakterisierung

gelbes, viskoses Ol

R-Wert (PEEE 10:1): 058 ’ OAO

ESFMS: m/z berechnet: 2501438[M+H]" o

2721257[M+Na]”
gemessen: 2501442[M+H]"

2721261[M+Na]*
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'H-NMR (400 MHz, CDCY): U [ppm] = 8.098.06 (m, 1H,H-6), 6.796.75 (m, 2H,H-3,
H-5), 3.81 (d, 2HH-1" ) , 2. 6k8), 1(881.69 @HEH,HQ 'H-3 ' E-4 ' H-5' a,
H-6 ' K-7' a) 51.16L(m,3H-4’ H-5' H-6 ' b) ;1.01{dg,2H,H-3 "’ H-7’ b) .

Jsa 5=, @=12.3H2,°% v=3) - b= B:3Hz,°)1 - 6.4Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCJ): U [ppm] = 163.0 C-4), 142.1 C-1), 137.2 C-2), 127.7 C-6),
118.1 €-3), 1124 C-5),741€C-1' ), C27 ) 7 CR ;79 )(, CB6) 6 CR5, 9
C6' ), CHl. 9 (

6.5.3 Darstellung von 4(Cyclohexylmethoxy)2-methylanilin 10

Durchfiihrung 1:

Analog zu einer literaturbekannten VorscHrift wurden 1.0lg  (4.04mmol)
4-(CyclohexylmethoxyR-methyt1-nitrobenzol in 3dnL Methanol gelést und mikiner
Spatelspitze Pd/Cur 70h. bei RT in einer Wasserstoffatmosphare bed-60bar im
Autoklaven geruhrtEs wurde Uber Celite filtriert. Das Filtrat wurde unter vermindertem
Druck vom Loésungsmittel befreit. Die Reinigung erfodgte durch dreimalge
Saulenchromatographi(1. Eluent: PE/EE 10:1 + 1% 48, 2. Eluent: Toluol+ 0.001%
Essigsaure, 3. Eluent: Toluol/Aceton 10:1) gereinigt. Es wurdem2p681.23mmol) eines
gelben viskosen Ols erhalten. Dies entspricht einer Ausbeare30%.

Durchflhrung 2:

Die gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff als Schutzgas durchgefiihrt. Es 2@@aeg
(7.64mmol) Lithiumaluminiumhydrid in 16nL abs.Tetrahydrofuransuspendiert undinter
Ruckflusszum Sieden erhitzt. Dann wurden 309 (1.2 mmol) 4(CyclohexylmethoxyR-
methyt1-nitrobenzol in 3nL abs.Tetrahydrofurarlangsam mgetropft. AnschlielRend wurde
fur 20h. zum Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurdeaon&chst290u Ldemin
Wassey dann290pu L %ide Natonlaugeund anschliel3ed erneut870u Ldemin Wasser

zugetropft. Es wurde filtriert und das Filtrat dreimal mit jeweilsn5 Diethylether
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extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet und

unter vermindertem Druckom Losungsmittel befreit. AnschlieRend wurde im Feinvakuum
getrocknet. Es wurden 160g (730umol) eines gelben, viskosen Ols erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von &d
Charakterisierung

NH2

gelbes, viskoses Ol

Rsi-Wert (Toluol/Aceton 10:): 043

ESFMS: m/z berechnet: 2201696[M+H]"

Cy4H24NO
MG = 219.32 g/mol

gemessen: 2201698[M+H]"

'H-NMR (400 MHz, CDC4): U [ppm] = 6.736.60 (m, 3H,H-3, H-5, H-6), 3.68 (d, 2H,

H-1" ) , 2. 2HB), 1(8%1,65 M }BHH-Z'H-3 ' -4 ' -5 H-6 " -7  a) ; 1.

1.16 (m,3HH-4* H-5" H-6 ' b ) ;0.971(dg0281H-3 " W-7 ' b ) .

Jss 8=°J7 @=12.3Hz,°%s - =337+ p= 81 Hz,°) . =66 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCY): Ui [ppm] = 166.5 C-4), 152.3 C-1), 135.9 C-2), 124.9 C-6),
117.4 C-3),113.0C-5),744C-1' ), C27 ) 9 CBOC;71 )(, CB6) 7 C@6, 0
C-6 ' 7.9 CHa).

6.5.4 Darstellung von Methyl-5-acetamido9-(ethyl-amino)-3,5,9tridesoxy-U-D-

glyceroD-galacte2-nonulopyranosidonsaurel5

Es wurden27.1 mg (74.4pmol) 26 in 4 mL 0.1M Natronlauge geldst und eine Stunde zum

Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen auf RT wurde mit Essigsaure neutralisiert und
anschlieBend gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC. Fir diese wurde eine

NUCLEODUR® C;g Pyramid S&ule(21x250mm, 5pm PartikelgroRe, MachereYagel)
103
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verwendet und mit einer Flussrate voni2/min eluiert. Als Laufmittel A wurde reinst
Wasser mit 0.26 Ameisensaure und als Laufmittel B Acetonitril/reinst Wasser 95:5 mit
0.1% Ameisensdure verwendet. Graati Omin, 0% B; 5min, 0% B; 11 min, 100% B;
17 min, 0% B.

Nach Trocknung wurden 16rfg (45.7umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von &d

Charakterisierung > oH CooH

farbloser Feststoff

7
OH

OH

Ri-Wert (BUOH/ACOH/H,0 5:2:2): 0.21 . HAN-O
14M26N20g
MG = 350.36 g/mol

Re-Wert (HPLC): 5.01 min.
ESFMS: m/z berechnet: 351.1762 [M+H]

gemessen 351.1765 [M+H]

'H-NMR (400 MHz,MeOD-d4): {i [ppm] = 4.11 (ddd, 1HH-8), 3.72 (ddd, 1HH-4), 3.63
(dd, 1H,H-5), 3.57 (dd, 1HH-6), 3.39 (dd, 1HH-7), 3.35 (s, 3H, O83), 3.35 (dd, 1H,
H-9a), 3.10 (g, 2HH-1" ) , 3. 0 04-9b), B2 (dd1l HH,H-3eq), 2.02 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.56 (dd, 1HH-3ax), 1.32 (t, 3HH-2 ’ ) .

2Joasb= 12.3Hz, 2Jgas= 3.0Hz, Jopg= 9.5Hz, %Jg 7= 8.6Hz, 3J;6 = 1.1Hz, %Js 5 = 10.3Hz,
3354 = 9.9HZ, *J4 3eq= 4.8Hz, *J4 30x= 11.9HZ, *Jaeq 3a= 12.3Hz, %3, - =7.2Hz.

13C-NMR (100 MHz,MeOD-d4): ti [ppm] = 175.7 CH3-CO-NH), 174.1 C-1), 102.2 C-2),
74.1 C-6), 72.6 C-7), 69.3 C-4), 68.5 C-8), 54.2 C-5), 52.1 (QCTHa), 51.6 C-9), 44.2
(C-1' ), C-8)222.8CHs-CONH), 11.3C-2 " ) .
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6.5.5 Darstellung von Methyl-5-acetamido9-(n-propyl-amino)-3,5,9tridesoxy-

U-D-glyceroD-galacto2-nonulopyranosidonsiurel6

Es wurden 2.3ng (6.1umol) 27 in 1 mL demin. Wasser geldst. Durch Zugabe vonrilLl

1M Natronlauge wurde ein pM/ert von 12.5 eingestellt. Es wurde eine Stunde bei RT
gerihrt und anschlieBend mit Essigsaure schwach angesauert. Danach wurde
gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte tmals HPLC. Fir diese wurde eine
NUCLEODUR® C;s Pyramid Saule (21x25®m, 5um PartikelgroBe, MachereYagel)
verwendet und mit einer Flussrate vonri2/min eluiert. Als Laufmittel A wurde reinst
Wasser und als Laufmittel B Acetonitril/reinst Wasser Q&fwvendet. Gradient: @in, 0%

B; 7.5min, 7.5% B; 13 min, 100% B; 15min, 80% B.

Nach Trocknung wurden 1rig (4.7umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von %a.

Charakterisierung 2 oH CooH

farbloser Feststoff

7
OH

OH

Schmelzpunkt: 199C C15HosN2Og

MG = 364.39 g/mol
Ri-Wert (HPLC): 7.55 min.

[J?® = +28.4° (c = 0.37, MeOH)
ESFMS: m/z berechnet: 365.1918 [M+H]
387.1738 [M+Na]
gemessen: 365.1925 [M+H]

387.1734 [M+Na]

'H-NMR (500 MHz,MeOD-d4): U [ppm] = 4.11 (ddd, 1HH-8), 3.71 (ddd, 1HH-4), 3.62 (t,
1H, H-5), 3.55 (dd, 1HH-6), 3.38 (dd, 1HH-7), 3.36 (dd, 1HH-9a), 3.35 (s, 3H, Oy),
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3.022.96 (m, 2H,H-1' ), 2. 9 9H-9H),d2B2 (ddl WH,H-3eq), 2.02 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.781.66 (m, 2HH-2 ' ) , 1. HBax], HO2 (t, 3UHB,’ ) .

3J0aob= 12.6Hz, 3Jgas= 3.2Hz, 3Jop s = 9.4Hz, 3357 = 8.6Hz, °J; 6= 1.9Hz, 3Js5 = 10.2Hz,
3J5.4= 9.8Hz, *Jy 3eq= 4.9H2, *J4 30x= 11.5Hz, *Jaax3eq= 12.3Hz, %33 =7.4Hz.

13C-NMR (126 MHz,MeOD-d4): &i [ppm] = 175.7(CH3-CO-NH), 174.0(C-1), 102.2(C-2),
74.1(C-6), 72.7(C-7), 69.3(C-4), 68.4(C-8), 54.1(C-5), 52.1(C-9), 52.0(OCHs), 50.8
(C-1' ) , (C-8)222.8(CH3-CO-NH), 20.5(C-2 " ) ,(C-31) 2

6.5.6 Darstellung von Methyl-5-acetamido9-(iso-propyl-amino)-3,5,9tridesoxy-
U-D-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosidonsaurel?

