Design und Untersuchungen zur
Synthese von trivalenten
Inhibitoren des Hamagglutinins
von Influenzaviren

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Naturwissenschaften
der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
am Institut fir Organische Chemie im Fachbereich Chemie
der Universitat Hamburg

vorgelegt von
Anna-Lena Giertz

aus Hamburg

2021






1. Gutachter: Prof. Dr. Bernd Meyer

2. Gutachter: Prof. Dr. Christian B. W. Stark

Tag der Disputation: 4. Marz 2022



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von April 2014 bis Oktober 2021 im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Bernd Meyer am Institut fiir Organische Chemie im Fachbereich Chemie der
Universitat Hamburg, Geschaftsfihrender Direktor Prof. Dr. Christian B. W. Stark,

durchgefihrt.

Herrn Prof. Dr. Bernd Meyer danke ich fiir die interessante Themenstellung sowie fiir die

wertvolle und stets motivierende Unterstlitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Christian B. W. Stark danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens dieser

Arbeit.



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

1 ZUSAMMENFASSUNG ..ccuttuuiressrestassrassrassrsssssssssssssssssssssssssssssrassrsssssssssssssssnsssnss 1
2 ABSTRACT teuuteuiruntresraesrassrsssrsssssssassrsssrssssssssssrassrssssssssssssssssssssssssssasssassrasssnsss 5
3 EINLEITUNG . ieuttuuiretensiancransrenseessassrsssrsssssssassrassrssssssssssssssssssssssssssasssasssnsssnnss 7
20 R (11 V7T 4 7 2 PP 8
3.1.1 Nomenklatur und Aufbau von Influenza A-Vir€n.........cooocoiiveieeeeeeiiciiireeee e 9
3.1.2 REPIKATIONSZYKIUS ..eeeneiviie et s e e e e sareeeeas 11
3.2 AVIAre INFlUBNZA... ettt e e s ena s s s e n e e s s e s n s s s e e nnns 13
3 N & - 1 V= [V 14
331 Influenzawirkstoffe - Himagglutinininhibitoren ..., 16
3.4  Arzneimittelforschung und Protein-Ligand-Wechselwirkungen............ccccceeeeueeee. 19
3.4.1 Arten von Protein-Ligand-WechselWirkungen ..........coceoeeciieeicciiei et 21
3.4.2 Prodrugs - RESOIPLIONSESTEN ...ciiiii ittt e e e e e saarreeee s 23
T |V (V1L 41V 1 [=T o 7 2O 24
3.5.1 Monovalente vs. Multivalente Wechselwirkungen ...........cccoeeeeciiiiicciiee e, 25
3.5.2 Aufbau und Funktion multivalenter Liganden - Topologie multivalenter Bindungen .. 27
3.5.3 Bindungsmechanismen multivalenter Liganden ..........ccccooecieeeeciiiee e 30

3.5.4 Kooperative Bindungsverstarkung aufgrund von Rickbindungseffekten als Grundlage
hochaffiner multivalenter BINAEr........cccuuiii i e 31
4 IVIETHODEN....ceutteuiraniressresiensrassressrsssssssssssasssassssssssssssssassrassssssssssssssnsssasssnss 33
4.1  Molecular MOdeling............eeueeeeeneeeenierennereeniereaneerenseseessessasessessessnssessnsesssnsessnnens 33
4.2 Oberflaichenplasmonenresonanz (SPR).......cccuiieeueeiiiiiiiiinnennnesiiiinniinneensnss, 34
5  AUFGABENSTELLUNG .ceuuureunirenssransseansrnssrensersnssrssssrsssssssssssssssssssssssrssssnsssssnnes 39
6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION ...cuteeeereceereerecenreceecessecessacsssassocassassssassassssassssasses 41
6.1 Molecular Modeling - Vorbereitung der in silico Studien...........ccccceeeueereencerennnnnen. 41
6.1.1 Modellierung eines trimeren Hamagglutinins ........cccccoeeeciiiieeii e, 41
6.1.2 Untersuchung der Rezeptorbindungsdomanen des H5.........ccccceeevecciiiieeee e, 42




INHALTSVERZEICHNIS

6.2 Design von Liganden fiir das Himagglutinin H5 und in silico Studien................... 45
6.2.1 Design eines trivalenten Liganden — Variation der Linkerlange ........cccooveeviveeeeinnennn. 46
6.2.2 In silico Bindungsmodus des Liganden 1 .......cccveiiiiiiiiiiiiiee e ciien e eeee s e 49
6.2.3 Design weiterer trivalenter Liganden — Variation der Fragmente........cccccovvvveeeriinenn. 51

6.2.4 In silico Bindungsmodi der Liganden 3 und 4, sowie Uberpriifung auf die Eignung als

potenzielle Inhibitoren des Hamagglutinins H5 .......cccccviiiiiiiiiiiiiiie e 52
6.2.5 Molekildynamik-Simulationen (MD) .......oocveeiiireiieecee et ee e e e 56
[T T T Vot o T ] o 3 72

6.3.1 Etablierung eines SPR-Basisassays fiir Himagglutinin H5 und Uberpriifung des Systems

MIT NEUSACOZIME .ottt ettt e e e e s st e e e e e e s s ssbbbeaeeeeessssassnaaeeeeas 73

6.4 Retrosyntheseplan und Weiterentwicklung der Syntheserouten........................ 77
6.4.1 Retrosynthesen der multivalenten Leitstrukturen.......ccocccvveeeeiiieiccciiiieee e, 77
6.4.2 Retrosynthesen der BAUSLEINE ........civiiiiiiiiciiie ettt saaee e 85
T T/ 111 1L =1 o Uy 89

6.5.1 Synthese der Azid-geschiitzten Linkerbausteine 6 und 17, sowie der Boc-geschiitzten
ANAIOZA 10 UNA 24 ...ttt e e e stee e e s e bea e e e s bte e e e sbaaeeesreaeeeaanes 89
6.5.2 Synthese des aromatischen core-Bausteins 7 und des Neuraminsdure-Bausteins 5.... 95

6.5.3 U o] o] [T =4 g =¥ | g o] 0 1= VO PR 97

EXPERIMENTELLER TEIL.eueeereseeeereeeasesensesesessasessasesassasessssasessssesessnsasassnsassssases 109

2% S V/ =1 T V=T 4 Vo o = =T - | = 109
7.2 Verwendete SOftware.........ccccveviii s 110
7.3  Verwendete Chemikalien ..........coeeeeeuuiiiiiiiiiiiiiiniciiininrnrreencnn e 110
2 S \Y, (o1 (=Yol V1 - T 4 Vo Yo [=1 11 4 V- Sy U PIN 112
7.4.1 Vorbereitung der Kristallstrukturen - Protein Preparation Wizard (PPW).................. 112
7.4.2 Modelling einer trimeren Hamagglutininstruktur mittels Protein Structure Alignment
(PSA) ettt ettt e ettt et et et e e e et e et et et et ea et et e et e e e et e et eneeeerenaenns 113
7.4.3 Ligand modeling — Minimization .........cccceieiiiieiiiiiiee e 114
7.4.4 Ligand modeling — MIM=GBSA ..........ooo ittt ee e e sree e e e e s ara e e e e e 115
7.4.5 Ligand modeling — Macro MOEel.........c.uueiieiiiiiiiiiee e e 116

7.4.6 Molekildynamik-Simulationen (MD) .......coccuiiiiiiiiiee e 116




INHALTSVERZEICHNIS

2 T - 1T Tolo T T o o U N 118
7.5.1 Immobilisierung des HEmMagglutinins HS5.........ooiiiiiieiiieee e 118
7.5.2 Durchfiihrung der Messungen und AUSWEITUNG......cccccvireiriieeeiniiieeeeriieeeesieeeeenveeas 119

7.6  Synthesen und CharakteriSierungen ..........ccceeeeiireneiiiiinnniinineniiininenien. 120
7.6.1 Darstellung von 11-(Tosyloxy)-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (22)12% 121 ....cveveienn. 120
7.6.2 Darstellung von 11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (20)8% 120, ... ...cccoevvevieveeereenns 122
7.6.3 Darstellung von tert-Butyl 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxaetradecanoat (18)'%.............. 123
7.6.4 Darstellung von 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure (6)1% 1% . .....ccccvvenn. 125
7.6.5 Darstellung von tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (10)............... 127
7.6.6 Darstellung von tert-Butyl 29-Azido-16-o0x0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-15-

7.6.7

7.6.8

7.6.9

7.6.10

7.6.11

7.6.12

7.6.13

7.6.14

7.6.15

7.6.16

7.6.17

7.6.18

7.6.19

EYZ gLl g F: [l 1= TaToX- 1 fl 1 7.3 PSR USP 128

Darstellung von tert-Butyl 29-Amino-16-ox0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-15-

Y2 Lol q T [l 1= TaToX- 1 fl - ) SRS 130
Darstellung von 8-(Tosyloxy)-3,6-dioxaoctan-1-ol (23)16: 117120 s 131
Darstellung von 8-Azido-3,6-dioxaoctan-1-0l (21)20 .......cceveeeieeeeeiceeee e 133
Darstellung von tert-Butyl 11-Azido-3,6,9-trioxaundecanoat (19)° .........ccceevvvvennee 134
Darstellung von 11-Azido-3,6,9-trioxaundecansaure (17) .......ccccccceeeeccveeeeecveeeeeenneen. 136
Darstellung von tert-Butyl 11-Amino-3,6,9-trioxaundecanoat (24).........c.ccccoveeeenneen. 138

Darstellung von tert-Butyl 23-Azido-13-0x0-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosanoat

Darstellung von Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosid)onat (L14)106108 e 141
Darstellung von Methyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-f3-D-
glycero-nD-galacto-2-nonulopyranosid)onat (13)106108 i 142
Darstellung von Methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-B-D-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosylchlorid)onat (12)16298 oo, 143
Darstellung von Methyl-[n-hex-5-enyl-(5-acetamido-4,7,8,9- tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (11)3% 109110 ... 145
Darstellung von Methyl-[n-pent-5-ylsdure-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-

didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (5)°% 114112 e, 147




INHALTSVERZEICHNIS

7.6.20

7.6.21

7.6.22
7.6.23

7.6.24

7.6.25

7.6.26

7.6.27

7.6.28

7.6.29

7.6.30

Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-b-galacto-2-
nonulopyranosid)onat 108 126127 et 149

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

NONUIOPYranosSidONSAUreI0® 126:127 et ettt et erens 151
Darstellung von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-1,6- diaminohexan (16)%...........c.cccoeu... 153

N, N3, N°-Tris(6-tert-butyloxycarbonylaminohex-1-yl)-1,3,5-benzentricarbonsiureamid
(1) ettt ettt a bRt s bttt s bt e s sens 154
Darstellung von N, N3 N°-Tris(1-azido-14-ox0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azahenicosan-21-
yl)-1,3,5-benzentricarbonsaureamid (26)..........cccueeeeciieeeeciiee e 155
Darstellung von N%, N3 N°-Tris(1-azido-11-ox0-3,6,9-trioxa-12-azaoctadecan-18-yl)-
1,3,5-benzentricarbonsaureamid (25).......cccceeevieeeiieeriee e 157
Darstellung von N%, N3 N°-Tris(1-amino-14-oxo0-3,6,9,12-tetraoxa-15-azahenicosan-21-
yl)-1,3,5-benzentricarbonsdureamid (28)..........cccceeeeiiieiiee e 159
Darstellung von N%, N3 N°-Tris(1-amino-11-oxo0-3,6,9-trioxa-12-azaoctadecan-18-yl)-
1,3,5-benzentricarbonsaureamid (27)......ccceeeieeecieecee e 161
Darstellung von tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-[methyl-(5-
acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-p-galacto-2-
nonulopyranosyl)onat-n-5-oxypentanoyl]onat (33).......cccceeciieiieciiee e, 162

Darstellung des Trisialosids des N, N?, N°>-Trihexylbenzen-1,3,5-tricarbonsdureamids

8  TOXIKOLOGISCHE DATEN ..ceurereeeereeeererencesessasesessasessssesessssasassasessssasessasescssases 109

O LITERATURVERZEICHNIS uevueeererenseseseacesessasessssesessnsesessasessssasessssasessnsassssnsessnses 17D

1O DANKSAGUNG . eeureererereereressasesessasessssesessssesessssessssssessssssessssessssssasassssesessases 1O

11 EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG .evuvueeereeeerereesesessacesessasessssesessssesessasessssasassnsesasss LOD




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

1D eindimensional

2D zweidimensional

3D dreidimensional

abs. absolut

Ac Acetyl

arom. aromatisch

Boc tert-Butyloxycarbonyl

bs breites Singulett

o) chemische Verschiebung

CRD carbohydrate recognition domain
d Dublett

dd Dublett vom Dublett

dq Dublett vom Quartett

DC Dinnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

eq Aquivalent

ESI-MS Elektrospray-lonisation Massenspektrometrie
Et Ethyl

EtOAc Ethylacetat

Gl. Gleichung

GPC Gel-Permeations-Chromatographie
gr. griechisch

H5 Hamagglutinin (Subtyp 5) des Influenza A-Virus
HA Hamagglutinin




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Bedeutung

HPAI high pathogenic avian influenza
HPLC high performance liquid chromatography
Ka Assoziationskonstante