Es wurden 21.5ng (56.8umol) 25in 9 mL Natronlauge bei pH 12 geldst und ®@inh. bei RT

geruhrt. Das Reaktionsende wurde per DC detektiert. Nach Neutralisation mitliéeniber

120(H") wurde filtriert und das Filtrat gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte mittels

Gelpermeationschromatographie an Biogel P2. Nach Trocknung wurdemd 33 .9umol)

eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies entspricht einer Ausbeus& ¥an

Charakterisierung za OH CooH

H
1 N
farbloser Feststoff >/

Ri-Wert (EEMeOH/H,O/AcOH

7
o

OH

C15H28N20g
MG = 364.39 g/mol

10:3:3:1): 0.41

[J?? = +19.2° (c= 0.5,MeOH)
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ESFMS: m/z berechnet: 365.1918 [M+H]
387.1738 [M+Na]
gemessen: 365.1923 [M+H]

387.1723 [M+Na]

'H-NMR (500 MHz,MeOD-d4): i [ppm] = 4.10 (ddd, 1HH-8), 3.72 (ddd, 1HH-4), 3.62
(dd, 1H,H-5), 3.56 (dd, 1HH-6), 3.41 (sept, 1HH-1Y, 3.39 (dd, 1HH-7), 3.35 (s, 3H,
OCH3), 3.34 (dd, 1H,H-9a), 3.00 (dd, 1HH-9b), 2.82 (dd, 1HH-3eq), 2.02 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.55 (dd, 1HH-3ax), 1.34 (d, 1HH-2 *),4.34 (d, 1HH-2 ").b

2Jgaob= 12.7Hz, 3Jgag= 2.7Hz, 3Jopg= 9.5Hz, 3357 = 8.7Hz, %J,6 = 2.0Hz, 3Js5 = 10.4Hz,
335.4= 9.5Hz, *J4 3eq= 4.9H2, 3J4 30x= 11.6HZ, “J3eqzax= 12.9Hz, °J, - =6.6Hz.

3C-NMR (126 MHz,MeOD-d4): &i [ppm] = 175.7 (CH-CO-NH), 174.0(C-1), 102.2 C-2),
74.1 C-6), 72.7 C-7), 69.3 C-4), 68.6 C-8), 54.2 C-5), 52.0 (QCHs), 51.9 C-1), 49.2
(C-9), 42.4 C-3), 22.6 CH3-CO-NH), 19.3 C-2 ’) a18.9 C-2 ").b

6.5.7 Darstellung von Methyl [methyl-5-acetamido9-(iso-propyl-amino)-3,5,9

tridesoxy-U-D-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosid]onat 25

Unter Stickstoffatmosphéare wurd88.9mg (89.6 umol unter Berucksichtigung von #00l%
AcOH) 24 mit 3.16mL (2.50g, 43.0mmol) Acetonund 3mL abs. Methanol gel6st und mit
0.1mL Essigsaure angesauert. Danach wurdemmg.{60umol) NaCNBH; in 0.5mL abs.
Methanol zugegebemNach 96 stindigem Ruhren bei RT wurden alle flichtigertaBdgeile

unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie
(Eluent: EE/MeOH 4:1 + % EN). Nach Trocknung wurden 27t0g (71.3umol) eines
farblosen Feststoffs erhalten. Dies entspricht einer Ausbeut®0An
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Charakterisierung

farbloser Feststoff

Ri-Wert (EEMeOH/H,O/AcOH 10:3:3:1): 0.55

C16H30N20s
MG = 378.42 g/mol

[J?® = +44.6 (c = 0.83, MeOH)
ESFMS: m/z berechnet: 379.2075 [M+H]

gemessen: 379.2093 [M+H]

'H-NMR (500 MHz,MeOD-d4): Ui [ppm] = 4.11 (ddd, 1HH-8), 3.86 (s, 3H, COOR3), 3.72

(dd, 1H,H-5), 3.66 (ddd, 1HH-4), 3.55 (dd, 1HH-6), 3.50 (dd, 1HH-7), 3.42 (sept, 1H,
H-1Y, 3.37 (dd, 1HH-9a), 3.34 (s, 3H, O83), 3.10 (dd, 1HH-9b), 2.67 (dd, 1HH3eq),

2.01 (s, 3H, €l-CO-NH), 1.74 (dd, 1HH-3ax), 1.35 (d, 1HH-2 *),d.34 (d, 1HH-2 ’).b

2Joaoh = 12.8Hz, Joas = 3.4Hz, 3Jgbg = 9.0Hz, 3J5; = 7.9Hz, 33,6 = 1.7Hz,
%365 = 10.1Hz, %354 = 10.0Hz, %Jy3eq = 4.6Hz, 3Js3ax = 11.5Hz, “Jzaxzeq = 12.9Hz,
3JcHme = 6.5Hz.

3C-NMR (126 MHz,MeOD-d4): Ui [ppm] = 1754 (CHs-CO-NH), 170.8 (C-1), 10.5 (C-2),
748 (C-6), 723 (C-7), 68.5 (C-8), 681 (C-4), 53.9 (C-5), 53.5 (COGCHs), 521 (OCHy),
52.0 (C-1 Y, 49.0(C-9), 41.3 (C-3), 227 (CHs-CO-NH), 19.3 C-2 *) a18.9 C-2 h).

6.5.8 Darstellung von Methyl [methyl-5-acetamido9-(ethyl-amino)-3,5,9

tridesoxy-U-D-glyceroD-galacto-2-nonulopyranosid]onat 26

Es wurden 8.0 mg (132 umol unter Bertcksichtigung von #0ol% AcOH) 24 bei 6°C in
3 mL Methanolgelést Dann wurden ®0puL (6.32mg, 143umol) Acetaldehyd un@50pl
Essigsaure zugegeben undnb. bei 6°C geruhrt. AnschlieBend wurde frin. bei RT

geruhrt und dann 128L einer 1M NaCNBHs-L6sung in Tetrahydrofuran zugegeben.
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Nachdem fur weitere 16. bei RT geruhrt wurdewurden alle flichtigen Bestandteile unter
vermindertemDruck entfernt und dreimal mit Toluol codestilliefie Reinigung erfolgte
mittels Saulenchromatographie (Eluent: EE/EtOH 2:1 % AcOH) und anschlieRender
HPLC. Fir die HPLC wurde eindUCLEODUR® Cig Pyramid Saulg21x250mm, 5pm
PartikelgrofRe, Macherelfagel) verwendetund mit einer Flussrate von BGL/min eluiert
Als Laufmittel A wurde reinst Wasser mit 0.26 Ameisensaure und als Laufmittel B
Acetonitril/reinst Wasser95:5 mit 0.1% Ameisensaw verwendetGradient: Omin, 0% B;
5min, 0% B; 11 min, 100% B; 17 min, 0% B.

Nach Trocknung wurdeB.5 mg (18 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies entspricht

einer Ausbeute voh4 %.

Charakterisierung > oH CoOMe

farbloser Feststoff

7
0

OH

Ri-Wert (EEEtOH 2:1 + 1% AcOH): 0.11 o HAN-O
15M28N208

MG = 364.39 g/mol
Re-Wert (HPLC): 4.07 min.

ESFMS: m/z berechnet: 3651918[M+H]"
387.1738 [M+Na]

gemessen: 365.1923[M+H]"

387.1734 [M+Nal]

'H-NMR (400 MHz,MeOD-d4): Ui [ppm] = 4.11 (ddd, 1HH-8), 3.86 (s, 3H, COOH3), 3.72
(dd, 1H, H-5), 3.66 (ddd, 1HH-4), 3.55 (dd, 1HH-6), 3.49 (dd, 1HH-7), 3.36 (dd, 1HH-
9a), 3.34 (s, 3H, OBs), 3.153.06 (M, 3HH-9a,H-1 " ) , 2. 6Hr3eq), @.61, (s, AHH
CH3-CO-NH), 1.74 (dd, 1HH-3ax), 1.32 (t3HH-2 * ) .

2Joasb= 12.7Hz, 2Joas= 3.3Hz, Jopg= 9.2Hz, %J57 = 7.9Hz, 3J;6 = 1.3Hz, %Js 5 = 10.0Hz,

335.4= 9.9Hz, *J4 3eq= 4.4Hz, 34 30x= 11.4Hz, *Jaeqzax = 12.9Hz.
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13C-NMR (100 MHz,MeOD-d4): U [ppm] = 175.4 CHs-CO-NH), 170.8(C-1), 100.5 (G2),
74.8 (G6), 72.3 (G7), 68.3 (G8), 68.2 (G4), 53.8 (G5), 53.5 (CO@H;) 52.1 (CCHs), 51.4
(C-9),443 (Gl ), -8)122.BCHE-CO-NH),11.4(G2"' ) .

6.5.9 Darstellung vonMethyl [methyl-5-acetamidce9-(n-propyl-amino)-3,5,9

tridesoxy-U-D-glyceo-D-galacto-2-nonulopyranosid]onat 27

Es wurden 8.0 mg (132umol unter Berlicksichtigung von #8ol% AcOH) 24 in 1.5mL
Methanol und 1.5nL demin. Wasser gelést. Dann wurden 14L.3(9.04 mg, 156 umol)
Propioraldehyd und 25@1 Essigséaure zugegeben uisimin. bei RT gerthrtAnschliel3end
wurden 123pL einer 1M NaCNBHs-LOsung in Tetrahydrofuran zugegeben. Nachdem fur
weitere 16h. bei RT geruhrt wurde, wurden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem
Druck entfernt und itimal mit Toluol codestilliertDie Reinigung erfolgteunachsimittels
HPLC. Fur diese wurde eine NUCLEODURCs Pyramid Saule (21x250m, 5pm
Partikelgréf3e, Machereiagel) verwendet und mit einer Flussrate vom0min eluiert.

Als Laufmittel A wurde reinst Wasser mit 0.% Ameisensdure und als Laufmittel B
Acetonitril/reinst Wasser 95:5 mit 0% Ameisensaure verwendet. Gradienti®, 0% B;

9 min, 13.5% B; 13 min, 100% B; 19 min, 0% B.

Die weitere Reinigung erfolgte mittelfreimaliger Sdulenchomatographie (Eluent & 2:
EE/EtOH 2:1 + %6 AcOH, Eluent3: EtOH + 1% AcOH). Nach Trocknung wurden 16rfig

(43.9umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute Yan 33

Charakterisierung ? oH CoOMe

farbloser Feststoff OMe

7
oH®

OH

Schmelzpunkt: 107C

C16H30N20g
MG = 378.42 g/mol

Ri-Wert EE/EtOH 2:1 + 6 AcOH): 0.03

Ri-Wert (HPLC):6.91 min.

[J?° = +28.0° (c = 0.5, MeOH)
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ESFMS: m/z berechnet: 3792075[M+H]"

gemessen: 379.2074M+H] "

'H-NMR (500 MHz,MeOD-d4): ii [ppm] = 4.12 (ddd, 1HH-8), 3.86 (s, 3H, COOR3) 3.72

(dd, 1H, H-5), 3.66 (ddd, 1HH-4), 3.55 (dd, 1HH-6), 3.49 (dd, 1HH-7), 3.36 (dd, 1H,

H-9a), 3.34 (s, 3H, OB5), 3.10 (dd, 1HH-9b), 2.99(t, 2H,H-1 " ) , 2. 6H3eq),dd, 1t
2.01 (s, 3HCHs-CO-NH), 1.721.69 (m, 2HH-2 * ) , 1. H&Bax), HAR (t, 3UHB,* ) .

3J0a.0b= 12.6Hz, 2Jgas= 3.4Hz, Jopg = 8.8Hz, %J 7= 8.0Hz, 3J;6 = 1.6 Hz, °Js 5 = 10.1Hz,
3354 = 10.0Hz, J43eq = 4.5Hz, *Jyzax = 11.5Hz, “Jsaxzeq = 12.9Hz, %) 3 7.4Hz
33, = 7.9Hz

3C-NMR (126 MHz,MeOD-d4): Ui [ppm] = 175.4 CHs-CO-NH), 170.9(C-1), 100.5 C-2),
74.8 C-6), 72.4 C-7), 68.3 C-8), 68.2 C-4), 53.8 C-5), 53.5 (CO@Hs3), 52.1 (QCHy),
51.9 C-9),50.8C-1' ) , C-8)122.BCH;-CONH),205C2"' ) ,C31D. 2 (

6.5.10Versuch der Darstellung vonMethyl [methyl-5-acetamido9-(cyclopropyl-

amino)-3,5,9tridesoxy-U-D-glyceroD-galacto2-nonulopyranosidjonat 28

Die gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff als Schutzgas durchgefihrt. Es wurdgn 80
(0.24mmol) 24 in 5mL DMF geldst und mit 3L DIPEA versetzt. Anschlie3end wurden
20pL (30mg, 0.22mmol) Cyclopropylbromid und eine Spatelspitze Natriumiodid
zugegeben. Es wurde Uber Nacht unter Riuhren zum Rickfluss erhitzt. Danach wurde das
Lésungsmittel unter vemindertem Druck entfernt und einmal mit Toluol codestilli€ie
Reinigung erfolgte mittels RP-Saulenchromatographiean Gg Kieselgel (Eluent:

Acetonitril/H,0 1:1). Es konnte kein Produkt isoliert werden.
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6.5.11Darstellung von Methyl {[3-N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-amino-
propan-1-yl]-5-acetamido4,7,8,9tetra-O-acety}t 3,5-didesoxy-D-glycerc

U-D-galacto-2-nonulopyranosid}-onat 29

Durchfiihrung 1:

Es wurden 4.0 g (15.8 mmol) 3N-(Fluorenylmethoxycarbonylminoproparti-ol in 72mL
Dichlormethan zu 1.8§ (3.63mmol) 18 und einer Spatelspitze Molsieb®3gegeben und auf

0°C gekiuhlt. Dann wurden unter Lichtausschluss $.386.63mmol) Silbersalicylat
zugegeben. Im Anschluss wurde auf RT erwarmt und. 28hrengelassen. Danach wurde
unter Zuhilfenahme der Filtrationshilfe Celite filtriert. Das Filtrat wurde dann zweimal mit je
30mL %iger NaHCQ-Losung, einmal mit 3L 5%iger NaS0s-Losung und
abschlieBend noch zweimal mit je 8L demin. Wasser gewaschen. Rarde Uber
Magnesiumsulfat getrockneind das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfé&at.
Uberschussige Glycosylakzeptor wurde s&ulenchromatographisch abgetrennt (Eluent: erst
PE/EE 1:1 dann EE). Eine Isolation des Produkts war auch nach weiteren
saulenchromaftgraphischen Reinigungen (Eluent: EE) nicht mdoglich. Eine Probe des
Produktgemisches wurde mittels HPLC untersuEligrbei wurde eine NUCLEODUR Cyg

Isis Saule (21x25hm, 5um PartikelgroRe, Macherdyagel) verwendet und mit einer
Flussratevon 20mL/min eluiert.Als Laufmittel A wurdereinstWasser/Acetonitril 95:5 und

als Laufmittel B Acetonitriveinst Wasser 95:5 verwendeGradient: Onin, 20% B; 2 min,

40% B; 15min, 100% B; 16 min, 100% B; 21 min, 20% B.

Die Untersuchung zeigtedass das Produkt zwar enthalten, aber eine Reinigung der gesamten
Menge aufgrund zu starker und schlecht abtrennbaren Verunreinigungen nicht praktikabel

war. Dementsprechend wurllein Produkt isoliert.
Durchfiihrung 2:

Es wurden 1.39 (4.67mmol) 3-N-(Fluorenylmethoxycarbonylminopropart-ol in 11 mL
Chloroform gelést. Dan wurden 967ng (3.51mmol) Silbercarbonat in dieser Lésung
suspendiert. Anschlieend wurdenter Lichtausschlus4.15g (2.26mmol) 18 gel6st in
10mL Chloroform langsam zugetropft. Danach wurde zwei Tage bei RT geruhrt. Darauf

folgend wurde unter Zuhilfenahme der Filtrationshilfe Celite filtriert und das Filtrat unter
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vermindertem Druck vom Lésungsmittel befrédie Reinigung erfolgte mittels zweimaliger
Saulenchroratographie (Eluent 1: erst PE/EE 1:1 dann EE, Eluent 2: Toluol/Aceton 2:1).
Nach Trocknung wurden 1.26 (1.63mmol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute v@2 %.

AcO,

C3gH4eN2015
MG = 770.78 g/mol

Charakterisierung

farblose Feststoff

Schmelzpunkt74°C

Ri-Wert (EE): 0.30

Re-Wert (HPLC): 11.29 min.

[J7° =-11.0° (c =1, CHCL)

ESFMS: m/z berechnet: 7712971[M+H]"
7932790[M+Na]*
809.2530 [M+K]

gemessen: 7713004[M+H]"

7932826[M+Na]*

809.2562 [M+K]
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'H-NMR (500 MHz, CDCY): U [ppm] = 7.797.74 (m, 2HH-5", H-4""), 7.647.58 (m, 2H,
H-8, H-17), 7.437.37 (m, 2H,H-6"", H-37), 7.347.28 (m, 2HH-7"", H-2""), 5.41 (ddd,
1H, H-8), 5.36 (t, br, 1H, € “NH), 5.33 (dd, 1HH-7), 5.20 (d, 1HCHs-CO-NH), 4.87
(ddd, 1H,H-4), 4.40 (d, 2HH-10"), 4.32 (dd, 1HH-9), 4.22 (t, 1HH-9"), 4.15 (dd, 1H,
H-6), 4.10 (dd, 1HH-5), 4.09 (dd, 1HH-9), 3.87 (dt, 1HH-1"a), 3.76 (s, 3H, COO),
3.35 (dt, 1H,H-1'b), 3.353.26 (M, 2H,H-3"), 2.58 (dd, 1HH-3cy, 2.15, 2.13 (s, 6H, 2 X
CHs-COO), 2.032.02 (s, 6H, 2 x E3CO0), 1.96 (dd,1H, H-3.), 1.89 (s, 3H,
CH3-CO-NH), 1.78 (quint, 2HH-2).

2Joaob= 12.5Hz, 3Joag= 2.7Hz, *Jopg= 5.9Hz, 3Jg 7= 8.6Hz, 3J; 6= 2.2Hz, 3Js5= 10.7Hz,
3354 = 10.0Hz, Jyzeq = 4.6HZ, *Jszax = 12.2Hz, “Jaaxzeq = 12.9Hz, 3Inn. &= 5.9Hz
33 =6.1Hz,%, . $60Hz 3%, $60HZ % 5 =9.3Hz %10 = 3.0Hz

3C-NMR (126 MHz, CDCl): ti [ppm] = 170.9, 170.7 (2 £Hs-COO), 170.2, 170.1, 170.1 (2
X CHs-COO, CH3-CONH), 168.4 (C-1), 144.0(C-94", C-84"), 156.3 (NHCO-0), 140.9
(C-4a", C-4b"), 127.6 (C-6"", C-3), 127.0 C-7"", C-27), 125.1 C-8, C-17), 120.0
(C-57, C-4), 98.9(C-2), 72.5 C-6), 69.0(C-8, C-4), 68.4 C-7), 66.1 C-10""), 63.3
(C-1), 62.5 C-9), 53.0 (CO@H,), 49.6 C-5), 47.3 C-97), 38.5 C-37), 38.0 C-3), 31.3
(C-2), 23.3 CH3-CO-NH), 21.2 20.9, 20.8 20.8 & CH3-COO).

6.5.12Darstellung von Z1-Naphthyloxy)-propansaure 32

Die gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff als Schutzgas durchgé&hsturden 4.08
(28.3mmol) 1-Naphthol und 4.3§ (62.3mmol) Kaliumhydroxid in 50nL Ethanol in der
Siedehitze gel6dst. Dann wurden 3@%31.1mmol) 3-Brompropionsaure in 6@L Ethanol
langsam zugetropft. Nach vollendeter Zugabe wurde auf RT abgekithltilber Nacht
geruhrt. Anschlielend wurde filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck vom
Lésungsmittel befreit. Der Rickstand wurde dann zweimal aus Wasser umkristallisiert, wobei
heil} filtriert wurde. Es wurden 608g (2.78mmol) eines farblosendststoffs erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von 40
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Charakterisierung
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt128°C

MALDI-TOFMS: m/z  berechnet: 2161[M]" MG = 33535 S/mol

239.1[M+Na]”

255.0[M+K]"
gemessen: 216.0 M]*

239.0[M+Na]”

254 9[M+K]*

'H-NMR (400 MHz, CDC4): Ui [ppm] = 827-8.19 (m, 1H,H-8 ' ) 3-7.78 (M81H,H-5" ) ,
7.52-7.41 (m, 3H,H-7 'H-6 'H-4 ' ) 1-7.38 (M 1HH-3 ' ) 8-6.86 (MB1H,H-2 ' )45 4 .
(t, 2H,H-3), 3.0L (t, 2H,H-2).

333,= 6.3Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCY): U [ppm] = 1754 (C-1), 1%.2 (C-1’ ) ,5 (Q-B'4). , 4 2 7 .
(C-5), 1265 (C-7'), 125.7 C-3), 1253 (C-6), 125.6 C-8* ) ,19 (CB "’ ) 0.8 (&2’ ) ,
1049 (C-2’ ) 4(C-8)334.3(C-2).

6.5.13Darstellung von Z1-Naphthyloxy)-propannitril 33

Die gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff als Schutzgas durchgefuhrt. Es wurde 1.00
(6.93mmol) 1-Naphthol in 5.00nL (4.05g, 76.3mmol) Acrylnitril und 1.19mL (883mg,
6.83umol) DIPEA geldst. Danach wurde tber Nacht zum Ruckfluss erhitzt und esfisaid

zwei weitere Tage bei RT gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden alle flichtigen
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Bestandteile im  Feinvakuum abgetrennt und der Ruickstand anschlieRend
saulenchromatographisch gereinigt (Eluent: PE/EE/Aceton 9:1:1). Nach Trocknung wurde der
Ruckgand in Diethylether aufgenommen und zweimal mit \OMNatronlauge, zweimal mit

0.1M Natronlauge und zweimal mit demin. Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde
dann Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Trocknung wurdennp34.58mmol) eines

farblosen Feststoff erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute vét 66

Charakterisierung
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt63°C

R--Wert (PE/EE/Aceton 9:1)t 026 MG < o753 ajmol

ESFMS: m/z berechnet: 1980913[M+H]"

gemessen: 1980912[M+H]"

'H-NMR (400 MHz, CDCY): U [ppm] = 8.328.23 (m, 1HH-8 * ) ,-7.7B (N8 BHH-5 " ) ,
7.547.46 (m, 3HH-7 'H-6 'Hr4 ' ) ,-7.3B (M IHH-3 ' ) , 6.7 (MBEHH2" ), 4. 38
(t, 2H, H-3), 2.98(t, 2H, H-2).