Ko Dissoziationskonstante

Ki inhibitorische Konstante
lat. lateinisch

LigPlot ligand interaction plot

LPAI low pathogenic avian influenza
M1 Matrixprotein 1

M2 Matrixprotein 2

m Multiplett

MD molecular dynamics

MS Massenspektrometrie

NA Neuraminidase

Nd Niederschlag

Neu5Ac N-Acetylneuraminsaure
NMR nuclear magnetic resonance
NP normal phase

PDB protein data bank

PE Petrolether

RBD Rezeptorbindungsdomane
Rf Retentionsfaktor

RMSD root mean square deviation
RP reverse phase

RU response units

RT Raumtemperatur

s Singulett

SPR surface plasmon resonance
t Triplett

Tab. Tabelle

VI



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung
TEG

THF

Tol

TRG

TsCl

WHO

Aminosaure
Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Triptophan
Tyrosin

Valin

Bedeutung
Tetraethylenglycol
Tetrahydrofuran

Toluol

Triethylenglycol
para-Toluolsulfonsaurechlorid

world health organization

Dreibuchstabencode
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr

Val

Einbuchstabencode

O o 2

o)

Vil






ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die COVID-19 Pandemie ist der momentane Hohepunkt einer Reihe von Pandemien unter
Menschen, die durch hoch infektiose Virenstamme verursacht werden. In der jingeren
Geschichte war hauptsachlich das hochansteckende Influenzavirus, das Infektionskrankheiten
des humanen Respirationstraktes auslost, flir vier groRe Pandemien verantwortlich, von
denen die Spanische Grippe (1918 - 1920) mit 20 bis 50 Millionen Toten als die bisher
verheerendste durch Viren ausgeloste Pandemie gilt. Die avidre Influenza wiederum ist seit
vielen Jahren vor allem in afrikanischen und asiatischen Landern fir epidemische Ausbriiche
der Vogelgrippe unter Nutzgeflligel verantwortlich. Auch in Deutschland sind seit 2006 immer
wieder Félle von infizierten Tieren zu verzeichnen, die auf eine Ubertragung durch Wildvogel
wihrend des saisonalen Vogelzugs zuriickzufiihren sind.! Bei infizierten Tieren verursacht die
hochpathogene Form der Viren (HPAI) eine spontan einsetzende schwere Erkrankung, die
nach kurzer Dauer eine Mortalitatsrate von fast 100 % besitzt. Seit 1997 sind zudem
wiederholt Fille einer Ubertragung des Virus auf Menschen verzeichnet worden, in denen das
Virus eine Mortalitadtsrate von mehr als 50 % aufweist.? Die Infektion beginnt mit dem
Hamagglutinin H5, welches fir den Primarkontakt zwischen Virus und Wirtszelle
verantwortlich ist und die Bindung an a2,3-glycosidisch verknlpfte Sialinsdurereste auf der
Oberflache der Epithelzellen im oberen Bereich des respiratorischen Traktes praferiert. Diese
Praferenzist der Hauptgrund einer bisher ausbleibenden humanen Pandemie, da menschliche
Epithelzellen des oberen Respirationstraktes hauptsachlich a2,6-verkniipfte Sialinsaurereste
prasentieren, wodurch Infektionen nur bei einer sehr hohen Viruskonzentration beobachtet
wurden. Eine Mutation dieses hoch pathogenen Virus oder ein genetisches Reassortment mit
anderen hoch infektiosen Virenstammen kdnnten jedoch eine Adaption an menschliche Zellen
und somit auch eine Mensch-zu-Mensch Ubertragung ermoglichen.

Bei der Bekdmpfung von Influenza gibt es unterschiedliche Ansadtze. Zum einen die
Vakzinierung gegen Influenzaviren zur Vermeidung einer Infektion und zum anderen
verschiedene antivirale Medikamente zur Therapie bei einer bereits erfolgten Ansteckung. Bei
der Behandlung mit antiviralen Wirkstoffen ist, neben der Hemmung der Endonuklease, des

Matrixproteins M2 oder der Neuraminidase, die Inhibition des Hamagglutinins ein duBerst
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vielversprechender Ansatzpunkt, um den Replikationszyklus der Viren zu unterbrechen. Dabei
wird durch hochaffine Liganden die Rezeptorbindungsdomane (RBD) des Proteins besetzt und
so bereits das initiale Binden des Virus an die Wirtszelle verhindert. Da das Hamagglutinin H5
ein homotrimeres Lektin ist, besteht neben der Entwicklung von modifizierten Analoga des
natiirlichen Bindungsepitops die Maoglichkeit, verschiedene multivalente Konzepte zur
Affinitatssteigerung zu nutzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, neue Konzepte fiir die Herstellung von trivalenten
Liganden mit einfachen biokompatiblen Oligoethylenglykolresten als Spacer zu entwickeln.
Basierend auf den Kristallstrukturen eines monomeren Hamagglutinins H5, welches mit dem
nativen Bindungsepitop des Proteins cokristallisiert vorlag, und eines trimeren Hamagglutinins
H5, wurden in silico Liganden entwickelt, die das Potential haben als entry-Inhibitoren den
Infektionszyklus von avidren Influenzaviren zu blockieren. Aufgrund der Cs-Symmetrie des
homotrimeren Hamagglutinins wurden zunachst trivalente Liganden mit Sialinsdauren als
terminale antigene Bausteine und Oligoethylenglycolfragmenten als Spacer zum Binden aller
drei Bindungstaschen erstellt. /n silico wurde der Bindungsmodus des trivalenten Liganden 1
analysiert und in einer Molekildynamik-Simulation (MD) validiert. Es konnte gezeigt werden,
dass in dem der Simulation zugrundeliegende Modell das Binden aller Kohlenhydratbindungs-
stellen (carbohydrate recognition domains, CRD) gleichzeitig mdglich ist und nicht durch
negative Effekte gestort wird. Es zeigte sich allerdings auch, dass der Ligand aufgrund seiner
ungewohnlich langen Linkerstrukturen eine hohe Flexibilitat besitzt, wodurch sich teilweise
unspezifische Wechselwirkungen entlang der Proteinoberflache ausbildeten. Auf Basis dieses
trimeren Liganden wurden anschlief3end in silico die Liganden 3 und 4 entwickelt, welche sich
andere multivalente Effekte zur Steigerung der Bindungsaffinitdt zu Nutzen machen sollten.
Fir diese Liganden wurden ebenfalls MD-Simulationen durchgefiihrt und ausgewertet. Die
Ergebnisse der Computersimulationen dienten als Grundlage fir die Entwicklung von
Synthesestrategien zur Darstellung Cs-symmetrischer Liganden auf Basis der Bausteine core,
Linker und Bindungsepitop.

Es konnten alle wichtigen Fragmente in meist guten Ausbeuten synthetisiert und zuverlassige
Syntheserouten fir die Linkerstrukturen in verschiedenen Langen etabliert werden. Die
Realisierung der Synthese des Liganden 1 gelang dabei wegen Ausbeute- und

Reinigungsproblemen allerdings nicht in reiner Substanz. Sowohl die erfolgreich
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durchgefiihrten Synthesen als auch die Reinigung und Charakterisierung der Fragmente wurde
fir eine Anwendung des Konzeptes auf vergleichbare Systeme angepasst. Die Liganden 3 und
4 konnten als Vertreter der Cs-symmetrischen Liganden zudem erfolgreich in ihrer

geschitzten Variante dargestellt werden.







ABSTRACT

2 Abstract

The COVID-19 pandemic is the current pinnacle in a series of human pandemics caused by
highly contagious viruses. In recent history they were mostly due to highly contagious
influenza viruses that cause infections of the upper human respiratory tract. Four major
pandemics occurred with the Spanish Flu (1918 - 1920) being the most devastating, causing
20 to 50 million deaths. Avian influenza has been known for number of years in African and
Asian countries to cause epidemics of bird flu among poultry. In Germany returned cases of
infected birds have been observed most of them caused by wild birds during the seasonal
migration.! Animals infected with the highly pathogenic form of the virus (HPAI) developed a
severe disease that leads to a mortality of about 100 %. Since 1997 many cases of human
infection with the mortality rate of well over 50 % have been observed.? The infection starts
with the hemagglutinin H5 of the virus binding to the a2,3-linked sialic acid residues on the
surface of epithelial cells in the upper respiratory tract. In contrast to birds, a.2,6-linked sialic
acid residues are found in the respiratory tract of humans. This difference has probably
prevented the outbreak of a human pandemic. Mutations of the highly pathogenic viruses or
a genetic reassortment with other highly infectious viruses could easily lead to an adaption to
the epitopes on human cells and facilitate human to human transmission.

There are different approaches to controlling influenza. On the one hand, vaccination against
influenza viruses to prevent infection and, on the other hand, various antiviral drugs for
therapy of already infected individuals. In addition to inhibition of the endonuclease, the
matrix protein M2 and the neuraminidase, inhibition of the hemagglutinin is an extremely
promising approach to interrupt the replication cycle of the viruses. High-affinity ligands
occupy the receptor-binding domain (RBD), thus preventing already the initial binding of the
virus to the host cell. Hemagglutinin H5 as a homotrimeric lectin allows development of
modified analogues of the natural binding epitope as well as testing of various multivalent
concepts for affinity enhancement.

Goal of the present dissertation has been the development of new concepts for trivalent
ligands based on biocompatible oligoethyleneglycol residues as a spacer. Based on the crystal

structures of a monomeric hemagglutinin H5, which was co-crystallized with the native
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binding epitope of the protein, and of a trimeric hemagglutinin H5, potential ligands were
developed that have the potential to block as entry inhibitors the avian influenza virus
infection cycle. Because of the Cz-symmetry of homotrimeric hemagglutinin, trivalent ligands
were designed that terminate in sialic acid residues and have oligoethyleneglycol spacers to
reach all three binding pockets. In silico, the binding mode of ligand 1 was analyzed and
validated in a molecular dynamics (MD) simulation. It was shown that in the model underlying
the simulation, binding of all carbohydrate recognition domains (CRD) simultaneously is
possible and is not disturbed by negative effects. However, the ligand was also found to have
high flexibility due to its unusually long linker structures, resulting in the partial formation of
nonspecific interactions along the protein surface. Based on this trimeric ligand, ligands 3 and
4 were subsequently designed in silico to take advantage of further multivalent effects to
increase binding affinity. MD simulations were also performed and evaluated for these
ligands. The results of the simulations served as a basis for the development of synthesis
strategies for the preparation of Cs-symmetric ligands based on the building blocks core,
linker, and binding epitope.

All relevant fragments could be synthesized in mostly good yields and reliable synthesis routes
for the linker structures in different lengths could be established. However, the final syntheses
of ligand 1 as a pure molecule was not successful because of problems in yields and
purification. The successful syntheses as well as the purification and characterization of the
fragments were adapted for a broader application of the concept to comparable systems.
Moreover, ligands 3 and 4, as representatives of the Cs-symmetric ligands, could be

successfully synthesized in their protected variant.




EINLEITUNG

3  Einleitung

In Zeiten des Coronavirus SARS-CoV-2, welches das alltdgliche Leben gewandelt hat, wird
einmal mehr deutlich, welches Gefahrenpotential von Viren ausgeht. Doch nicht erst seit
COVID-19 sind immer wieder Viren fur verheerende Pandemien unter den Menschen
verantwortlich. Dabei gibt es Erreger aus verschiedenen Virusfamilien die unterschiedliche
aber teilweise sehr schwerwiegende Infektionen auslésen. Das ausschliefllich
humanpathogene Masernvirus zum Beispiel gehort der Familie der Paramyxoviridae an. Der
Erreger des schweren akuten Atemwegssyndroms (severe acute respiratory syndrome
coronavirus, SARS) hingegen gehort, wie auch das aktuell grassierende Virus der COVID-19-
Pandemie, der Familie der Coronaviridae an und das Ebolavirus, welches beispielsweise von
2014 bis 2016 fir einen epidemischen Ausbruch in Westafrika sorgte, gehort der Familie der
Filoviridae an. Ein besonderes Virus sorgt jedoch sogar in regelmaRigen Abstanden fir
pandemische Ausbriiche unter den Menschen. Das Influenzavirus, welches der Familie der
Orthomyxoviridae angehort, zeichnet sich durch eine besonders groRe genetische Variabilitat
aus, welche fir die Entstehung neuer Virusvarianten und -subtypen verantwortlich ist. Viele
Epidemien und Pandemien des 20. und 21. Jahrhunderts gehen dabei auf Varianten von
Influenzaviren zuriick. Die Spanische Grippe beispielsweise, welche sich von 1918 bis 1920 in
mehreren Wellen ausbreitete, war eine Influenza-Pandemie, die durch einen hochvirulenten
Subtyp des Influenzavirus (A/HIN1) verursacht wurde. Laut Schatzungen der World Health
Organization (Weltgesundheitsorganisation, WHO) infizierte sich ein Drittel der damaligen
Weltbevoélkerung, also ca. 500 Millionen Menschen mit dem Virus und es wird angenommen,
dass rund 40 Millionen Menschen ihr Leben verloren.® Alle der Spanischen Grippe
nachfolgenden Influenza A-Pandemien und fast alle Falle von Influenza A-Ausbriichen
weltweit, mit Ausnahme menschlicher Infektionen durch Vogelgrippeviren wie H5N1 und

H7N7, wurden seither durch ,Nachkommen* des Virus von 1918 verursacht.*®




EINLEITUNG

3.1 Influenza

In der jlingeren Geschichte sind vier verheerende Influenza-Pandemien aufgetreten: 1889 die
»Russische Grippe”, 1918 die bereits erwahnte ,Spanische Grippe”, sowie 1957 die , Asiatische
Grippe“ und 1968 die ,Hongkong-Grippe“.> 4 Die Influenza, welche auch als ,echte Grippe”
bezeichnet wird, ist eine ansteckende, durch Viren ausgeldste Infektionskrankheit des
respiratorischen Trakts bei Menschen. Nach Schatzungen der WHO erkranken jahrlich 10 bis
20 % der Weltbevolkerung an Influenza. Die jahrliche Riickkehr der Krankheit wird durch die
antigene Variabilitdt des Influenzavirus bestimmt.3 Dabei werden die Risiken der echten
Influenza in der Bevolkerung nach wie vor unterschatzt, da die Bezeichnung Grippe haufig
auch als Synonym fiir den deutlich harmloser verlaufenden grippalen Infekt verwendet wird.
Der grippale Infekt kann im Gegensatz zur echten Influenza durch eine Vielzahl an Viren oder
auch unter zusatzlicher Beteiligung von Bakterien ausgel6st werden. Die Erreger kdnnen dabei
unterschiedlichen Virusgattungen wie denen der Rhino-, Entero- und Mastadenoviren oder
sogar den Familien der Corona- und Paramyxoviridae angehéren.”®

Eine Influenzainfektion besitzt aufgrund der aggressiven Ausbreitung der Viren im Korper eine
sehr kurze Inkubationszeit von 1-3 Tage und &duflert sich spontan durch ein starkes
Krankheitsgefiihl mit Kopf- und Gliederschmerzen, Schnupfen, Schittelfrost und
Schweillausbriiche. Die Dauer der Erkrankung betragt in den meisten Fallen 1-2 Wochen und
wird begleitet von teilweise sehr hohem Fieber mit Temperaturen um die 40 °C. Besonders
gefahrlich ist die Virusgrippe fiir dltere Menschen, sowie Kinder, Jugendliche und Erwachsene
mit chronischen Vorerkrankungen der Atemwege, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes,
Nieren- und Leberkrankheiten, Krebs, Immunschwache, neurologischen Erkrankungen, sowie
HIV/AIDS, da es in Folge der Erkrankung zu Sekundarinfektionen sowohl viraler als auch

bakterieller Natur kommen kann, die mitunter tédlich verlaufen kénnen.”
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3.1.1 Nomenklatur und Aufbau von Influenza A-Viren

Die Erreger der Influenza sind Orthomyxoviren, welche in die Gattungen A, B, C und
inzwischen auch D0 unterteilt und anhand ihrer Nucleo- und Matrixproteine unterschieden
werden. Fir den Menschen sind vor allem Infektionen mit Influenza A- und B-Viren, welche
zumeist saisonal auftreten, besonders relevant. Infektionen mit Influenza C-Viren oder den
eng verwandten D-Viren spielen fiir den Menschen nur eine untergeordnete Rolle.® 11
Influenza A-Viren lassen sich anhand ihrer Oberflachenantigene in unterschiedliche Subtypen
einteilen. Influenza B-Viren werden nach dem Ort ihres Auftretens in zwei spezifische
genetische Stammlinien (Victoria und Yamagata), welche wiederum anhand ihrer
Oberflachenproteine unterschieden werden, eingeteilt. Die seit Jahren weltweit in der
menschlichen Bevdlkerung zirkulierenden Influenza B-Viren haben im Unterschied zu
Influenza A-Viren eine niedrigere Mutationsrate und ein engeres, zumeist auf den Menschen
beschranktes Wirtsspektrum.'2

Die Nomenklatur der Influenza A-Virenstamme erfolgt nach einem von der WHO
vorgegebenen internationalen Standard und enthalt segmentiert alle Informationen zur
Identifizierung des Virus. Das erste Segment steht fiir die Gattung des Virus, danach kann
optional der urspriingliche Wirt angegeben werden. Die folgenden Segmente stehen fiir den
Fundort des Virus, die laufende Nummer des Isolats und das Jahr der Isolierung. Influenza A-
Viren enthalten zudem die Kombination der Oberflachenantigene. Das Influenzavirus welches
1957 die Asiatische Grippe ausloste, welche nach der Spanischen Grippe die zweitschlimmste
Influenza-Pandemie des 20. Jahrhunderts war, trdagt beispielsweise die Bezeichnung
A/Singapore/1/57(H2N2).13

Ein einzelnes Influenza A-Virion (Abb. 1) hat einen mittleren Durchmesser von 80-120 nm und
liegt meist in spharischer Form vor. Es besitzt ein segmentiertes Genom bestehend aus acht
RNA-Einzelstrangen negativer Polaritat, welches flir zehn virale Proteine kodiert und von einer
zweischichtig aufgebauten Zellwand umgeben ist. Die innere Hiille besteht aus dem
Matrixprotein M1 und die duBere Hulle aus einer Lipiddoppelschicht.* Auf der Oberflache der
Viren befinden sich drei verschiedene Arten von Membranproteinen. Das Matrixprotein M2,
welches als Protonenpumpe dient und die beiden Hauptantigene Hamagglutinin (HA) und

Neuraminidase (NA), welche die charakteristische Oberflachenstruktur der Influenzavieren
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ausbilden.’® Diese beiden Transmembranproteine sind fir den jeweiligen Influenzastamm
charakteristisch und entscheidend fiir eine erfolgreiche Infektion und Vermehrung. Das
Hamagglutinin ist durch das Binden von Kohlenhydratstrukturen auf der Zelloberflache fir
den Primarkontakt zwischen Virus und Wirtszelle, sowie die Fusion von Virus- und
Zellmembran wadhrend der Endozytose verantwortlich. Die Neuraminidase wiederum
katalysiert nach erfolgreicher Vermehrung der Viren in der Wirtszelle die Abspaltung der
Tochtervirionen. Bis heute sind 18 HA-Serotypen von Vogel- und Saugetierviren (H1 - H18)
bekannt, wobei nur drei (H1, H2, H3) sich in der menschlichen Population manifestiert haben
und von Mensch-zu-Mensch Ubertragbar sind. Die weiteren Subtypen werden bisweilen nur
von infizierten Tieren auf den Menschen lbertragen. Neben den 18 bekannten HA-Subtypen
sind 11 verschiedene NA-Subtypen bekannt. Alle 16 urspriinglichen HA-Subtypen (H1 - H16),
sowie alle 9 urspriinglichen NA-Subtypen (N1 - N9) wurden in Vogeln nachgewiesen. Die zwei
HA-Subtypen H17 und H18, sowie die zwei NA-Subtypen N10 und N11 wurden bislang nur in

Flederm&usen nachgewiesen.®

Lipiddoppelschicht
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Abb. 1:. Die innere Hille besteht aus dem Matrixprotein M1 und die duBere Hille aus einer
Lipiddoppelschicht. Im Inneren befinden sich die acht RNA-Segmente und die viralen RNA-
Polymerasen. Auf der Hillmembran sind die beiden Hauptantigene Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA), sowie das Matrixprotein M2 zu erkennen.”

Die Hauptgriinde fiir das grofle pandemische oder epidemische Potential der Influenzaviren
sind zum einen das Fehlen einer Korrekturfunktion bei der Replikation des RNA-Genoms (RNA-
Polymerasen sind um den Faktor 1000 ungenauer als DNA-Polymerasen), welches zu
Punktmutationen, also einer schrittweisen Variation des viralen Genoms, flihrt (antigenic

drift). Und zum anderen besteht das virale RNA-Genom aus 8 Segmenten, welche fiir zehn
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strukturelle und nicht-strukturelle Proteine kodieren. Befinden sich in einer infizierten Zelle
unterschiedliche Influenza A Genome, kdnnen die RNA-Segmente nach ihrer Replikation in
beliebiger Kombination zu neuen Viren assembliert werden. Diese Eigenschaft wiederum lasst
Reassortanten mit neuen pathogenen und immunologischen Eigenschaften entstehen

(antigenic shift).18 1°

3.1.2  Replikationszyklus

Die Infektion mit Influenza A-Viren beginnt durch die Bindung der Viruspartikel (ber
membranstandige Hamagglutinine an 2,3 oder o2,6 mit Galactose verknipfte
Sialinsaurereste der Zellen des oberen respiratorischen Flimmerepithels.

Zunachst gelangen die Viren durch das Mucin (lat. mucus = Schleim) an die Oberflache der
Wirtszellen, wobei die Neuraminidase durch Verflissigung des Schleims dafiir sorgt, dass die
Viruspartikel nicht verkleben. Die Infektion der Zellen wird anschliefend durch die Bindung
des Virus Gber Hamagglutinin an sialylierte Rezeptoren initiiert. Die spezifische Bindung des
Hamagglutinins beruht dabei nicht nur auf der Art der Verknilipfung selbst, sondern vor allem
auf der resultierenden charakteristischen Topologie der Basisstrukturen.?’ Die Zellen des
oberen respiratorischen Epithels bei Menschen weisen meist «o2,6-verknipfte
Sialinsdurereste auf, wohingegen beispielsweise bei Vogeln hauptsachlich die «2,3-
Verknlipfung vorliegt (Abb. 2). Diese Strukturvariante ist wiederum bei Menschen fast
ausschlieBlich auf Zellen zu finden, mit denen die Alveolen der Lungen ausgekleidet sind.
Dadurch ist die Infektionen von Menschen mit Vogelgrippeviren (vgl. Kapitel 3.2) nur moglich,

wenn die Erreger in einer groRBen Anzahl bis tief in die Lunge gelangen.?®
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Abb. 2: 0.2,3- (links) und «.2,6- (rechts) Verknlpfung der Sialinsdure (rot) mit Galactose (blau).
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Nach der initialen Bindung und anschlieendem Endocytose-vermittelten Eintritt der Viren in
die Zelle aktiviert der niedrige pH-Wert im Endosom das Matrixprotein M2 und induziert eine
Konformationsanderung im HA. Durch die einstromenden Protonen sinkt der pH-Wert im
Inneren des Virus weiter und fiihrt dadurch zur Auflésung des Matrixproteins M1 und somit
zur Fusion von viraler und endosomaler Membran, wodurch die Freisetzung des
segmentierten viralen Genoms in das Cytosol erméglicht wird (uncoating).?! Die virale RNA
wird anschlieBend in den Nucleus der Wirtszelle transloziert, wo sie durch die viruseigene
Polymerasen PB1, PB2 und PA transkribiert und repliziert wird.??> Nach abschlieRender
Synthese im Cytoplasma werden die viralen Proteine im Kern zu viralen Ribonukleoproteinen
(VRNPs) zusammengesetzt und mittels M1 und NS2 zur Zellmembran der Wirtszelle exportiert.
Die dort zusammengesetzten Viruspartikel werden wahrend der anschlieRenden
Virusknospung (budding) durch viruseigene Neuraminidase die Sialinsdureglycoside auf der
Oberflache der Wirtszelle abgespalten, wodurch die neu entstandenen Virionen in den

extrazelluldren Raum freigegeben werden (Abb. 3).23
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Reproduktionszyklus von Influenza A-Viren. Nach erfolgreichem
Primarkontakt und Endocytose-vermitteltem Eintritt in die Zelle wird die virale RNA durch viruseigene
Polymerasen repliziert und transkribiert. Nach abschlieBRender Synthese im Cytoplasma werden die
viralen Proteine im Kern zu viralen Ribonukleoproteinen (VRNPs) und an der Zellmembran der
Wirtszelle zu Viruspartikel zusammengesetzt. AnschlieBend erfolgt die Ausknospung der
Tochtervirionen.'’
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3.2 Aviare Influenza