3\]3,2 = 6.3Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDC4): U [ppm] = 153.6 C-1° ) , Q-B'4).,71 @¢3), 526.9
(C-6), 125.8 C-7'), 125.7 C-3), 1256 C-8 ), ©TB2)0 Q2'1).,7 &N,7. 3 (
1052 C-2 ' ) , C-8)318.9(C-2).
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6.5.14Darstellung von (2S)4-tert-Butoxy-2-[3-(naphthyl-1-oxy)propanoylamino]-
4-oxo-butansaure 35

Es wurden 200nL einer 0.09M NaHCG;-Losung mit 0.1M Natronlauge auf pH 10
eingestellt. Hierzu wurden 89#g (2.23mmol) Methyl(2S)}4-tert-butoxy-2-[3-(naphthyt1-
oxy)propanoylamincl-oxo-butanoat34 in 5mL Aceton gegeben. Danach wurden der
Losung weitere 1L Aceton zgegeben. ArshlieRend wurde funf Tage bei RT gerlhrt.

Der pH Wert wurde regelmaRig kontrolliert und nach Bedarf mit Natronlauge erneut auf 10
eingestellt. Das Reaktionsende wurde per DC detektiert. Die Reaktionslésung wurde mit
Essigsaure neutralisiert und anschlie3elas Aceton unter vermindertem Druck entfernt.
Danach wurde gefriergetrocknet. Der Rickstand wurde in demin. Wasser aufgenommen und
mit Essigsaure auf pB eingestellt. Danach wurde die Lésung so lange mit Dichlormethan
extrahiert, bis sich mittels D€olie in der wassrigen Phase keine ddktiven Substanzen
mehr nachweisen lie3en. Die vereinigten organischen Extrakte wurden dann uber
Natriumsulfat getrocknet und anschlieRend unter vermindertem Druck vom Ldsungsmittel
befreit. Es wurden824mg 2.13mmol) dénes gelben, viskosen Ols erhalten. Dies entspricht

einer Ausbeute vof6 %.

Charakterisierung 0
gelbes, viskoses Ol HO 2
Ri-Wert EE/EtOH 9:1 + 6 AcOH): 043 tBuOOC

[0Z? = +21.8° (c = 1, CHCY)

C21H25NOg
MG = 387.43 g/mol
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MALDI -TOFMS: m/z berechnet: 387.2[M]”*
410.2[M+Na]*
426.1[M+K]*

gemessen: 387.0 [M]*
410.0[M+Na]*

426.9[M+K]*

'H-NMR (400 MHz, MeODd4): U [ppm] = 8.288.22 (m, 1H,H-8 * * ) 57.757(m,8LH,

H-5"' ) -7.407(m, B9H-7 ' M-6 ' H-4 * ) -7.337(m,AH-3 " ’ ) -6.906m, 415,

H-2' "), 4.H3, 349888 (MPHH-3" ), 2.3’ ).t ,2.28H13a)(dd, 1
2.71 (dd, 1HH-3b), 1.39 (s, 9H, C(83)3).

3J3a30= 16.1 HzJ32,= 5.2 Hz3J3, .= 3.0 Hz3J); . =6.1Hz.

3C-NMR (100 MHz, Me-d4): U [ppm] = 175.1 C-1), 172.9¢C-1"' ), Q@4r'1).,7 155. 7
(C1’ '), cC436a0,Qq51'28).,4CXH27)3 CB26)9 CH26)1 (23.:
(C8" "), C421) 4 CR06) 0C(A@Hs3), 8B5.6(C-3" ) , C&)13940 C-B),

37.2C-2' ), EHae3 ( C(

6.5.15Darstellung von Methyl {2-[3-({(2S)-4-tert-butoxy-2-[3-(haphthyl-
1-oxy)propanoylamino]-4-oxo-butanoyl}amino)propan-1-yl] -
5-acetamido4,7,8,9tetra-O-acetyl3,5-didesoxy-D-glycero U-D-galacto

2-nonulopyranosid}-onat 38

Es wurden294mg @81pumol) 29 in 20 mL PiperidinDMF 1:4 geldst und min. bei RT
geruhrt. Danach wurden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und

der Rickstand dreimal mit Toluol coevaporidnt.einem weiteren Reaktionskolb&urden
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185mg (478umol) 35 geldst in 16GnL DMF vorgelegt und dann mit einer Lésung aus
200mg (525umol) HATU und 194 uL DIPEA in 13mL DMF versetzt und 2nin. bei 0°C
geruhrt. Dann wurde der gesamte anfangs erhaltene Rickstand des entscROtzten
167pL DIPEA in 16mL DMF gel6st und zu dem restlichen Ansatz gegeben. Anschlie3e
wurde Uber Nacht bei RT gerthrt. Danach wurden alle flichtigen Bestandteile unter
vermindertem  Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels dreimaliger
Saulenchromatographie (Eluent 1: Efjent 2: erst PE/EE 1:1 dann EE/EtOH Elyent 3:
Toluol/Aceton 9:). Nach Trocknung wurdeB03mg @30umol) eines farblosen Feststoffs

erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute 8@1%0.

AcO,

t-BuOOC
¢
C44H59N301g
MG = 917.95 g/mol
Charakterisierung
farbloser Feststoff

Schmelzpunkt85°C
Ri-Wert (EEEtOH 5:1: 041
[U =-16.9° (c = 1, CHCY)
ESFMS: m/z berechnet: 918.386GM+H]"
940.3686[M+Na]*
gemessen: 9183899[M+H]"

9403715[M+Na]*
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'H-NMR (400 MHz,MeOD-d4): U [ppm] = 8.238.18 (m, IHH-8 * ' * '-3.77 (mif 1H$12

5° 0 7 ' 7.46 (W 2HBHIZ C CHE ) 742 (M7IH#ME 0 0 7 -7.34 (N 1H4HO

3' ) 72F.02m, 1,84 (MHHH-2, 6. B8 6. B89 (ddd, 1H, 1 H, N
H-8), 3.51 (dd, 1HH-7), 5.10 (d, IHCH3-CO-NH), 3.63 (ddd, 1HH-4), 4.814.77 (m, 1H,

H-2' ' ) 4.414m,2RH-3" * ' ), 4 H3®®, 4.024.00,(m, BHH-9b, H-6, H-5),

3.78 (s, 3H, COOB3), 3.763.69 (m, IHH-1 ' a) ;3.173m, 3®6,H-3'H-1’ b), 2. 85
2H,H2" * '), 2H®B4 @dd, 21HBO ' (bgd, 21HI36q), R.1602,12, 1 H,

2.03, 2.02 (s, 4x3H, 4xAcO), 1.93 (t, 1H;3ax), 1.88 (s, 3HCH3-CO-NH), 1.691.53 (m,
2H,H-2' ), 1. 4H)fs, O9H, C(C

3J9aob= 12.4Hz, 3Jgag= 2.6Hz, *Jops= 5.7Hz, 3Jg7 = 8.4Hz, 3J; 6= 1.5Hz, 3J5 4 = 10.0Hz,
3)s3eq = 4.6Hz, %Jy30x = 12.4Hz, “Jaaxzeq= 12.7Hz, *Jyn+ .3 6.5Hz, 23 5 =316.8Hz,
33 &58Hz,%) - =$£.7Hz, %) - - = 5.8Hz.

3C-NMR (100 MHz,MeOD-d4): &i [ppm] = 171.2 (CH-COO0), 171.0 C-1"), 171.0 C-4"),
170.8 (CH-COO0), 170.4 C-1"), 170.4 (CH-C0O0), 170.3 (CH-COO0), 170.2 (CH-CON),
168.4 C-1), 154.1 C-1"), 134.5 C-4a™), 127.5C-5""), 126.4 C-6""),125.8 C-3""), 125.5
(C-8a™"), 125.4 ¢-7"), 121.8 C-8"), 120.8 C-4"), 105.2 C-2"), 98.8 C-2), 81.6
(C(CHa)3), 72.5 C-6), 69.0 C-4), 68.5 C-8), 67.3 C-7), 64.5 C-3"), 63.1 C-1), 62.4
(C-9), 52.8 COOCH3), 49.5 C-2"), 49.5(C-5), 38.0 C-3), 37.2 C-3"), 37.1 C-3'), 36.8
(C-2"), 29.2 C-2"), 28.0 (CCH3)3), 23.2 CH3-CO-NH), 21.1 CHs-COO), 20.8 CH35-COO0),
20.8 CH3-C0OO), 20.8 CH3-COO).

6.5.16Darstellung von Methyl {2-[3-({(2S)-4-tert-butoxy-2-[3-(naphthyl-1-
oxy)propanoylamino]-4-oxo-butanoyl}amino)propan-1-yl]-5-acetamidc
3,5-didesoxy-D-glyceroU-p-galacto2-nonulopyranosid}-onat 39

Die gesamte Reaktion wurde unter Stickstoff als Schutzgas durchg&&hsturden 20nL

abs. MeOH miteiner frisch hergestellten methanolischen Na@Nsung auf pH 10

eingestellt. Danmwurden 103ng (112umol) 38 in 2 mL abs.MeOH zugegebennd fir 90
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min. bei RT geruhrt. Das Reaktionsende wurde per DC detektiert. AnschlieRend wurde mit
Essiggiure schwach angesauert. Danach wurden alle flichtigen Bestandteile unter
vermindertem Druck entfernDie Reinigung erfolgte mittels HPLC. Fur dieseirrde eine
NUCLEODUR® Cyg Isis Saule (21x256hm, 5um PartikelgroRe, Macherdyagel)
verwendet und mit eer Flussrate von 2@L/min eluiert. Als Laufmittel A wurdereinst
Wasser/Acetonitril 95:5 und als Laufmittel B Acetoniteihst Wasser 95:5 verwendet
Gradient: Omin, 0% B; 20 min, 100% B; 25min, 0% B.

Nach Trocknung wurden 47rBg (63.5umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von %.

t-BuOOC
e

CasH51N3014
MG = 749.80 g/mol

Charakterisierung

farbloser Feststoff
Schmelzpunkt91°C

Ri-Wert (EEMeOH 4:1): 024

Ri-Wert (HPLC): 11.07 min.