Der Begriff der avidren Influenza leitet sich vom lateinischen Ausdruck fiir Vogel (lat. avis) ab.
Diese, durch spezielle Influenza A-Viren, in erster Linie der Subtypen H5 und H7,
hervorgerufene Tierseuche, wird umgangssprachlich als Vogelgrippe oder Gefliigelpest
bezeichnet. Die Erreger der Vogelgrippe treten in zwei Varianten, sowie verschiedenen
Subtypen auf. Normalerweise persistieren die Viren in einer niedrigpathogenen Form (LPAI -
low pathogenic avian influenza) asymptomatisch in ihrem natirlichen Reservoirwirt der
Gattung Gansevogel (Anseriformes), wie beispielsweise Gansen, Enten und Schwanen. Durch
Modifikation im Bereich der HA-Spaltstellenregion aufgrund von Mutationen des Genoms
oder Rekombination mit Genen anderer Proteine kdnnen sich die Viren jedoch in eine
hochpathogene Form (HPAI - high pathogenic avian influenza) umwandeln.?4%¢ Diese HPAI-
Viren verursachen bei infizierten Tieren eine spontan einsetzende schwere Erkrankung, die
nach kurzer Dauer eine Mortalitatsrate von fast 100 % besitzt.18 27

Die aviare Influenza mit der Kombination an Oberflachenantigenen H5 und N1 wurde erstmals
1878 in Italien beobachtet.?® Sie wurde jedoch erst 1997, nach einem Ausbruch unter
domestiziertem Gefliigel in Hongkong, mit einer Ubertragung auf den Menschen in
Verbindung gebracht.!! Die Ubertragung des Virus-Subtyps H5N1 auf den Menschen erfolgte
jedoch nur bei engem Kontakt mit erkrankten oder verendeten Végeln sowie deren Produkten
oder Ausscheidungen. Um eine Ausbreitung des Virus zu verhindern, wurden Ende der 2000er
grold angelegte Massentotungen des Nutzgeflligels durchgefiihrt. Zunachst schien damit die
Ausbreitung einer Pandemie erfolgreich verhindert worden zu sein. 2003 wurde jedoch in
Asien ein erneuter Ausbruch der aviaren Influenza durch einen Erreger des gleichen Subtyps
festgestellt, worauf 2004 dann auch grolRe pandemische Ausbriiche in Thailand und Vietnam
verzeichnet wurden, welchen spater auch eine Verbreitung bis nach Europa und Afrika folgte.
Beunruhigend in diesem Zusammenhang war die Beobachtung, dass beispielsweise Enten
teilweise asymptomatisch das hochpathogene H5N1-Virus ausscheiden. Diese Tiere stellen
somit ein verborgenes Reservoir fiir die hochpathogene Virenstamme dar.® 27

Von Januar 2003 bis Januar 2021 registrierte die WHO 862 Falle von H5N1-Infektionen beim
Menschen, wobei 455 Erkrankungen todlich verliefen. Mit einer Mortalitatsrate von mehr als

50 % gehoért das H5SN1 somit zu den gefdhrlichsten bisher bekannten Influenzaviren.? Die hohe
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Infektionsrate des H5N1 ist auf das Hamagglutinin H5 (vgl. Kapitel 3.3) zurilickzufiihren. Dieses
kann sich in seiner hoch pathogenen Form, im Gegensatz zu der niedrig pathogenen Form,
welche nur Zellen des Respirations- und Gastrointestinaltraktes befallt, in Zellen des ganzen
Kérpers ausbreiten.?l 2% 30 Eine Anpassung des Virus an humane Hamagglutinin-Rezeptoren
kénnte zudem eine effiziente Mensch-zu-Mensch Ubertragung gewihrleisten. So konnte
in vitro gezeigt werden, dass der simultane Austausch zweier Aminosaduren innerhalb der
Rezeptorbindestelle des Hamagglutinins der asiatischen HPAIV H5N1-Linie die Bindung an
humane a2,3-verkniipfte Rezeptoren um den Faktor 2 bis 6 verbessert. Dies entspricht einer
fur humane Influenza A-Viren charakteristisch Affinitit.3%' 32 Gambaryan et al.>3 konnte zudem
2005, anhand zweier Isolate aus 2003, zwei Virus-Varianten beschreiben, die eine verminderte
Affinitat gegenliber avidren Rezeptoren und eine erhdhte Affinitat flir humane Rezeptoren
aufwiesen. Es konnte in diesem Fall gezeigt werden, dass eine einzelne Mutation von einem
Serin nach Asparagin innerhalb der Rezeptorbindestelle fiir diesen ,Praferenzwechsel”

verantwortlich war.18 3133

33 Hamagglutinin

Das von G. Hirst3* 1941 in New York entdeckte Virusprotein Himagglutinin ist in der Lage, rote
Blutzellen zu verklumpen. Dieser Vorgang, von dem sich der Name Hamagglutinin ableitet,
wird als Hamagglutination (gr. Him = Blut; lat. agglutinare = anheften) bezeichnet. Dabei
bindet das Hamagglutinin an Sialinsdure-haltige Glycoproteine, die sich auf der duferen
Membran der roten Blutzellen befinden.?®

Das trimere Hamagglutinin (Abb. 4) ist ein membranstandiges Glycoprotein und neben der
Neuraminidase eines der zwei Hauptantigene von Influenzaviren der Gattung A und B. Es ist
fir die Anlagerung des Virus an Sialinsdure-haltige Rezeptoren auf der Oberfliche der
Wirtszellen verantwortlich und ermoglicht wahrend der Endozytose durch einen pH-
induzierten Konformationswechsel die Fusion der viralen und endosomalen Membran,36-38
Das Hamagglutinin ist ein homotrimeres Lektin mit einer Lange von 135 A3 und einem
Molekulargewicht von bis zu 225 kDa38, welches auf der Oberfliche der Viren mit 2-4 Kopien

pro 100 nm? und entsprechend ca. 600-1200 Kopien pro Virion prasentiert wird. Es kann durch

Bromelain-Verdau aus der Virusmembran gelost werden, wodurch ein C-terminales
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hydrophobes Anker-Peptid mit einem Molekulargewicht von ~5 kDa aus jeder Untereinheit

entfernt wird.38

Durch die hohe Anzahl an Antigenen ist das Virus trotz seiner relativ geringen Affinitat eines
einzelnen Hamagglutinins zur Sialinsdure (Kp = 103M) in der Lage, aufgrund der
resultierenden polyvalenten Wechselwirkungen (vgl. Kapitel 3.5), eine um den Faktor 10%°
gesteigerte Bindungsstarke beim Anheften an die Wirtszelle zu erreichen.3° Das Hiamagglutinin

besteht aus drei identischen monomeren Einheiten mit einem Molekulargewicht von 60 bis

maximal 76 kDa.** 4! Jedes Monomere besteht aus zwei Untereinheiten, der HA1- (~50 kDa)

und der HA2-Domadne (~25 kDa), welche Uber eine Disulfidbriicke kovalent miteinander

verbunden sind.*! Die beiden Untereinheiten wiederum gehen aus der Spaltung des
Vorgangerproteins HAO durch viruseigene Protease hervor.3” 42 Die rdumliche Struktur des
trimeren (A) und des monomeren (B) Hamagglutinins sind als ribbon-Model in Abb. 4

dargestellt.

Abb. 4: A) Raumliche Struktur des trimeren Hamagglutinins als ribbon-Model: Jede HA-Untereinheit
ist rot, griin bzw. blau geféarbt und die Fusionspeptide sind gelb hervorgehoben. B) Raumliche Struktur
des monomeren Hamagglutinins als ribbon-Model: Die HA1-Domane ist rot und die HA2-Domane
hellrot geféarbt. Das Fusionspeptid ist gelb hervorgehoben. Die Bindungstasche fiir die Sialinsaurereste
befindet sich im distal zur Virusmembran gelegenen, globuliren Teil des Proteins.?®

Die drei Monomere bilden zusammengesetzt ein zentrales alpha-helikales coiled-coil

Strukturmotiv. Der distal zur Virusmembran befindliche Abschnitt des Proteins liegt in einer
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kompakten globuldaren Konformation vor. Jede dieser globuldaren Kopfregionen, welche
ausschlieBlich aus HA1 besteht, besitzt eine Rezeptorbindungsdomane (RBD). Der proximale
Teil des Molekiils, welcher als Stiel- oder Stammregion bezeichnet wird, liegt durch die enge
Assoziation von zwei langen a-Helices von HA2 mit [B-Faltblattern des HA1l in einer
langgestreckten Form vor, wobei die Helices und Faltblatter durch hochvariable Schleifen aus
Polypeptidketten, die sich meist an der Oberfliche des Proteinmolekiils befinden,
miteinander verbunden sind. Das fiir die Fusion der Virushille mit der Zellmembran der
Wirtszelle verantwortliche Peptid ist in der HA2-Domadne zu finden. Die Ubergeordnete
Quartarstruktur des trimeren Hamagglutinins wird hauptsachlich durch laterale

Wechselwirkungen der langen Helices in der Stielregion stabilisiert.36 37,43

3.3.1 Influenzawirkstoffe - Himagglutinininhibitoren

Bei der Bekampfung von Influenza gibt es unterschiedliche therapeutische Ansitze. Die
Vakzinierung ist dabei eine sehr wirksame Methode zur Bekampfung der Influenza. Ein grofRes
Problem der Schutzimpfung stellt jedoch die jahrliche Auswahl der Virusstamme, aus denen
die Impfstoffe hergestellt werden, dar. Aufgrund der rasanten Entwicklung der Viren passen
die Impfstoffhersteller die verwendeten Antigene zweimal pro Jahr, jeweils einmal jahrlich fir
die nordliche und die sudliche Hemisphdre, an die aktuelle WHO-Empfehlung der
zirkulierenden Influenza-Viren an. Seit November 2017 werden fiir Personen im Alter von > 60
Jahren von der ,Standigen Impfkommission am Robert-Koch-Institut” (STIKO) ausschlieBlich
guadrivalente Influenza-Impfstoffe aus inaktivierten Oberflachenantigenen empfohlen. Diese
enthalten Antigene jeweils fir Influenza A(HIN1) und A(H3N2) sowie fiir die beiden Influenza

B-Linien.12 44

Neben der Grippeschutzimpfung gibt es zur Behandlung akuter Grippeerkrankungen
verschiedene antivirale Medikamente, welche sich auf der Basis ihrer Wirkansatze in
unterschiedliche Wirkstoffklassen einteilen lassen.*> Die Adamantanderivate Amantadin und
Rimantadin gehdren zur Wirkstoffklasse der M2-lonenkanalblocker (Abb.5). Sie wirken
hemmend auf das uncoating, indem sie das in der Virushille enthaltene lonenkanal-Protein

M2 blockieren, wodurch der Einstrom an Protonen in das Virusinnere und damit die
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Freisetzung des viralen Genoms in das Cytoplasma der Wirtszelle verhindert wird.
Neuraminidase-Hemmer, wie Zanamivir (Relenza®) und Oseltamivir (Tamiflu®) (Abb.5)
wiederum blockieren das aktive Zentrum der viralen Neuraminidase, wodurch die
enzymatische Aktivitat der Neuraminidase, welche fiir die Freisetzung von neu gebildeten
Viruspartikeln aus infizierten Zellen entscheidend ist, unterbunden wird. Seit 2018 ist zudem
Baloxavir (Abb.5) als erster Vertreter einer neuen antiviralen Wirkstoffklasse gegen
Influenza A und B Viren in den USA und Japan zugelassen (Zulassung in Deutschland steht aus,
Stand: 16.11.2020). Das Prodrug (vgl. Kapitel 3.4.2) Baloxavir marboxil wird als Einzeldosis
verabreicht und hemmt nach Metabolisierung zu Baloxavirsdure die Cap-abhangige
Endonuklease, wodurch die Bildung der viralen mRNA unterbunden wird.*

Durch bereits geringe Mutationen kénnen sich jedoch die fiir die spezifische Affinitat der
Wirkstoffe notwendigen Strukturmotive so weit verandern, dass die Inhibitoren nicht mehr

effektiv sind, was dann wiederum zur Ausbildung von Resistenzen fiihrt.4”- 48
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Abb. 5: Strukturformeln der M2-lonenkanalblocker Amantadin und Rimantadin, sowie der
Neuraminidase-Hemmer Zanamivir und Oseltamivir und der Endonuklease-Hemmer Baloxavir
marboxil.

In der Influenzatherapie ist, neben der Hemmung der Endonuklease des Matrixproteins M2
und der Neuraminidase, die Inhibition des Hdmagglutinins ein weiterer moglicher Ansatzpunkt

im Replikationszyklus der Viren. Dabei wird durch hochaffine Liganden die
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Rezeptorbindungsdomdne besetzt und so bereits das initiale Binden des Virus an die
Wirtszelle verhindert. Zu diesem Zweck wurden bisher vor allem Peptide, RNA-Aptamere und
Sialinsdurederivate, bei denen es sowohl mono- als auch polyvalente Ansatze gibt, auf ihr
Potential als Inhibitoren untersucht. Die Entwicklung monovalenter Inhibitoren mit
ausreichender Bindungsstarke ist jedoch aufgrund der geringen Affinitdt der
Rezeptorbindungsdoméne eine Herausforderung. Ein von Weinhold und Knowles®
publizierter Ligand (Abb. 6/b) ist mit einer Dissoziationskonstante von 3.7 uM zum
Hamagglutinin einer der bekanntesten monovalenten kompetitiven Inhibitoren. Im Vergleich
zum Methylglycosid der Neuraminsdure (Abb. 6/a), mit einer Dissoziationskonstante von

2.8 mM, weist er eine um den Faktor 103 gesteigerte Affinitat zum Hamagglutinin auf.>®

a) b) OH
HO COH

Ho. " COLH HO! * 0
2 AcHN O(CH5)sCONHCH,
HO!"
AcHN O/ ~oMe SO,NHCH,CO, O
: 99

N(CHz)2
c)
OH
HO CO,H o] oo
NN
HO! /\/\)I—GSGSASGSG N
AcHN Q o H

OH HO

HO COLH o) H o
HO /\/\)I—GSGSASGSG—N/\/\/\/
AcHN o/ o H g N
HO OH
HO COLH 0
HO /\/\)I—GSGSASGSG—N
AcHN 9/ o H

HO

Abb. 6: Inhibitoren des Hamagglutinins H5. a) Methylglycosid der Neuraminsdure mit einer
Dissoziationskonstante von 2.8 mM.*® b) Von Weinhold und Knowles erstmals 1992 publizierter
monovalenter Ligand mit einer Dissoziationskonstante von 3.7 pM.** % ¢) Von Waldmann et al. 2014
publizierter multivalenter Ligand mit einer Dissoziationskonstante von 446 nm.%!

Im Bereich der Hamagglutinin-Inhibitoren wurde in klassischen Therapieansatzen bis vor
einigen Jahren hauptsadchlich monovalente Wirkstoffe eingesetzt, welche aufgrund ihrer
geringen Affinitat jedoch nur bei sehr hohen Konzentrationen eine kompetitive Hemmung
erzielen konnten.*® Im Fokus neuerer Forschungen, wie der von Lu et al.”?, Bhatia et al.>* oder
Waldmann et al.*!, stehen heute zumeist Liganden mit Ubergeordneten multivalenten
Strukturen, welche deutlich bessere Affinitaten besitzen. Beispielsweise konnte fir den 2014

von Waldmann et al.®? publizierten multivalenten Liganden (Abb. 6/c), welcher aufgrund
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seiner Beschaffenheit das gleichzeitige Binden mehrerer Rezeptorbindungsstellen ermdglicht,
in SPR-Studien mit immobilisierten Hamagglutinin H5 eine Dissoziationskonstanten von

446 nm ermittelt werden.

3.4 Arzneimittelforschung und Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Als Arzneimittel fiir den Menschen gelten nach § 2 Abs. 1 des Arzneimittelgesetzes , alle Stoffe
oder Zubereitungen, die zur Anwendung am oder im menschlichen Kérper bestimmt sind,
welche Krankheiten heilen, lindern oder verhindern sollen.” Unterschieden wird in Stoffe mit
einer Zweckbestimmung, losgeldst von ihrer tatsachlichen Wirksamkeit, sowie in Stoffe mit

einer vorhandenen pharmakologischen, immunologischen oder metabolischen Wirkung.

Ein Arzneimittel kann seine Wirkung nur bei einer vorhandenen Interaktion zwischen
Wirkstoff und Zielmolekil entfalten. Damit sich spezifischen Wechselwirkungen ausbilden
kdnnen ist es notwendig, dass ein Ligand (Antigen) mit seinen Oberflaicheneigenschaften
vollstandig in die Bindungstasche eines Proteins (Antikorper) hineinpasst. Die in diesem
Zusammenhang auftretende Bindungsaffinitat ist ein MaR fir die Kraft einer einzelnen
Protein-Ligand-Bindung. Die Gesamtheit der Affinitdten wird wiederum durch die Aviditat
wiedergegeben. Sie ist ein Mal} fur die Starke multivalenter Bindungen zwischen einem
Liganden und einem Protein (vgl. Abschnitt 3.4 und 6.2).

Die Bindungsstarke eines Protein-Ligand-Komplexes lasst sich experimentell bestimmen und
durch die Assoziationskonstante K4 oder durch das reziproke Mal$ der Assoziationskonstante,
die Dissoziationskonstante Kp (Gl. 1), bei Enzymen oft auch als Inhibitionskonstante K7

definiert, beschreiben.?®>*

1

Ky= —

Gl. 1: Die Dissoziationskonstante Kpentspricht dem reziproken Mal der Assoziationskonstante Ku.

K ist ein MaR fir das dynamische Gleichgewicht zwischen den Geschwindigkeitskonstanten

kon (Bildung des Komplexes) und kos(Dissoziation des Komplexes) (Gl. 2).2°
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kOn
Kors

Gl. 2: Die Assoziationskonstante Kj ist ein MalS fir das dynamische Gleichgewicht zwischen den
Geschwindigkeitskonstanten k,, und Koz

KA:

Die zur Beschreibung von Bindungsaffinitaten haufiger genutzte Dissoziationskonstante Kpist
eine thermodynamische GroRRe und hat die Dimension einer Konzentration mit der Einheit
mol/L (M), welche angibt wie hoch der Anteil der am Protein gebundenen Liganden ist. Sie
ergibt sich nach Gl. 3.2%:>*

[L]-[P]

Ko = —1p1]

Gl. 3: Die Dissoziationskonstante Kpentspricht dem Quotienten aus dem Produkt der Konzentration
des Liganden [L] multipliziert mit der Konzentration des Proteins [P] und der Konzentration des
Ligand-Protein-Komplexes [ PL].

Es gilt, je kleiner der Wert von Kb ist, desto starker ist die Bindung zwischen Ligand und
Protein. Ist die Konzentration des Liganden deutlich kleiner als der Kp-Wert, sind nur wenige
Ligandmolekiile gebunden und es wird kein biologischer Effekt, wie die Hemmung eines
Enzyms, zu beobachten sein. Entspricht die Ligandkonzentration dem Kp-Wert, ist die Halfte
der Bindungsstellen durch Ligandmolekiile belegt.?® >4
Statt Kp wird haufig auch die freie Bindungsenthalpie AGoy angegeben. In GI. 4 ist der
Zusammenhang zwischen Kp und AGoin Abhdngigkeit von der idealen Gaskonstanten R und
der Temperatur 7 aufgefiihrt.?®

AGy, = —RTInK,

Gl. 4: Zusammenhang zwischen freier Bindungsenthalpie AGp und der Dissoziationskonstanten Kjp in
Abhangigkeit der idealen Gaskonstanten Rund der Temperatur 7.

Ein Ab-Wert von 1nM entspricht somit bei 298 K einer freien Bindungsenthalpie von
-51 kl/mol. Die Kp-Werte fiir Komplexe zwischen Biomolekilen liegen meist im Bereich von
103 bis 102 M, wobei der Komplex aus dem tetrameren Protein Streptavidin und dem
Vitamin Biotin mit einem Kp-Wert von ~10'*> M eine der bisher groRten bekannte Affinitat

zwischen Biomolekiilen aufweist.2%: >4 3>
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Eine weitere GroRe in diesem Zusammenhang ist die mittlere inhibitorische Konzentration
ICsp. Sie gibt an, bei welcher Ligandkonzentration die Aktivitdt des Proteins auf die Halfte
gesunken ist und somit die halbmaximale Inhibition beobachtet wird. Daraus folgt, je kleiner
der /Cs0-Wert, desto potenter der Inhibitor. Die Cheng-Prusoff-Gleichung (Gl. 5) beschreibt
dabei den Zusammenhang zwischen der konzentrationsunabhangigen inhibitorischen
Konstante K7und der /Cso. Je niedriger die Ligandkonzentration, desto mehr gleichen sich die
Werte fur /Csound Kz.>%>7
ICs0

B

Gl. 5: Die Cheng-Prusoff-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen der konzentrations-
unabhangigen inhibitorischen Konstante K;und der /Csp.

KI:

3.4.1 Arten von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Organische Molekiile konnen unter Ausbildung chemischer Bindungen oder (Uber
nichtkovalente Wechselwirkungen an Proteine gebunden sein (Abb. 7). Haufig auftretende
polare  Protein-Ligand-Wechselwirkungen sind Wasserstoffbriicken und ionische
Wechselwirkungen. Daneben gibt es noch die unpolaren Teile des Proteins und des Liganden
die durch hydrophobe Wechselwirkungen zur Bindung beitragen, sowie die speziellen Kation-

n-Wechselwirkungen, die zwischen quartiren Aminen und Aromaten entstehen.?®

Protein Ligand Protein Ligand

/ 9~
%o ----- H—N —< 0 T HIN—

\ 0 -

Wasserstoffbriicke H ionische
\ 0--- H—_N/ Wechselwirkung
O—H ----- O:< % - +) >_
o--- H—_N\H

—CHy ——--- H,C—

hydrophobe —— - —N*Y— Kation-Tt-
© _____ @ Wechselwirkung | Wechselwirkung

Abb.7: Haufig auftretende polare und unpolare Protein-Ligand-Wechselwirkungen:
Wasserstoffbriicken, ionische Wechselwirkungen (,Salzbriicken”), hydrophobe Wechselwirkungen
und Kation-rt-Wechselwirkungen.
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Wasserstoffbriicken sind haufig entscheidend fiir eine erfolgreiche Ligandbindung und die
Bericksichtigung ihrer Bindungseigenschaften beim Wirkstoffdesign ist daher besonders
wichtig. Wasserstoffbriicken haben einen essenziellen Einfluss auf die Wirkstoffspezifitat, die
Metabolisierung und die Adsorption des Wirkstoffs. Bei Wasserstoffbriicken wird die Proton-
tragende funktionelle Gruppe, meist NH- oder OH-Gruppen, als Wasserstoffbriickendonor
bezeichnet und die entsprechend wechselwirkende Gruppe, ein elektronegatives Atom, meist
ein Sauerstoff- oder Stickstoffatom mit einer negativen Partialladung und wird als
Wasserstoffbriickenakzeptor bezeichnet. Zwischen einem Protein und einem Liganden
konnen diese Wasserstoffbriicken weiter in vier Subtypen unterteilt werden:
Riickgratakzeptor, Riickgratdonor, Seitenkettenakzeptor, Seitenkettendonor.
Wasserstoffbriickenbindungen  sind  durch  eine  ausgepragte  Abstands- und
Winkelabhangigkeit gekennzeichnet. Die Bindungspartner nehmen eine nahezu lineare
Anordnung zueinander an. Der Abstand zwischen Wasserstoffdonor und Wasserstoffakzeptor
liegt im Bereich zwischen 2.8 und 3.2 A. Der Winkel zwischen N—H und O ist meist gréRer als

150 °. Der Winkel zwischen C=0 und H liegt zwischen 100 und 180 ° (Abb. 8).%°

Abb. 8: Geometrie einer Wasserstoffbriicke. N, H und O nehmen eine fast lineare Anordnung
zueinander an. Der Abstand zwischen N und O liegt zwischen 2.8 und 3.2 A. Der Winkel zwischen
N—H und O ist meist groRer als 150 °. Der Winkel zwischen C=0 und H liegt zwischen 100 und 180 °.

Protein-Ligand-Wechselwirkungen, die durch ein Wassermolekiil vermittelt werden
(,Wasserbriicken”), besitzen im Vergleich zur Standarddefinition einer Wasserstoff-
briickenbindung eine etwas weniger strenge Wasserstoffbriickengeometrie. Weitere polare
Wechselwirkungen sind die ionischen Wechselwirkungen (,,Salzbriicken“) zwischen Gruppen
entgegengesetzter Ladungen. Besonders stark sind diese in einem Abstand von 2.7 bis 3.0 A.
Salzbriicken zwischen Protein und Ligand kénnen in die vom Proteinriickgrad vermittelten und
die von den Seitenketten vermittelten Subtypen unterteilt werden. Wenn sich eine ionische
Wechselwirkung mit einer Wasserstoffbriicke Uberlagert, liegt eine ladungsunterstiitzte

Wasserstoffbriicke vor.2°
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Neben den polaren Protein-Ligand-Wechselwirkungen gibt es noch die Wechselwirkungen der
unpolaren Teile des Liganden und des Proteins. Die hydrophoben Wechselwirkungen
entstehen durch enge Nachbarschaft zwischen unpolaren Aminosdureseitenketten des
Proteins und lipophilen Gruppen des Liganden. Im Gegensatz zu Wasserstoffbriicken sind die
hydrophoben Wechselwirkungen meist nicht gerichtet. Eine Ausnahme bilden die Aromaten,
fir die es bevorzugte, relative Anordnungen gibt. Der Beitrag hydrophober Wechselwirkungen
zur Bindungsaffinitat beruht im Gegensatz zu den polaren Wechselwirkungen nicht auf
direkter Anziehungskraft zwischen den Gruppen, sondern auf der Verdriangung des
Hydratwassers in diesem Teil der Bindungstasche, woraus sich ein zusatzlicher entropischer
Bindungsenergiegewinn ergibt. Im Allgemeinen handelt es sich bei dieser Art von
Wechselwirkungen um eine hydrophobe Aminosaure und eine aromatische oder aliphatische
Gruppe am Liganden. Hydrophobe Kontakte lassen sich in drei Untertypen unterteilen: Kation-
n-Wechselwirkung, m—n-Wechselwirkungen und andere unspezifische Wechselwirkungen.
Kation-m-Wechselwirkungen beruhen auf einer Polarisationswechselwirkung zwischen einer
positiven Ladung und dem m-Elektronensystem eines Aromaten und treten in Abstanden von
bis zu 4.5A auf. m-m-Wechselwirkungen sind Krifte, die zwischen m-Systemen von

aromatischen Ringen, entweder face-to-face oder face-to-edge ausgerichtet auftreten.?’