[0 =-214° (c = 1,MeOH)
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ESFMS: m/z berechnet: 7503444 [M+H]"
7723263[M+Na]”

gemessen: 7503440[M+H]"

7723268[M+Na]*
'H-NMR (400 MHz,MeOD-d4): U [ppm] = 8.268.19 (m, 1HH-8 * * ’ ' -J.75 (n¥, 1H8 3
H-5' ' ' '-7.40 (" 3HH17 * 'H-6',’H-4"," * '-J.33 (" 1HHE3 "’ ' * '-6.89 6. 97
(m, AH,H-2" " " ),  4H-27'6 ) (AB84m,2HH-3’' ' ' ), 3.H%H,385ddd, 1

(dd, 1H,H-9a), 3.80 (s, 3H, COOMy), 3.77 (t, IHH-5), 3.733.67 (m,1HH-1" a) , 3. 65 (
1H, H-9b), 3.63 (ddd, 1HH-4), 3.57 (dd, 1HH-6), 3.51 (dd, 1HH-7), 3.283.21 (m, 1H,

H-1’ b) ;3.08(m2@H-3" ) ,-282 (MBH-2" " '), 2HBY9  @dd, 2184
1H, H-3eq), 2.61 (dd, 1HH-3"* * b) , 2CH3-GO-NH} 1.72 3dH, ,1HH-3ax), 1.63
147Mm2HH-2" ), 1. 4MHyd.s, 9H, C(C

2Jgagb= 12.0Hz, 3Jgas= 2.8Hz, 3Jop s = 6.4Hz, 3357 = 8.8Hz, %J, 6= 1.5Hz, 3Js5 = 10.3Hz,
3354 = 10.1Hz, %J43eq = 4.7Hz, 34 3ax = 11.9Hz, 2Jsax3eq= 13.0Hz, °Js- 4 =316.2Hz,
%3 & 6.2Hz,%); - - =4.5Hz.

3C-NMR (100 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 175.2 CHs-CO-NH), 1735 C-1' * ' ), 172.
(C1' '), C#71)3 (CA)7I55.0C-1' " ' ' ) C4d4'36. BC-H112B4 5 (
(C6° ' ' )G3'1'2'7.)%-8(@E'2'6"."9CT' 126)G8°'L'2'3.)G4()2'1. 6 (
106.2 C-2 ' ' ' ' ) G-2), BDAOC(CHy)s), 74.9 C-6), 72.5 C-8), 1.2 (C-7), 68.6 C-4),

657C-3° '’ ) C-9),627. (™1 () , C5)353.8 CQOCH,),51.4C2" ' ) ,C3h 1. 6 (

384C-3’ ' ) ,C-33 7)., 7C-3(7 1323 @-2 ' 28.3 (CCHa)s), 22.7 CHs-CO-NH).
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6.5.17Darstellung von Methyl {2-[3-({(2S)-4-carboxy-2-[3-(naphthyl-1-
oxy)propanoylamino]-butanoyl}amino)propan-1-yl]-5-acetamido-3,5
didesoxy-D-glycercU-D-galacto2-nonulopyranosid}-onat 41

Es wurden 9.4ng (13 umol) 39 mit 50 L TIPS und ImL TFA versetzt und 3fin. bei RT
geschutteltDanach wurden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt.
Die Reinigung erfolgte mittels HPLC. Fir dieserde eine NUCLEODUR Cys Isis Saule
(21x250mm, 5um Partikelgro3e, Macherdyagel) verwendet und mit einer Flussrate von
20mL/min eluiert. Als Laufmittel A wurde reinst Wasser/Acetonitril 95:5mit 0.1%
Ameisensaureind als Laufmittel B Acetonitriteinst Wasser 95:5nit 0.1% Ameisensaure
verwendet Gradient: Omin, 0% B; 15min, 50% B; 18 min, 100% B; 20 min, 80% B.

Nach Trocknung wurden 3rBg (5.2umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von %@

MG =693.70 g/mol

Charakterisierung
farbloserFeststoff

Ri-Wert (HPLC): 13.06 min.
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ESFMS: m/z berechnet: 694.2818[M+H]"
7162637[M+Na]”
7322377[M+K]*

gemessen: 6942819[M+H] "

716.2631[M+Na]*

7322310[M+K]*
'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.258.17 (m, 1HH-8 ' * ' ' -J.75 (n¥ 1HB 2
H-5' ° ' '-3.40 (M73HBIT * 'H6” H4* ;| ~7)34 (M7IHM-B’ * * '-8.90 (M6 . 9 7
IHH2' " " "), HK27%6)439%m28H-3" " '), 3.18,365dddd, 1H,

1H, H-9a), 3.80 (s, 3H, COO), 3.77 (dd, 1HH-5), 3.70 (ddd, 1HH-1* a) , 3. 64 ( dc
H-9b), 3.63 (ddd, 1HH-4), 3.57 (dd, 1HH-6), 3.50 (dd, 1HH-7), 3.26 (ddd, 1HH-1’ b)) ,
3.21:3.13(m, 1H,H-3* a) 3.043(m, LBH-3 ' b ) ;2.82(M,@BH-2" " ' ), 2.80 (d
H-3' " a), 2.HBL ’(bdd, 21HE34q), .00ds, 3HCHE-CO-NH), 1.73 (dd,

1H, H-3ax), 1.611.46 (m, 2HH-2 ' ) .

2Joaob= 11.8Hz, 3Joag= 2.8Hz, *Jops= 5.9Hz, 3Jg7 = 9.2Hz, 3J; 6 = 1.6 Hz, 3J5 = 10.4Hz,
3354 = 10.2Hz, 3J43eq = 4.7Hz, *yzax = 11.8Hz, “Jaaxzeq = 12.9Hz, 2J; - 4 5 %6Hz
3 2 264Hz, %) 2 2556Hz %, 3 64Hz % b 3 56Hz, 23 4 =316.6Hz,
33 &£6.8Hz,%) - = 6.6Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): & [ppm] = 175.2 CHs-CO-NH), 174.9 C-4 ),’173.5

(C1’ ' ') ,Clr73., 2CY7BEHC-L’ ' ' ' ) C-4d’3'6. 0C-H),11284. 5 (
(C6° ' ' )G3'1'27.)L-8@'2'6.°9C1’ 126)G8°'1'2'3.)0G-4(1'2'1.)5, (
106.1 C-2° ' '’ ) C-2), TANC-Q), 744 C-8), 70.3 C-7), 68.6 C-4), 658 C3* ' ' ) ,
64.9 C-9), 62.7 C-1’ ) , C5)353.8 CQOCHs), 51.7 C-2 ), 41.5 C-3), 37.7C-3" ' ) ,

37.6 C-3),37.2C-2" ' ' )G-2'3)0,. GaLONH).(
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6.5.18Darstellung von 2[3-({(2S)-4-carboxy-2-[3-(naphthyl-1-oxy)propanoyl-
amino]-butanoyl}amino)propan-1-yl]-5-acetamido-3,5-didesoxy-D-glycerc
U-D-galacto-2-nonulopyranosidonsaure42

Es wurden 3.6ng (5.2umol) 41 in 5mL HCO;/COs*-Puffer pH 10 aufgenomen und drei
Tage bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde mit Essigsdure schwach angesauert und
gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC.FUr diese wurde eine
NUCLEODUR® C;g Pyramid Saule (21x256nm, 5um PartikelgroRe, Machereyagel)
verwendet und mit einer Flussrate voni@/min eluiert. Als Laufmittel A wurdereinst
Wassermit 0.1% Ameisensdureind als Laufmittel B Acetonitriteinst Wasser 95:5mit

0.1% Ameisensaurgerwendet Gradient: dmin, 0% B; 17 min, 42.5% B; 22 min, 100 % B;

24 min, 80%.

Nach Trocknung wurder2.4mg @B.5pumol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute véiT %.

MG = 679.67 g/mol

Charakterisierung
farbloser Feststoff

Ri-Wert (HPLC): 14.78 min.
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ESFMS: m/z berechnet: 6802661[M+H]"
7022481[M+Na]”
7182220[M+K]"*

gemessen: 6802661[M+H]"

7022415[M+Na]*

7182141[M+K] *
'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.258.18 (m, 1HH-8 ' * * ' -J.75 (0¥ 1B O
H-5' ' '-3.40 (M73HBIT * 'H6” H4* ;| ~7)34 (M7IHM-B' * * '-8.91(m6 . 9 7
IHH2' " " "), H277)4404m28H-3" "’ ), 3.18, 366dddd, 1H,

1H, H-9a), 3.73 (dd, 1HH-5), 3.73 (ddd, 1HH-4), 3.733.66 (m, IHH-1’ a) , 3. 63 ( dc
H-9b), 3.58 (dd, 1HH-6), 3.51 (dd, 1HH-7), 3.38 (ddd, 1HH-1 ' b ) ;3.108(m,228l,

H3' ) ,28 (M2ZHH-2" " '), 2H84 @id, 2HBA  ©dd, 21 A4 (d
H-3eq), 2.00 (s, 3HCH3-CO-NH), 1.67 (dd, 1HH-3ax), 1.641.52 (m, 2HH-2 * ) .

2Joasb= 11.2Hz, *Joag= 2.7Hz, 3Jgns = 5.4Hz, %357 = 8.9Hz, 33,6 = 1.9Hz, 3Js5 = 9.9Hz,
3354 = 10.0Hz, 3Js3eq = 4.8Hz, *Jyzax = 11.6HZ, “Jaaxzeq = 12.3Hz, 21+ 4. 3 %7Hz
331 b =6.QHz, %) p =6.QHz, %03 - 2 =46:6§z,%); + =5.8Hz, s  ,= 6.8Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): i [ppm] = 1755 (CHs-CO-NH), 173.5 C-1 ' ; 1744
(C-4",'183 (C-1), 1”9 (C-1’ ' ), CA55 6 ) C-44d'3'6".40(C-5),112B4.

(C6° ' " '4)(G-3'1'2’T10)(C-8al’2 * * L7’ 126 )G8°'1'2'3".)®-4(1'2'1".)5, (
106.1(C-2 "’ * ’ ’9)(G-2), 747qC-6), 729 (C-8), 70.3 C-7), 0.1 (C-4), 657 (C-3* * ' ) ,
646 (C-9), 626 (C-1 ' .0 (C5), 515 (C-2 '), 42.1(C-3), 378 (C-3 ' ' )2(C-337)., 37. 2
(C-2' ' " 2(G-2 '3)06 (CH:ZO-NH).
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6.5.19Darstellung von Methyl {5-acetamida2-[3-({(2S)-4-tert-butoxy-2-[3-
(naphthyl-1-oxy)propanoylamino]-4-oxo-butanoyl}amino)propan-1-yl] -8-
(cyclopropylmethylamino)-3,5,8-tridesoxy-U-b-galacte2-octulopyranosidy-
onat 44

Es wurden 22.4ng (29.8umol) 39 in 3.5mL demin Wasser gelost und auf°C gekunhlt. In
der Kaélte wurden dann 5.1g (23.9umol) NalQ, gelost in ImL Wasserlangsam
zugeropft. Anschliel3end wurden 7mg (47 pmol) N&S,03 gel6st in0.5mL demin Wasser
zugegeben und dann gefriergetrockries. wurde per HPLC gereinigt. Hierfivurde eine
NUCLEODUR® Cig Isis Saule (21x256hm, 5um PartikelgréRe, Machereyagel)
verwendet und mit einer Flussrate voni2/min eluiert. Als Laufmittel A wurdereinst
Wasser/Acetonitril 95:5und als Laufmittel B Acetonitriteinst Wasser 95:5verwendet
Gradient: Omin, 20% B; 5 min, 40% B; 12.5min, 45% B; 16 min, 100 %; 17 min, 100%;
19 min, 80%.