3.4.2  Prodrugs - Resorptionsester

Der Begriff des Prodrug wurde 1958 von Adrien Albert>® erstmals definiert. Als Prodrug
werden modifizierte Vorlaufersubstanzen ohne eigene biologische Aktivitat bezeichnet,
welche durch chemische oder enzymatische Vorgange in vivo metabolisiert und somit in ihre
aktive Form umgewandelt werden. Prodrug-Systeme dienen der Verbesserung verschiedener
physikochemischen, biopharmazeutischen und pharmakokinetischen Eigenschaften von
Wirkstoffen. Beispielsweise verbessern Prodrugs die orale Resorption oder Bioverfligbarkeit,
sie verringern den First-Pass-Effekt oder ermdglichen Arzneistoffen die Blut-Hirn-Schranke zu

passieren.>® >°
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Eine besondere Form der Prodrugs sind die Resorptionsester. Dieses sind Wirkstoffe, welche
ein oder mehrere Veresterungen besitzen, um besser oder Uberhaupt erst vom Koérper
resorbiert werden zu kdnnen. Die erhohte Lipophilie der enthaltenen Estergruppen sorgt
dafiir, dass der Arzneistoff Gber die Darmschleimhaut resorbiert werden kann, wodurch seine
orale Bioverfligbarkeit deutlich verbessert wird. Durch korpereigene Esterasen wird der
Resorptionsester beim Passieren der Darmschleimhaut oder anschlieBend im Plasma
hydrolysiert und somit der Metabolit freigesetzt. Ein Beispiel dafiir sind die unter 3.2.1
beschriebenen Influenzawirkstoffe Oseltamivir (Abb. 9) und Baloxavir marboxil, welche nach
oraler Einnahme aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert und durch hepatische Esterasen fast
vollstandig in ihre aktiven Metaboliten Oseltamivircarboxylat und Baloxavirsdaure
umgewandelt werden. Die orale Bioverfligbarkeit von Oseltamivir beispielsweise ist recht
hoch, mindestens 75 % einer oral verabreichten Dosis gelangen als aktive Form in den

Blutkreislauf.t®

(0] (0]
O/ O//
K2 o/\ Esterhydrolyse . o
—_
AcHN v AcHN ;
NH,* NH,*
Oseltamivir aktiver Metabolit

Abb. 9: Schematische Darstellung der Esterhydrolyse des Influenzawirkstoffs Oseltamivir zum aktiven
Metaboliten.

3.5 Multivalenz

Der Begriff Multivalenz (lat. multi = viele, valence = Wertigkeit) beschreibt die Wechselwirkung
zweier Komponenten, meist Protein und Ligand, welche jeweils mehrere Bindungsstellen zur
Interaktion besitzen. Eine multivalente Interaktion ist somit ein Vorgang, bei dem mehrere
gleichartige Bindungsereignisse simultan stattfinden. Multivalente Wechselwirkungen sind
ein Schllsselprinzip biologischer Systeme, um starke aber gleichzeitig reversible Bindungen
einzugehen, wobei die Ausbildung mehrerer schwacher Wechselwirkungen, gegenliber einer

einzigen starken Wechselwirkung fiir das System vorteilhaft ist und somit meist bevorzugt
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wird.3? Laut Krishnamurthy et al. ist die Multivalenz ein Designprinzip, welches Inhibitoren mit
einer niedrigen Affinitdt in Inhibitoren mit einer hohen Aviditdt und/oder biologischer
Aktivitdit umwandeln kann.®? Grundsatzlich wird die Multivalenz anhand ihrer Anzahl an
Interaktionen (i) in Bivalenz (zwei Interaktionen zwischen den Bindungsstellen zweier Spezies;
mit i = 2), Oligovalenz (eine diskrete Anzahl Interaktionen zwischen den Bindungsstellen
zweier Spezies; mit i < 10) und Polyvalenz (eine groBe Zahl Interaktionen zwischen den
Bindungsstellen zweier Spezies; mit i > 10) eingeteilt. Wobei unterschieden wird, ob zwischen
den Komponenten zwei oder mehr gleichartige (Homomultivalenz) oder verschiedenartige

(Heteromultivalenz) Bindungsereignisse auftreten.b?

3.5.1  Monovalente vs. Multivalente Wechselwirkungen

Lektine sind komplexe Proteine, die mindestens eine nichtkatalytische Domane aufweisen, die
eine reversible Bindung an Mono- oder Oligosaccharide eingehen kann, wodurch sie in der
Lage sind spezifisch Molekilstrukturen zu erkennen und zu binden.®? Durch die
Wechselwirkung der Oberflaichenrezeptoren wird in der Zelle eine biochemische
Reaktionskaskade ausgel6st. Zudem besitzen viele Lektine mehrere Rezeptorbindungsstellen
und sind dadurch in der Lage gleichzeitig mehrere Bindungen einzugehen. Das Prinzip der
Multivalenz kompensiert dabei die oft schwachen Affinitditen der einzelnen monomeren
Interaktionen. Als natirliche Beispiele fiir effektiv genutzte multivalente Systeme gelten
allgemein der Gecko oder auch eine Pflanze aus der Familie der Korbbltler. Der Gecko besitzt
unzahlige fein strukturierte Haftorgane an seinen Fiifen, wodurch er in der Lage ist, selbst an
nahezu glatten vertikalen Flaichen emporzuklettern (Abb. 10, links). Die groRe Klette (Arctium
lappa) wiederum, ist durch viele kleine Hiakchen am Blitenkopf in der Lage sehr fest an
strukturierte Oberflachen zu binden (Abb. 10, Mitte). Und der nach diesem natliirlichen
Vorbild von dem Schweizer Ingenieur Georges de Mestral entwickelte und 1951 zum Patent
angemeldete textile Klettverschluss (Abb. 10, rechts) basiert auf dem Prinzip der
ineinandergreifenden multiplen Hakchen und Schlaufen. Durch die groRe Anzahl schwacher
monomerer Wechselwirkungen kommt es zu einer starken, reversiblen Verbindung beider
Oberflachen. Dabei gilt, je groBer die wechselwirkende Flache und somit die Anzahl an

monomeren Wechselwirkungen, desto stabiler die Verbindung.3°
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Abb. 10: Multivalenz in der Natur: GeckofuB (links) und die groRRe Klette - Arctium lappa (Mitte);
von der Natur inspiriertes kiinstliches System: der Klettverschluss (rechts).3%

Ein nichtkovalentes Bindungsereignis, wie beispielsweise das zwischen Rezeptor und Ligand,
hinsichtlich der auftretenden Wechselwirkungen zu beurteilen ist schwierig. Eine Moglichkeit
ist die Betrachtung der thermodynamischen Daten, welche nach Kitov und Bundle®* einen
Einblick in die tatsachlich vorliegende Bindungssituation ermdglicht. Kitov und Bundle haben
dazu ein thermodynamisches Modell fir Multivalenz entwickelt, welches unter anderem die
Grundlage fir die in biologischen Systemen beobachteten ,Aviditdtsgewinne”
parametrisiert.®>®” Wahrend die Bindungsstdrke monovalenter Interaktion hauptsichlich
durch die Bindungsaffinitdt der einzelnen Binder zueinander (Dissoziationskonstante Kp)
definiert ist, muss bei multivalenten Interaktionen auch der Einfluss der Valenz, der Flexibilitat
der Linker und der Abstinde der einzelnen Bindungsepitope berlicksichtigt werden. Die
Aviditat einer mehrwertigen Wechselwirkung ist demnach definiert als Dissoziationskonstante
des vollstandig assoziierten Rezeptor-Liganden-Komplexes mit der Anzahl (N) an Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen (i = N) relativ zu den vollsténdig dissoziierten (i = 0) Formen des

multivalenten Rezeptors und des Liganden (Gl. 6).6% 64

Klz)widity — ( 1 + 1 1

Gl. 6: Definition der Aviditdit einer multivalenten Bindung nach Kitov und Bundle.
Ko,n, Ko,n-1 und Kp; = Dissoziationskonstanten von Rezeptor-Ligand-Komplexen mit N Rezeptor-Ligand
Interaktionen (i = N), N-1 Interaktionen und einer Interaktion (i = 1), jeweils im Verhéltnis zum
vollsténdig dissoziierten Rezeptor-Ligand-Komplex (i = 0).

Ein umfangreiches thermodynamisches Model zur Betrachtung multivalenter Effekte ist in der
Arbeit von Kitov und Bundle®*, sowie in der Arbeit zur Multivalenz im Liganddesign von

Krishnamurthy et al.®! zu finden.
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Zusatzlich zur Differenzierung zwischen Affinitdt und Aviditat, muss bei Interaktionen
zwischen Rezeptor und Ligand unterschieden werden, ob es sich bei den auftretenden
bindenden Wechselwirkungen um unabhéangige, multiple monovalente Interaktionen oder
um bindungsverstarkende, abhdngige, multivalente Interaktionen handelt. Im Falle des
Bindungsereignisses zwischen einem multivalenten Rezeptor und einem multivalenten
Liganden wird laut Mammen et al.>® postuliert, dass mit groRer Sicherheit ein multivalentes
Bindungsereignis eintritt.

Multivalente Systeme sind, nach einem initialen intermolekularen Bindungsereignis, durch
spezifische intramolekulare Assemblierungsschritte gekennzeichnet. Dies unterscheidet
multivalente Systeme (Abb. 11/c) sowohl thermodynamisch als auch kinetisch deutlich von
den monovalenten (Abb. 11/a) und mehrfach monovalenten Systemen (Abb. 11/b), denen

solche initialen intramolekularen Schritte fehlen.%®

a) <+©<——>©

b) _<+Q<——>_©+Q<——>_©

— — @
LRt

Abb. 11: Schematische Darstellung der Bindungsmodi zwischen Rezeptor und Ligand. a) Monovalente
Interaktion eines monomeren Rezeptors und eines monomeren Liganden. b) Multiple monovalente
Interaktion eines multivalenten Rezeptors und eines monomeren Liganden. ¢) Multivalente Interaktion
eines multivalenten Rezeptors und eines multivalenten Liganden.

3.5.2  Aufbau und Funktion multivalenter Liganden - Topologie multivalenter

Bindungen

Multivalente Liganden sind grundsétzlich aus einem zentralen Gerlist und mehreren Kopien
eines Bindungsepitops aufgebaut. Diese Bindungsepitope oder auch Erkennungselemente
(recognition element, RE) genannt, sind meist Kohlenhydrate, Peptide, Proteine oder andere

niedermolekulare Verbindungen. Das zentrale Grundgeriist eines multivalenten Liganden
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bestimmt seine Struktur, denn sowohl Form, Orientierung der REs, Flexibilitdt, Gr6Re und
Valenz sind ausschlaggebend fiir seine biologische Aktivitdt und Wirkmechanismus.®®

Ein monovalenter Ligand aktiviert oder inhibiert zellulare Prozesse und kann somit entweder
als Agonist oder Antagonist bezeichnet werden. Die Ubertragung dieser Nomenklatur auf
multivalente Systeme birgt jedoch verschiedene Probleme, weshalb multivalente Liganden
laut Kiessling et al.®® besser als Effektoren oder Inhibitoren deklariert werden. Aus dieser
Bezeichnung geht hervor, dass Inhibitoren bestimmte Rezeptorfunktionen blockieren und
Effektoren zellulare Prozesse aktivieren, ungeachtet der individuellen Aktivitdt ihrer
Bindungsepitope oder der spezifischen Art ihrer Bindung.%°

Bei der Entwicklung multivalenter Ligandenkonstrukte miissen neben der spezifischen
Affinitat der einzelnen Bindungsepitope auch die rdumliche Orientierung und die Art ihrer
Verkniipfung bericksichtigt werden, um ein multivalentes Wirkprinzip generieren zu kénnen.
Die Geruststrukturen unterscheiden sich dabei in Form, GroRe und physikalischen
Eigenschaften. Vor allem der Aufbau der verbriickenden Spacer- oder Linker-Einheiten
zwischen den Bindungsepitopen und deren Freiheitsgrade sorgen fiir eine unterschiedliche

Prasentation der Bindungsepitope.®* ¢°

Indifferent ? Circular

Linear Radial

T ol B

Abb. 12: Topologien multivalenter Bindungen.