Nach Trocknung wurde der gesamte Rickstand il Methanol aufgeommen und mit
42uL  Essigsaure angesauert. Dann wurden [iB.5 (11.1mg, 156umol)
Cyclopropylmethylamirzugegeben und &in bei RT gerihrt. AnschlieRend wurden 2[1L6
einer IM methanolischen NaCNB#Losung zugegeben und lber Nacht bei RT geruhrt.
Danach wurden alle fliichtigen Bestandteile im Vakuum entféid. Reinigung erfolgte
mittels HPLC. Fiir diesewurde eine NUCLEODUR Cy; Isis Saule (21x256hm, 5um
Partikelgrof3e, Machereiagel) verwendet wh mit einer Flussrate von 20L/min eluiert.

Als Laufmittel A wurde reinst WassefAcetonitril 95:5 mit 0.1% Ameisensauraind als
Laufmittel B Acetonitrilfeinst Wasser 95:5mit 0.1% Ameisensaureerwendet Gradient:

0 min, 20% B; 19.5min, 72% B; 21 min, 100% B; 23min, 80%.

Nach Trocknung wurder6.4mg @B.3umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute v3@5 %.
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t-BuOOC
c
CagHs6N4012
MG = 772.88 g/mol
Charakterisierung

farbloser Feststoff
Ri-Wert (HPLC): 9.96 min.
[J2° =-5.7° (c = 0.14, MeOH)
ESFMS: m/z berechnet: 7733967[M+H]"
7953787[M+Na]"
gemessen: 773.3943 [M+H]

795.3779 [M+Na]

'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.258.19 (m, 1HH-8 ' * ' ' -J.77 (n¥ 1HB 2
H-5 ' ° * *-7.42 (M7 3HH17 ° "H-6,"H-4"'," * *-J34 (M 1HHI3 ' ' ' '691 6. 98
(m1HH2" " ), MH=280 )(,d#¥HAB5BH,(), 3HB73.79dx3H, 1H,

COOQH3), 3.72 (dd, 1HH-5), 3.703.66 (M, 1IHH-1 " a) , 3. 6H24), 3.483% (m, 1 H,
2H, H-8a,H-6), 3.303.20 (m, 1HH-1* b ) ;3.213(m, HE-3 * a ) 53.073m, RIRH-8b,

H-3' b), 2.18-8a),28Bdt,2HH-2, "’ ’ ) dd, 1R,H-89, 2.81 (dd, IHH-3* * a) ,
2.63 (dd, IHH-3" ' b)), 2. 18-2eq), (20 (s, 3HTMH-CO-NH), 1.74 (dd, 1H,
H-3ax), 1.591.51 (m, 2HH-2" ) , 1. 4 3H3){), €.091.60Hm, 1HH-10), 0.590.54

(m, 2H,H-11a,H-12a), 0.360.24 (m, 2HH-11b,H-12b)
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33100a= 7.1Hz, 3J100p= 2.1,%Jga 0= 12.4Hz, %Jga7= 10.4Hz, 3Jg, 7= 3.0Hz, %J; 6= 0.9Hz,
3365 = 10.1Hz, %354 = 10.1Hz, %Jy3eq = 4.8Hz, 3J43ax = 11.8Hz, “Jzaxzeq = 12.6Hz,

23 a=46.5Hz,3%) - - & 6.2Hz, %33+ = B.7Hz, %) - = 6.0Hz.

¥C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 175.7 CHs-CO-NH), 1738 C-1’ ' '), 172.
(C1’ '), C#71)6 CA)7IB5.2C-1’ ' ' ) C44d'36". BC-H112BL 4 (
(C-7' " " )C8al'2'6’."9C-3’ 126 )®6'1'2'6".)X-8(1'2'2".)TC-4(1'2'1".)4, (
106.0 C-2' ' ' ' ) G-2), TRDC-63, 67(5 C-4), 66.6 C-7),655¢C-3" ' ' ) C16R, 3 (
53.8 (C-5), 53.8 C-9), 52.9 (@CH), 51.3C-2"' ' ) ,C-85 81.2%-3(379¢C3" '), 37.0

(C2’ ' ' )G-3'3)7, ©2 Q) 1 CR+EOKH),(.9(C-10), 4.4 C-11), 4.4 C-12).

6.5.20Darstellung von Methyl {5-acetamidc2-[3-({(2S)-4-tert-butoxy-2-
[3-(naphthyl-1-oxy)propanoylamino]-4-oxo-butanoyl}amino)propan-1-yl] -
8-(butansaure-4-yl-amino)-3,5,8-tr idesoxy-U-D-galacto 2-octulopyranosid}-
onat45

Es wurden 26.0ng (38.3umol) 39in 4 mL demin Wasser gel6st und auf’@ gekunhlt. In der
Kalte wurden dann 5.98ig (27.7umol) NalQ, gelost in ImL Wasser langsam zugetropft.
Anschlie3end wurden 818g (54umol) NaS,03 geldst in 0.5mL demin Wasser zugegeben
und dann gefriergetrocknet. Es wurde per HPLC gereinigt. Hiexfirde eine
NUCLEODUR® Cyg Isis Saule (21x25éhm, 5um PartiketroRe, MacherejNagel)
verwendet und mit einer Flussrate vonr@/min eluiert. Als Laufmittel A wurdereinst
Wasser/Acetonitril 95:5 und als Laufmittel B Acetoniteihst Wasser 95:5 verwendet
Gradient: Omin, 20% B; 5 min, 40% B; 12.5min, 45% B; 16 min, 100% B; 17 min, 100%

B; 19 min, 80% B.

Nach Trocknung wurde der gesamte Rickstand imlL.@Methanol aufgenommen und mit
48 uL Essigsédure angesauert. Dann wurden &®1 (195umol) 4-Aminobuttersaure
zugegeben und @in. bei RT geruhrt. Anschligend wurden 24.4L einer 1M
methanolischen NaCNB#LOsung zugegeben und Uber Nacht bei RT gerihrt. Danach
wurden alle flichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte mittels

HPLC. Fur diesewurde eine NUCLEODUR Cig Isis Saule (21x256hm, 5pm
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Partikelgrof3e, Machereiagel) verwendet und mit einer Flussrate vom0min eluiert.
Als Laufmittel A wurde reinst Wasser/Acetonitril 95:5mit 0.1% Ameisensauraind als
Laufmittel B Acetonitrilfeinst Wasser 95:5mit 0.1% Ameisensaureerwencet Gradient:
0 min, 20% B; 3 min, 35% B; 11 min, 45% B; 14 min, 100% B; 16 min, 80% B.

Nach Trocknung wurden 8rig (11umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies entspricht

einer Ausbeute von 4%.

10

C39HseN4O14
MG = 804.88 g/mol

Charakterisierung

farbloser Feststoff

Ri-Wert (HPLC): 7.07 min.

[J2? = +1.0° (c= 02, MeOH)

ESFMS: m/z berechnet: 805.3866 [M+H]

gemessen: 805.3849 [M+H]

IH-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.258.18 (m, 1H,H-8 * * * ' -J.76 (n¥ 1+B 3
H5 ' ' ' AL (WE2HBHET ' H-6,0 0 .35 (nT 1M 734 (07 1H4 1
H-3" " " "-691 (MG 1IHHR " " " ' ), MH-279 )(,d d4,H-B14H ,{ }386 (B,H9 6

1H, H-7), 3.78 (s, 3H, COOR3), 3.73 (dd, 1HH-5), 3.70 (dt, IHH-1’ a) , 3.63 (dd
H-4), 3.38 (dd, 1HH-6), 3.32 (dd, 1HH-8a), 3.26 (dt, 1HH-1 ' b ) 53.163(m,218H-3 * ) ,

3.11 (dd, 1HH-8b), 3.1%3.06 (m, 1H,H-9a), 3.052.95 (m, 1H,H-9b), 2.902.84 (m, 2H,

H-2' '), 2.HSB0 ' ' @Jd, 21H833 ' (bdd, 21H63Rq), Q.842.25 (n, H,
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2H, H-11), 2.02 (s, 3HCH3-CO-NH), 1.831.78 (m,2H, H-10), 1.72 (dd, 1HH-3ax), 1.58
1.49 (m, 2HH-2 * 1.43 (s, 9H, C(El3)s).

2Jgagp = 13.6Hz, 3Jga7 = 11.4Hz, 3357 = 6.5Hz, J;6 = 0.8Hz, 3Js5 = 10.2Hz
3354 = 10.2Hz, 3J43eq = 4.6Hz, *Jy3ax = 11.5HzZ, 2Jsaxzeq = 12.8Hz, °J, & .1Hz
33, £ B.6Hz, 2ia1p= 9.5Hz, 235+ 4 =316.3Hz, 333+ + 1= £.0Hz, )3 - p=s7.8Hz,
33+ = 5.9Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 174.5 CHs-CO-NH), 1734 C-1' "’ ' ), 172.
(C1’ '), C#71)5 CA)7IB56C1’ ' ' )C4d'36. 0 CE, 8278 (

(C6° ' ' )G3'1'27.)L-8@'2'6.°3C1’ 126)G8°1'2'3.)0G4(1'2'1.)6, (
106.1 C-2° '’ ' ) £-2),1823 (CE&Hs)f), 76.3 C-6), 68.0 C-4), 66.9 C-7), 65.7

(C3° ' ' )C1'6)2, @5)453.2 CAOCHs), 51.5C-2" * ) ,C-85 89.8€-9) 41.5

(C-3),38.3C-3’ ' ) ,C-337).,3C2(7 ! 1) C-118 3.2 6-2 ( 28.3 (CCH3)s), 23.3
(C-10),22.7 CHs-CO-NH).