Nach Kitov et al.®* kdnnen vier elementare Topologien multivalenter Bindungen, also die
Prasentation der Bindungsepitope unterschieden werden (Abb.12). Die indifferente
Topologie ermoglicht die spezifische Wechselwirkung einer einzigen Ligandeneinheit mit dem
Rezeptor, da die Lange der Spacer keine weitere Interaktion zuldsst. Bei der linearen und
circularen Topologie kdnnen mehrere Arme gleichzeitig eine spezifische Wechselwirkung

eingehen, jedoch sind nach Ausbildung der initialen Wechselwirkung die Bindungsstellen aller
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Ligandeneinheiten festgelegt. Fir radial angeordnete Liganden gibt es keine topologischen
Einschrankungen, wodurch jede Bindungsstelle fir jede Rezeptoruntereinheit gleichermaRen
zuganglich ist. Aus dieser flexiblen Verknipfung der einzelnen Ligandeneinheiten resultiert
thermodynamisch gesehen jedoch ein Verlust an Konformationsentropie. Wird eine starrere
Verknlpfung der Ligandeneinheiten gewahlt, wird dieser Entropieverlust verringert. Jedoch
setzt diese Art der Verknipfung eine optimale Positionierung des Liganden voraus, da
ansonsten ein grofRer Anteil an Bindungsenthalpie verloren geht. Somit muss im Falle der
radialen Topologie der Bindungsenthalpie- wund der Bindungsentropieverlust
gegenibergestellt und verglichen werden. In vielen Fallen eignet sich ein weniger komplexes
System unter Berlicksichtigung anderer multivalenter Effekte genauso gut oder besser, um

eine stabile Bindung zu erzielen.3% %4
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3.5.3  Bindungsmechanismen multivalenter Liganden

Neben der einfachen Bindung eines Liganden an einen Rezeptor ermodglicht der Aufbau
multivalenter Liganden ihnen auf unterschiedliche Arten mit Rezeptoren in Wechselwirkung
zu treten. Im Fall des Chelat-Effekts ist ein Ligand mit mehreren verbrickten
Bindungsepitopen in der Lage gleichzeitig mehrere Rezeptorbindungsstellen eines einzelnen
oligomeren Rezeptors zu binden (Abb.13/a). Der notwendige Beitrag fur die
Translationsentropie wird beim erstmaligen Kontakt zwischen Rezeptor und Ligand
aufgebracht. Alle nachfolgenden bindenden Wechselwirkungen bilden sich ohne zusatzlichen
Entropieaufwand aus.®® 70 Ahnlich verhilt es sich bei der Ausbildung von Bindungen zu
sekundaren Bindungsstellen (Abb. 13/b), die einige Rezeptoren zusatzlich zu ihren priméaren
Bindungsdomadnen enthalten. Im Gegensatz zu monovalenten Liganden sind multivalente
Liganden in der Lage, sogar aus weiter entfernten sekundaren Bindungsstellen Gewinn an
Bindungsenergie zu erzielen. Dabei ist es nicht essenziell, ob ein Bindungsepitop oder ein
anderer Teil des Gerusts in positive Wechselwirkung mit dem Rezeptor tritt.%% 7* Zusatzlich zu
ihrer Fahigkeit als Inhibitoren zu fungieren, konnen multivalente Liganden auch als
Aktivatoren der Signalweiterleitung wirken. Dazu koénnen multivalente Liganden
beispielsweise durch die Aggregation signalauslosende Rezeptoren eine Signalkaskade
initiieren (Abb. 13/c).3% 5 Wenn multivalente Liganden monovalent an einen Rezeptor binden,
ermoglicht die effektive lokale Konzentration an Bindungsepitopen in der Ndhe des Rezeptors,
im Falle der Dissoziation, die Riickbindung des multivalenten Liganden, wodurch ein Anstieg
der Bindungsaffinitat erzielt wird (Abb. 13/d).3%67.6° Ein Beispiel fir erhdhte Bindungsaffinitat
durch statistische Rickbindung ist das tetramere Protein Concanavalin A (ConA), ein fir
Mannose spezifisches Pflanzenlektin, welches vier Bindungsstellen in tetraedrischer
Orientierung in einem Abstand von ca. 72 A besitzt.6” 72 Zusatzlich zu den unterschiedlichen
Bindungsmechanismen sind multivalente Liganden durch ihre rdaumliche Beschaffenheit auch
in der Lage eine sterische Stabilisierung der Oberflache zu bewirken. Die groBe Raumerfillung
des gebundenen Liganden verhindert die weitere Interaktion des Rezeptors. Laut Mammen et
al.® zahlt diese Aktivitat, neben der entropisch verstirkten Bindung, zu den wichtigsten

hemmenden Wechselwirkungen multivalenter Liganden.%% 7374
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Abb. 13: Interaktionsmechanismen multivalenter Liganden mit Zelloberflaichenrezeptoren.
(a) Chelatbildung - Gleichzeitiges Binden durch Uberbriickung benachbarter Bindungsstellen eines
oligomeren Rezeptors fuhrt zu einer entropisch verstarkten Rezeptorbindung. (b) Bindung primarer
und sekundarer Rezeptorbindungsstellen. (c) Clusterbildung - Bindung des Liganden fihrt zur
Aggregation der Rezeptoren auf der Oberfliche. (d) Statistische Rickbindung zwischen einem

monomeren Rezeptor und einem multivalenten Liganden. Eine hohe lokale Ligandkonzentration
ermdglicht die Besetzung des Rezeptors bei Dissoziation durch einen anderen Liganden.%” 73

3.5.4  Kooperative Bindungsverstarkung aufgrund von Rickbindungseffekten

als Grundlage hochaffiner multivalenter Binder

Viele Kooperativitdtseffekte multivalenter Systeme beruhen auf der giinstigen raumlichen
Vororganisation der Bindungsepitope (Abb.13/a), die zu einer Verringerung des
Entropieverlusts im Falle einer Bindung fiihren sollen. Eine andere Mdglichkeit, um eine
positive Bindungsverstarkung zu erreichen, ist der in verschiedenen Arbeiten untersuchte
Effekt der Rickbindung (Abb. 13/d).%7- 727576 So bald ein einzelner Ligand-Rezeptor-Komplex
dissoziiert, erhoht das Vorhandensein eines weiteren Liganden in der Nahe der Bindungsstelle
die Wahrscheinlichkeit eines weiteren Bindungsereignisses. Das gesamte System wird so in
einen Zustand gebracht, in dem alle Liganden gebunden sind.” In der Arbeit von Diestler und
Knapp’’ wird eine lokal erhéhte Konzentration der Liganden als mégliche Erklarung fur eine
erhdhte Kooperativitat der Binder angegeben. In der Arbeit von Rao et al.”® wird sogar ein
Beispiel fir ein trivalentes System gezeigt, dessen hohe Affinitat auf den Einfluss des
Ruckbindungseffekts zuriickzufihren ist. Nach der Arbeit von Weber et al.”? ist zusatzlich
davon auszugehen, dass der thermodynamische Beitrag der Riickbindung mit der Wertigkeit
des Systems zunimmt und dass der Beitrag der Riickbindung die Bildung eines stabilen

rezeptorgebundenen Zustands induzieren kann.
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4 Methoden

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Rahmen der vorangegangenen Masterarbeit
selbststdndig erarbeitet. Einige Abschnitte und Durchflihrungen kénnen daher dhnlich oder

identisch sein. Die Masterarbeit wurde nicht veroffentlicht.

4.1 Molecular Modeling

Der englischsprachige Ausdruck molecular modeling impliziert zum einen eine Verbindung zu

Ill

Molekilen und zum anderen wird der Begriff ,,Modell” als eine vereinfachte oder idealisierte
Beschreibung eines Systems oder Prozesses, oft in mathematischen Zusammenhang, um
Berechnungen und Vorhersagen zu erleichtern, definiert. Das molecular modeling beschreibt
somit die computerbasierende Darstellung, Bearbeitung und Berechnung des Verhaltens von
Molekilen und molekularen Systemen.”® Diese Technik ermdglicht neben der rdumlichen
Darstellung von komplexen Molekilen auch die Berechnung ihrer physikochemischen
Molekileigenschaften. Das Modellieren und Simulieren von Bindungsprozessen ist ein sehr
komplexes Verfahren, da sowohl die Besonderheiten des Targetproteins, als auch die des
untersuchten Liganden, sowie das Medium beriicksichtigt werden missen.?® Als Grundlage
dienen unter anderem empirisch ermittelte NMR-spektroskopische Strukturinformationen
oder rontgenkristallographische Daten aus frei zugadnglichen Datenbanken wie der
Brookhaven-Proteindatenbank (PDB).2° Molekulare Systeme aus Kristallstrukturen besitzen
meist eine energetisch ungilnstige Startkonformation, wodurch eine energetische
Minimierung zu Anfang unerldsslich ist. Dieser Minimierung liegen verschiedene
Kraftfeldkalkulationen zugrunde. Die Kraftfeldrechnung ermittelt dabei die energetisch
glinstigste dreidimensionale Struktur des Systems. Die verwendeten Kraftkonstanten und
Gleichgewichtsgrofien werden entweder empirisch z.B. durch Réntgenstrukturanalyse oder
theoretisch aus quantenmechanischen ab initio Berechnungen gewonnen. Die Geometrie des
Molekiils wird dabei kontinuierlich so verdandert bis ein Energieminimum und somit eine gute
Startkonformation erreicht ist.8® Anhand der optimierten Struktur kann dann

computergestiitzt ein konformationell passender Ligand entwickelt werden, dessen
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Wechselwirkungen optimal zum entsprechenden Protein passen. Dazu gibt es zwei
grundlegende Ansatze: Zum einen das Einpassen kompletter Ligandenstrukturen in die
Bindungstasche (docking) und zum anderen der fragmentbasierte, schrittweise Aufbau neuer
Liganden, das sogenannte de novo-Design. Die Konstruktion des Liganden kann dabei auch
durch Modifikation eines nativen Liganden oder einer anderen bekannten Leitstruktur
erfolgen. Bei der Modifizierung von Molekiilbereichen muss berlcksichtigt werden, dass
sowohl das Protein als auch der Ligand eine gewisse Flexibilitdt besitzen und somit eine
Bewegung der Interaktionspartner zulassen. In Molekiildynamik-Simulationen (MD) erfolgt
die numerische Berechnung der Zeitentwicklung eines molekularen Systems nach den
Gesetzen der klassischen Mechanik. Diese Simulationen zeigen das dynamische Verhalten von
Molekilen oder Komplexen tiber einen bestimmten Zeitraum.8!

Die Qualitat der Ergebnisse des molecular modelings ist von verschiedenen Faktoren
abhangig, wie der zugrundeliegenden Rontgenstrukturdaten sowie die bei den Berechnungen
vorgenommenen Vereinfachungen des Systems. Meist kdnnen jedoch trotz starker

Vereinfachungen aussagekraftige Ergebnisse im jeweiligen Bezugssystem erzielt werden.

4.2 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon resonance spectroscopy,
SPR-Spektroskopie) ist ein spektroskopisches Analyseverfahren welches die Detektion von
Adsorptionsvorgiange von Molekiilen an Metalloberflichen erméglicht.®? Biacore-Systeme
nutzen das Phanomen der Oberflachenplasmonenresonanz, um die Wechselwirkung zwischen
Molekilen in Echtzeit zu verfolgen. Dazu wird ein Interaktionspartner auf der Oberflache eines
mit Gold beschichteten Sensorchips immobilisiert und anschlieBend ein weiterer
Interaktionspartner Uber die Oberfliche geleitet. Das Verfahren ermoglicht somit die
Beobachtung von Bindungsereignisse in stromenden Systemen.