6.5.21Darstellung von Methyl {5-acetamidc2-[3-({(2S)-4-carboxy-2-[3-
(naphthyl-1-oxy)propanoylamino]butanoyl}amino)propan-1-yl] -8-
(cyclopropylmethylamino)-3,5,8-tridesoxy-U-D-galacto 2-octulopyranosid} -
onat 46

Es wurden 6.4ng (8.3umol) 44 mit 50uL TIPS und ImL TFA versetzt und 3énin bei RT
geschutteltDanachwurden alle flichtigen Bestandteile im Vakuum entfebie Reinigung
erfolgte mittels HPLC.Fur diesewurde eine Luna NH2 Saule (0x250mm, 5um

PartikelgréRePhenomené® verwendet und mit einer Flussrate VBmL/min eluiert. Als

Laufmittel A wurde reinst Wasser mit 0.1% Ameisensaureund als Laufmittel B
Acetonitril/reinst Wasser 95:5mit 0.1% Ameisensaure@erwendet Gradient: Onin, 0% B;

2min, 0% B;12min, 24 % B; 17 min, 100 %; 18 min, 100%; 23min, 0%.

Nach Trocknung wurderB.5mg @.9umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute vé8 %.
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C35H4gN4O12
MG = 716.78 g/mol

Charakterisierung

farbloser Feststoff

Ri-Wert (HPLC): 6.79 min.

ESFMS: m/z berechnet: 717.3341[M+H]"
7393161[M+Na]*
7552900[M+K]"

gemessen: 717.3346[M+H]"

7393152[M+Na]*
7552855[M+K] *
'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.258.18 (m, 1HH-8 ' ' * ’-J.76 (n¥, 1HB 2
H-5 ' " " ' -.44 (N 2HHE7 * "H-6'," " '-7.41 (0 1HH44 " T 7 0734 (N7 1H4 1
H3' ' ' '-gOl (MB1HHR " " '), H2'7'6) (t4HAH, (), BHO9S5 (d

H-7), 3.79 (s, 3H, COOB3), 3.783.71 , IH,H-1" a) , 3. R-B), 3(64 ddd, 18,H

H-4), 3.51 (ddd, 1HH-8a), 3.41 (dd, 1HH-6), 3.333.29 (m, 1HH-1 "’ b ) ;3.123(m,28,

H-3' ), 3. 1H-8b)( 29T (dd, 1HH:9a), 2.962.87 (m, 2HH-2" " ' ), 2.84 (d
H-9b), 2.75 (dd, IHH-3’ * a) , 2.H3’ ’(bd)d,, 21 H5Zq), 200 (s, 3H, H,
CH3-CO-NH), 1.75 (dd, 1HH-3ax), 1.651.48 (m, 2HH-2 * ) ,-1.0D (m1 B4H-10), 0.59

0.50 (m, 2HH-11a,H-12a), 0.320.24 (m, 2HH-11b,H-12b)
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6 Experimenteller Teil

2Jgagp = 13.0Hz, 3Jga7 = 10.2Hz, 3357 = 2.9Hz, 33,6 = 1.4Hz, 3Js = 10.2Hz
3354 = 10.0Hz, %Jy3eq = 4.6Hz, 34 30x = 11.7Hz, 2Jsax3eq= 13.0Hz, °Js - 4 =316.5Hz,
3 =6.4Hz,%); - = 6.6Hz,%); . .= 6.0Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 176.2 (C-4’ ’ )5.2 (CHsTO-NH), 173.7

(C1' "), C1737@R,(C1) 1556 C-1' ' ' "0O(C-4d'3'6".) C-5),11284 5 (
(C6° ' )G3'1'2'7.)0G-8(@EL'2'6. 4C-' 126)GC8°1'2'3.)@C-4(1'2'1".)6, (
1061 (C-2 ' * ' 2)(G-2), TERGC-6), 680 (C-4), 66.6 (C-7), 65.7 C-3' * ' Q(C-1 6 ),

54.1 (C-5), 537 (C-9), 532 (COOCHS3), 52.0 (C-2 ' 508,(C-8), 414 (C-3), 387 (C-3 "' ' ) ,
371 (C-2" '36.9 (C-3° 302 (C-2"’ 22,7 CH3-CO-NH) ), 8.0 C-10), 4.6 C-11), 4.6
(C-12).

6.5.22Darstellung von Methyl {5-acetamidc2-[3-({(2S)-4-carboxy-2-
[3-(naphthyl-1-oxy)propanoylamino]butanoyl}amino)propan-1-yl]-8-
(butansaure-4-yl-amino)-3,5,8-tr idesoxy-U-D-galacto 2-octulopyranosid}-
onat47/

Es wurden 8.3ng (10pumol) 45 mit 50puL TIPS und ImL TFA versetzt und 3tnin bei RT
geschutteltDanach wurden alle flichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgte mittels HPLC Fiir diesewurde eine NUCLEODUR Cyg Isis Saule (21x256hm,

5um PatikelgroRe, MachereNagel) verwendet und mit einer Flussrate vonm2@min
eluiert. Als Laufmittel A wurdereinstWasser/Acetonitril 95:5nit 0.1% Ameisensaurend

als Laufmittel B AcetonitrieinstWasser 95:5nit 0.1% Ameisenséureerwendet Gradient

O min, 0% B; 15min, 50% B; 18 min, 100% B; 22 min, 0% B.

Nach Trocknung wurden 5rfg (7.9umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 78
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6 Experimenteller Teil

10

C35H48N4O14
MG = 748.77 g/mol

Charakterisierung

farbloser Feststoff

Re-Wert (HPLC):10.96 min.

ESFMS: m/z berechnet:  749.3240 [M+H]

gemessen: 749.3241 [M+H]

'H-NMR (500 MHz,MeOD-d4): Ui [ppm] = 8.278.17 (m, 1HH-8 ' ' * ’*-J.75 (n¥ 18 3
H-5' ' " -J.44 (0 2HEH37 * "H-6"," ' ’-7.40 (i 1H4H44 * ° ° ' -7.33 ([ 1H4 O
H-3' ' ' "-690 (MB1HHR2 ' * " " ), HM271) (t4HBH, ( H3,89@HY9 6

1H, H-7), 3.78 (s3H, COOQH5), 3.783.73 (M, 2HH-1 ' 1-5), 3.62 (ddd, 1HH-4), 3.48

(dd, 1H,H-8a), 3.42 (dd, 1HH-6), 3.28 (dt, IHH-1’ b ) ;3.18(m,28H-3 " ) ,-3.06. 1 3

(m, 1H,H-9a), 3.063.02 (m, 1H,H-8h), 3.022.95 (m, 1HH-9b), 2.89 (t, 2HH-2" ' ' ), 2. 6
(d, 2H,H-3" * ), 2. B-3eq)( 284,25 (th,F2H,H-11), 2.00 (s, 3HCH3-CO-NH),

1.881.77 (m, 2HH-10), 1.74 (dd, 1HH-3ax), 1.641.49 (m, 2HH-2 *. )

ZJgagp= 12.5Hz, %Jga 7= 9.8Hz, %376 = 0.6 Hz, %Js5 = 10.9Hz, 3J5 4 = 9.9Hz, 314 30q= 4.7Hz,
3Js3ax = 11.9HzZ, 2Jsax3eq= 12.8Hz, %3+ & 5.4Hz, 2Jiaap = 9.3Hz, 3% - = 6:3Hz,
33+ = 6.0Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 177.3 (C-4 * ’ )5.1 (CHsTO-NH), 174.1
(C1’ '), C173: B,(Q1L15B6C1’ ' ' ) C4d’36.)0CHI2BIL 5 (
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6 Experimenteller Teil

(C6° ' " )G3'U'27TAHK-7(1'2'6'3)(G-84al’2'6"." L8’ 1235)(@Q4°'L'2'1".) ,
106.1 C-2 ' * ' ' 2)(G-2), T&LYC-6), 682 (C-4), 668 (C-7), 658 (C-3° ' ' Q(C-1 6 R,
54.0 C-5), 53.2 COOCH3), 52.4 (C-2 * ' 1)0,(C-85, 49.2(C-9), 41.5 C-3), ¥5(C-3° ' ) ,
372(C-2’ ' 6.8(G-3 '335.3(C-11), 301 (C-2 * 22.9 (C-10),228 (CHs-CO-NH).

6.5.23Darstellung von 5Acetamido-2-[3-({(2S)-4-carboxy-2-[3-(naphthyl-1-
oxy)propanoylamino]butanoyl}amino)propan-1-yl]-8-(cyclopropyl-

methylamino)-3,5,8-tridesoxy-U-D-galacto2-nonulopyranosidonséure48

Es wurden & mg 4.9 umol) 46 in 5mL HCO;/COs*-Puffer pH 10aufgenommennd drei

Tage bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde mit Essigsaure schwach angesauert und
gefriergetrocknetDie Reinigung erfolgte mittels HPLG=Ur diesewurde eine Luna NH2
Saule (10x25@nm, 5um PartikelgréRe, Phenomeff@xverwendet und mit einer Flusgea

von 5mL/min eluiert.Als Laufmittel A wurdereinstWassemit 0.1% Ameisensaurand als
Laufmittel B Acetonitrilfeinst Wasser 95:5mit 0.1% Ameisensaureerwendet Gradient:

Omin, 0% B; 10min, 15% B; 25min, 37.5% B; 30min, 100%; 35min, 100%; 37min,

80 %.

Nach Trocknung wurder2.4mg @.4pumol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute véA %.

C34H46N4O1 ™
MG = 702.75 g/mol
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6 Experimenteller Teil

Charakterisierung
farbloser Feststoff
Ri-Wert (HPLC): 18.77 min.
ESFMS: m/z berechnet: 703.3185 [M+H]
725.3004 [M+Nal]
gemessen: 703.3187 [M+H]

725.3005 [M+Nal]

'H-NMR (600 MHz, MeODd4): i [ppm] = 8.258.18 (m, 1H,H-8 * ' ' '-J.76 (n¥, 1B 2
H-5 ' " " " 343 (N 2HHO7 * "H-6'," ' '-7.40 (M 1HH34 " ' 7 " -7.34 (N7 1H3 9
H-3' "’ "-6.92(m1HHE ' * ' ' ), H2'76) (t4HAH, (), 3H94 (d

H-7), 3.753.69 (m, IHH-1 ' a) , 3. R-8), 3(66l (ddd, 1HH44), 3.443.41 (m, 1H,

H-1' b), 3. #®), 324 @dd, 1HWHSa), 3.23 (t, 2HH-3 ' ), 3. 1H8b)(dd, 1
2.94 (dd, 1HH-9a), 2.91 (t, 2HH-2 ' * ' ), 2 H8e), A7d @, B, HIBH,” ), 2. 76 (
1H, H-9b), 2.00 (s, 3HCH3-CO-NH), 1.7:1.55 (m, 3H,H-3ax,H-2 * ) ,-1.0B (n2 OH,

H-10), 0.620.50 (m, 2HH-11a,H-12a), 0.420.26 (m, 2HH-11b,H-12b).

2Jgagp= 12.6Hz, 3Jga7= 5.6Hz, 3Jgp.7 = 5.2Hz, 33,6 = 1.3Hz, 3Js5 = 10.0Hz, 3J54 = 9.8Hz,
3)43eq= 4.9HZ, )4 304= 11.4H2, 2J3ax 3eq= 12.5Hz,%J3 - - =6.3Hz,%); - - - = 6.0Hz.

3C.-NMR (151 MHz, MeOD-d4): & [ppm] = 1781 C-4' ' ) , CHsT@-NH), 1714.6

(C-1), 174.2 C-1 ' '1J3,4(C-1), 1557 C-1’ ' ' ' ) C-443%6". 0 C§112B4 4 (
(C6° ' )G3'1'2'7.)%-8(@E1'2'6.'8C(' 126)G8°1'2'3.)LC-4(1'2'1".)5, (
1063 C-2"' ' ' ' ) C-2), TR72C-6, 696 C-4), 658 C-3° '’ ) C-7),66.7 F-1'() ,

54.2 C-5), 54.1 C-9), 53.3 C-8), 52.3C-2 ' * ) ,C-3% 20.0L-3( ' ) ,C-237.°3 ,( 36.
(C-3° ), C29) 6 CZOI8H),8.1 C-10), 4.7, 4.5C-11,C-12).
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6 Experimenteller Teil

6.5.24Darstellung von 5Acetamido-2-[3-({(2S)-4-carboxy-2-[3-(naphthyl-1-
oxy)propanoylamino]butanoyl}amino)propan-1-yl]-8-(butansaure-4-yl-
amino)-3,5,8-tridesoxy-U-D-galacto 2-octulopyranosidonsiure49

Es wurden5.9 mg (7.9 pmol) 47 in 5mL HCO5;/COs*-Puffer pH 10 aufgenomen und drei
Tage bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde mit Essigsdure schwach angesauert und
gefriergetrocknet. Die Reinigung erfolgte mittels HPLEIr diesewurde eine Luna NH2
Saule (10x25@nm, 5um PartikelgréRe, Phenomerf@xverwendet und mit einer Flussrate

von 5mL/min eluiert. Als Laufmittel A wurde reinst WasseftAcetonitril 95:5 mit 0.1%
Ameisensaureind als Laufmittel B Acetonitriteinst Wasser 95:5nit 0.1% Ameisensaure
verwendet Gradient: min, 20% B; 20min, 40% B; 30min, 100% B; 32min, 100%;

35min, 80 % B.

Nach Trocknung wurden 2rhg (2.9umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 3.

]
11

10
HO

C34H46N4O14 ™
MG = 734.75 g/mol

Charakterisierung
farbloser Feststoff

Ri-Wert (HPLC):22.45 min.
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6 Experimenteller Teil

ESFMS: m/z berechnet: 735.3038[M+H]"
757.2903[M+Na]*

7732642[M+K] *

gemessen: 7353108[M+H]"
757.2916[M+Na]*

773.2582M+K] *

'H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 8.268.17 (m, 1HH-8 * * * ' -J.75 (n¥ 1+B 1
H-5' ' '-7.40 (niy 3HHL7 ' "H-6,’H-4’," > *-J.33 (M 1HHE3 ' ' ' '-6.91 6. 98
(m 1H,H-2" " " "), H276) ,(t4 HAH3(9%3,92 @HLHH-7), 3.73 (dd,

1H, H-5), 3.723.67 (m, 1H,H-1 "’ 8)6 (ddd, 1HH-4), 3.473.36 (m, 2H,H-6, H-1* b ) ,
3.293.20 (m, 2HH-3* ) , 3. 1H98a)(3dLE (dd, IHH-8b), 3.092.95 (m, 2HH-9),
291t 2HH-2" " ' ), 2 H-3eB), A76 @, 2HA3H,’ ) -2.36qm, 2r2H-11), 2.00

(s, 3H,CH3-CO-NH), 2.001.94 (m, 2HH-10), 1.691.59 (m, 3HH-3ax,H-2 ". )

2Jgagp= 13.0Hz, 3Jga7= 6.1Hz, 3Jgp7= 4.6Hz, 3Js 5= 9.8Hz, °J5 4 = 10.2Hz, 3Js 3¢q= 4.0Hz,
3)s3ax= 11.7THZ, “Jaax 3eq= 12.4Hz,%33 -+ =6.2Hz, %)+ - - = 6.0Hz.

3C-NMR (126 MHz, MeOD-d4): U [ppm] = 175.1 (CHs-CO-NH), 173.4 (C-4 ’ '1555

(C1l’ ' )C4d36. VCHIRB.G6 (' ) C3127. LCN12%6". ¥, (
126.7 C-8 a’ '1230)C:8° * ' ' ) C-4°1°2'1". )5C-2('1’'076:1 YT:6)( 69.4 C-4),
65.7 C-7),65.7C-3" ' ' ) C-1'62, G5)452.2C-8),51.9C2" ') ,C-O4 08212 (

(C-3),382C3' " ) ,C337).,4CK7 . 3 ) C-11B8 20.17TC-2( 233.0 C-10), 22.7
(CH3-CO-NH).

Aufgrund zu geringer Signalintensitat konnten die chemischen Verschiebungen der Signale
der quataren Kohlenstoff€-1,C-2,C-1 > * Cdn d ’ ni cht besti mmt wer
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7 Toxikologische Daten

7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
225, 319, 336, 210, 233,
Aceton
EUHO66 305+351+338
225, 210,
Acetonitri @@ 302+312+332, | 305+351+338,
319 403+235
) EUHO014, 225, 210, 233, 240,
Acetylchlorid @
314 241, 264
201, 210, 233
225,350, 331,
@ 280, 302+352
o 311, 307, 335
Acrylnitril 305+351+338
315 318 317,
% 309, 310
411
403+235
280,
Ameisensaure 226, 314 305+351+338,
310
. 261,
4-Aminobuttersaure 315 319 335
305+351+338
260,
301+330+331,
3-Aminopropanl-ol @ 302, 312,314 | 303+361+353,
305+351+338,
405
260, 264, 273,
Ammoniaklésung 286 @ €> 314, 400
280, 405

139



https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-skull.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-silhouette.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-pollu.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-pollu.svg

7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
260,
301+330+331,
3-Brompropionséure @ 302, 314 303+361+353,
305+351+338,
405
EUH14, EUH029, 273,280,
Chloracetylchlorid 331,311,301, 305+351+338,
’@ 372,314,400 310
302, 315, 351,
Chloroform, CDC} ‘é 281
373
261, 280,
_ 304+340,
Cyclohexylmethylbromid 315, 319, 335
305+351+338,
405
210, 261,
_ 225, 315, 319, | 303+361+353,
Cyclopropylbromid
335 305+351+338,
405
210, 280,
Cyclopropylmethylamin @ 225, 314 305+351+338,
309, 310
Dichlormethan 351 281
Oi ethvlami @ 225, 302, 314, | 210, 233, 240,
iisopropylethylamin
opropyiethy 412 241, 242
201, 280,
226, 312, 319,
N,N-Dimethylformamid 305+351+338,
332,360D 310

Dimethylsulfoxidd6
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7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
261, 264, 280,
EDC @ 315, 318335
302+352, 310
280,
Essigsaure 226, 314 305+351+338,
310
, , 226,302, 314, | 210, 233, 240,
Essigsaureanhydrid
@ @ 332 241, 310
224,319,335, | 201, 202, 210,
Ethanal @
351 240, 261
210, 261,
Ethanol @ 225, 319, 336
305+351+338
210, 261,
Ethylacetat <;} 225, 319, 336
305+351+338
261, 264, 273,
FmocOSu <!> 302, 317,411 | 280, 302+352,
330
261, 264, 280,
HATU @ 315,319,335 | 305+351+338,
321, 362
261, 280,
N-Hydroxysuccinimid @ 315,319,335 |  302+352,
305+351+338
_ 302, 315, 319, | 261, 264, 280,
Kaliumcarbonat
335 321, 330
260, 264, 280,
Kaliumhydroxid @ 302, 314
301+312, 405
223, 231+232,
Lithiumaluminiumhydrid @ @ 260, 314
260
225,301, 311, | 210, 260, 280,
Methanol,MeOD-d4
331,370 301+310, 311
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7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
_ 302, 315, 319, 280h,
3-Methyl-4-nitrophenol
335 305+351+338
261, 264, 280,
302, 312, 315,
1-Naphthol @ 301+312,
318, 335
302+352
223, 231+232,
. 280,
Natrium 260, 314
305+351+338,
370+378
264, 273,
: . EUHO032, 300,
Natriumazid @ 301+310, 321,
410
330
264, 280,
Natriumcarbonat @ 319 305+351+338,
337+313
@’ %% EUHO032, 228, 210, 301+310,
. . @ 261, 300, 310, | 303+361+353,
Natriumcyanoborhydrid
330, 314, 400, 304+340,
410 305+351+338
264, 280,
Natriumhydrogencarbonzg @ 319 305+351+338,
337+313
280,
Natriumhydroxid 314 305+351+338,
310
261, 280,
304+340,
Natriumiodid 315, 319, 335
305+351+338,
405
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7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
261, 264, 280,
. _ 302, 315, 319,
Natriumperiodat 305+351+338,
335
330
210, 240, 241,
Palladium auf Aktivkohle| 228
280, 370+378c
210, 280,
225, 340, 350, 301+310,
Petrolethe60-80 %
304 303+361+353,
405
210, 261, 280,
o 225, 311, 314,
Piperidin @ 305+351+338,
331
310
225, 315, 319, 210, 240, 241,
Propanal
335 242, 261
) EUHO066, 225, 210, 233, 240,
iso-Propylacetat
319, 336 241, 242, 243
. 225, 302, 312,
Pyridin 210,280
332
261, 280,
) 318, 302, 335, 304+340,
Salicylsaure @
315 305+351+338,
405
261, 280,
Salzsaur@7 % @ 314, 335 305+351+338,
310
273, 280,
Silbercarbonat 318, 400, 410 | 305+351+338,
310, 391
210, 220, 221,
Silbernitrat ESEL> | 272,314,410
260, 280
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7 Toxikologische Daten

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
EUHO019 225, 201, 202, 210,
Tetrahydrofuran é
319, 335, 351 240, 261
225, 304, 315, | 210, 261, 281,
Toluol <
336, 361373 301+310, 331
260,
301+330+331,
para-Toluolsulfon
314 303+361+353,
saurechlorid
305+351+338,
405
. . 225, 302312, 210, 233,
Triethylamin @ @
314, 332 240,241, 260
273, 280,
Trifluoressigs&ure <!> 314,332,412 | 305+351+338,
310
260, 264, 280,
. _ 226, 315, 319,
Triisopropylsilan @ 305+351+338,
335
310
@:‘ 210,
_ @ @ 225, 311, 331, | 303+361+353,
Triton B
370, 314 305+351+338,
405
Wasserstoff <-"> 220 210
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