Der Sensorchip wird mit, in einem bestimmten Winkel polarisiertem, Licht bestrahlt. Durch
die Reflexion des eingestrahlten Lichts entsteht eine elektromagnetische Welle. 1943
bewiesen Goos und Hanchen® in Experimenten zur Totalreflexion, dass der reflektierte Strahl
nicht am Ort des Auftreffens, sondern erst etwas versetzt zuriicklduft. Mit der Annahme, dass

das Licht teilweise in das optisch diinnere Medium eindringt, lasst sich dieses Phanomen mit
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Hilfe der geometrischen Optik verdeutlichen. Das elektromagnetische Feld der
totalreflektierten Welle an einer Grenzflache fallt nicht abrupt auf null ab. Das folgt aus den
Stetigkeitsbedingungen fiir das elektromagnetische Feld bei Totalreflexion von einem optisch
dichteren in ein optisch diinneres Medium. Flr 8 < 81 entsteht eine entlang der Grenzflache
propagierende Welle, die exponentiell mit der Eindringtiefe gedampft wird. Diese Welle im

optisch diinneren Medium wird dann als evaneszentes Feld bezeichnet (Abb. 14).84

Incident beam
Reflected beam

S . i /Evanescent wave
Interface
nﬁ/
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Abb. 14: Schematische Darstellung des Goos-Hanchen-Effekts als reine raumliche Verschiebung des
reflektierten Lichtstrahls.®

Sind die Resonanzbedingungen erfiillt, ist das evaneszente Feld in der Lage mit
Oberflachenplasmonen eines Edelmetallfilms zu interagieren. Dabei sind die
Resonanzbedingungen abhangig vom Einfallswinkel (6), von den Brechungsindizes (n1 und n3)
und von der Wellenldange. Wahrend eines SPR-Experiments wird die Wellenldnge konstant
gehalten, damit Verdnderungen des Brechungsindex in der Ndhe der Oberfliche des
Metallfilms durch die Veranderung des Resonanzwinkels detektiert werden kénnen.

Auf der Optik-abgewandten Seite der Metalloberfliche wird einer der Bindungspartner
immobilisiert. Wird dann eine Analytlésung (iber den Chip geleitet kommt es, durch die
Bindung des Analyten, zu einer Anderung des Brechungsindexes der Losung an der
Oberfliche. Die daraus resultierende Anderung des Resonanzwinkels erméglicht die
Nachverfolgung von Bindungsereignissen zwischen Biomolekilen in Echtzeit (Abb. 15). Die

Amplitude der evaneszenten Feldwelle nimmt dabei exponentiell mit dem Abstand von der
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Oberflache ab. Die effektive Eindringtiefe hinsichtlich der Empfindlichkeit gegeniiber dem

Brechungsindex betragt in Biacore-Systemen ungefihr 150 nm .81, 8> 86
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Abb. 15: Biomolekulare Interaktionsanalyse mittels Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)
(a) SPR-Detektion. Monochromatisches Licht wird durch ein Prisma auf einen Sensorchip eingestrahlt
und von der goldbeschichteten Grenzfliche zwischen den zwei Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindizes vollstandig reflektiert. Der Intensitatsabfall im Resonanzwinkel erscheint als
“Schatten" im reflektierten Lichtkeil, der von einem Detektor erfasst und in einem Sensorgramm
aufgezeichnet wird. Die Position des "Schattens" dndert sich mit der Anderung des Brechungsindex in
der oberflaichennahen Losungsmittelschicht, z. B. wenn ein Analyt P (griine Kugeln) an einen
immobilisierten Liganden T (rosa Rauten) bindet. Die Anderung des Brechungsindex ist dabei direkt
proportional zur Beladung der Matrix auf der Chipoberfliche. Der blaue SPR-Winkel definiert die
Position des Strahls mit reduzierter Intensitat. (b) idealisiertes Sensorgramm. Die gezeigten Zeitpunkte
T1 und T2 entsprechen den beiden roten SPR-Winkeln. Diese verschieben sich, wenn P mit der Zeit an
T bindet. Wenn die Konzentration von gebundenem P zunimmt (Pfeil), ndhert sich die RU-Reaktion der
Sattigung (steady state). Der Komplex dissoziiert bei Wiedereinfiihrung des Puffers. Das RU-Signal der
Injektionslosung fallt unter die Basislinie, wenn der entsprechende Brechungsindex niedriger als der
des Puffers ist. Um das Grundlinienniveau wiederzuerlangen, wird eine Regenerationsldsung

injiziert.8 87

Das resultierende Sensorgramm (Abb. 15/b) ist eine Darstellung des Oberflachenplasmonen-
resonanzsignals und gibt die Anderung des Resonanzwinkels in response units (RU) gegen die

Zeit an. Hierbei entspricht ein RU der Bindung von 1 pg Material an die Oberflache mit einer

Fliche von 1 mm?2. Demnach ist die Einheit RU definiert als pg/mm?.8% 8
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Das Sensorgramm lasst sich in Assoziation, Dissoziation und Regeneration unterteilen und gibt
Informationen Uber die Kinetik und Thermodynamik des Bindungsereignisses. Fir die
kinetische Ermittlung der Dissoziationskonstanten Kp lasst sich der Verlauf der Messung an die
Langmuir-lsotherme anpassen. Der Quotient aus den so ermittelten Geschwindigkeits-
konstanten der Assoziation (kox) und der Dissoziation (ko) ergibt die Dissoziationskonstante
Kb (Gl. 7).8288,8

fir R+ L= RLgilt:

[R]- [L]  kogy
[RL] ko

= K

Gl. 7: Kinetische Bestimmung der Dissoziationskonstante Kp mit [R/ = Konzentration des
immobilisierten Rezeptors, /L] = Konzentration des geldsten Liganden und /RL] = Konzentration des
Protein-Ligand-Komplexes, k,r = Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation, k,, = Geschwindig-
keitskonstante der Assoziation.

Durch die Auswertung von Sensorgrammen einer Konzentrationsreihe lasst sich zudem die
thermodynamische Dissoziationskonstante Kb bestimmen. Die im steady state gemessenen
RUmaxverhalten sich nach dem one site binding Modell proportional zur Konzentration der
Ligandlosung [L] (GI. 8).

R Umax ' [L]

RU(ILD) = =

Gl. 8: Thermodynamische Analyse der erhaltenen SPR-Antworten (RU), wobei RUn.x dem
extrapolierten RU-Wert im Gleichgewicht bei unendlich hoher Ligandkonzentration [Z] und Kj der
Dissoziationskonstante entspricht.

Der erhaltene Wert RUmax entspricht dem theoretischen RU-Wert im Gleichgewicht bei
unendlich hoher Ligandkonzentration [Z]. Fiir die thermodynamischen Dissoziationskonstante

Kp ergibt sich RUmax/2.%°
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5 Aufgabenstellung

Die Influenza ist eine ansteckende, durch Viren ausgeldste Infektionskrankheit des
respiratorischen Trakts, die mitunter todlich verlaufen kann. Das aviare Influenzavirus H5N1
gehort, seitdem es in seiner hochpathogenen Form in Erscheinung getreten ist, zu den
besonders gefahrlichen Influenzavirusstammen. Eine bislang ausbleibende humane Pandemie
mit dieser Virusvariante ist in der viralen Praferenz fiir bestimmte Zielstrukturen beim
Primarkontakt mit der Wirtszelle begriindet. Eine Adaption an menschliche Zellen durch
Mutation oder Reassortierung der genetischen Informationen des Virus und eine daraus
folgende Mensch-zu-Mensch Ubertragung kénnte jedoch zu einer humanen Pandemie mit
hoher Letalitat flihren. Das virale Oberflachenprotein Hamagglutinin H5 ist durch das Binden
von Kohlenhydratstrukturen auf der Zelloberflache fiir den Primarkontakt zwischen Virus und
Wirtszelle verantwortlich. Dabei bedient sich das Protein zur Affinitatssteigerung
multivalenter Effekte. Multivalente Wechselwirkungen sind allgegenwartig und ein
erfolgreiches System, um starke und zugleich reversible Wechselwirkungen zu erzeugen.
Aufgrund von unterschiedlichen multivalenten Effekten kann eine enorme
Affinitatssteigerung von schwachen monovalenten Wechselwirkungen erreicht werden. Die
Inhibition des homotrimeren Hamagglutinins mittels hochaffiner multivalenter Inhibitoren ist
somit ein interessanter Ansatzpunkt fiir die Entwicklung potenzieller neuer Wirkstoffe.

Ziel dieser Arbeit war das strukturbasierte Design von multivalenten Liganden, sowie die
Untersuchung von Syntheserouten zur Darstellung der Bausteine und Strukturen fir einen
moglichen Einsatz als entry-Inhibitoren des Hamagglutinins H5 des Vogelgrippevirus basierend
auf Oligoethylenglycolen als biokompatible Linker. Dazu sollte das Konzept aus der
vorangegangenen Masterarbeit aufgegriffen, weiterentwickelt und angepasst werden. Das
Hamagglutinin H5 sollte in silico untersucht und entsprechend dem Konzept passende
Liganden und Bausteine zunachst modelliert und dann synthetisiert werden. Die erfolgreich
durchgefiihrten Synthesen, sowie die Reinigung und Charakterisierung der Fragmente sollte
zudem fir eine breite Anwendung des Konzeptes auf vergleichbare Systeme angepasst

werden.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Rahmen der vorangegangenen Masterarbeit
selbststandig erarbeitet. Einige Abschnitte und Durchfiihrungen kénnen daher dhnlich oder
identisch sein. Alle aufgefiihrten Synthesen wurden fiir diese Arbeit jedoch unter angepassten
und optimierten Bedingungen und mit meist deutlich besseren Ausbeuten neu durchgefiihrt.

Die Masterarbeit wurde nicht veroffentlicht.

6.1 Molecular Modeling - Vorbereitung der in silico Studien

Alle im Nachfolgenden gezeigten in silico Berechnungen und aufgefiihrten theoretischen
Energien sind nur in ihrem jeweiligen Bezugssystem vergleichbar. Die berechneten Energien
sind nicht als absolute Werte zu betrachten. Dementsprechend wurden alle gezeigten
theoretischen Energien fir diese Arbeit neu berechnet, um eine Vergleichbarkeit der Daten

zu gewahrleisten.

6.1.1  Modellierung eines trimeren Hamagglutinins

Die Ergebnisse des molecular modelings wurden in Maestro 2017-1 in der Version 11.1.011
von Schrodinger mit Hilfe der Programme und Softwareapplikationen ,Prime”, ,Glide”,

»,MacroModel“, ,LigPrep” und ,,Desmond” erstellt.

Als Grundlage des molecular modelings dienten die Kristallstrukturen 1JSO%° und 2IBX°, die
der frei zugénglichen PDB-Datenbank entnommen wurden. Die Kristallstruktur 1JSO zeigt eine
monomere Struktur des Hamagglutinins cokristallisiert mit dem natirlichen Liganden N-
Acetylneuraminsdure. Das Monomer ist aus einer HA1- und einer HA2-Domane aufgebaut, die
Uber eine Disulfidbriicke verkniipft sind. Die Bindungstasche mit der N-Acetylneuraminsaure
befinden sich im globuldren Teil der HA1-Domane. Die Kristallstruktur 2IBX zeigt eine trimere

Struktur des Hamagglutinins, wobei der Aufbau der drei Monomere, dem der Struktur des
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1JSO entspricht, jedoch ohne nativen Liganden in den Bindungstaschen. Die Strukturen
wurden in Maestro mit dem ,,Protein Preparation Wizard” (PPW) optimiert und anschlieSend
mit ,Protein Structure Alignment“ (PSA) aufeinander gefittet (vgl. Abschnitt 7.4.2). Es wurde
ein homotrimeres Hamagglutinin mit nativen Liganden in allen drei Bindungstaschen erhalten
(Abb. 16). Der Alignment Score des Fittings betrug bei allen drei Monomeren 0.009 und der
RMSD-Wert (root mean square deviation) lag bei 0.466, 0.475 und 0.479 A, wodurch sich das

modellierte trimere Hamagglutinin fiir die weiteren in silico Studien qualifizierte.

Abb. 16: Darstellung des trimeren Hamagglutinins im crossed eye stereo-Modus mit N-Acetyl-
neuraminsaure in allen drei Bindungstaschen. Jedes Monomer (rot, griin, blau) ist aus den
Untereinheiten HA1 und HA2 aufgebaut, die Uber eine Disulfidbriicke verknipft sind. Die
Rezeptorbindungstaschen mit den N-Acetylneuraminsduren befinden sich im globuladren Teil jeder
HA1-Domane (gelb).

6.1.2  Untersuchung der Rezeptorbindungsdomanen des H5

Flr die Entwicklung von potenziellen Liganden des Hamagglutinin H5 wurden bereits wahrend
der Masterarbeit die bestehenden Wechselwirkungen zwischen dem nativen Liganden

(Abb. 17) und den Aminosauren der Bindungstasche des Proteins untersucht.

T CO,H

HQO1 (e} OH
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Abb. 17: N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) als natirlicher Ligand des Hamagglutinin H5.
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In Abb. 18 ist die N-Acetylneuraminsaure in der Rezeptorbindungstasche des Hamagglutinins
H5 gezeigt. Die Aminosauren des Proteins, welche die wichtigsten Wechselwirkungen zum
Liganden ausbilden und somit zur spezifischen Bindung beitragen, sind beschriftet. Fir den
Komplex aus monomerem Hamagglutinin und N-Acetylneuraminsaure wurde in Maestro eine

Bindungsenergie von -54.5 kcal/mol berechnet.

€ rd C rd

GLU186 LYS189 GLU186 LYS189
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Abb. 18: Darstellung im crossed eye stereo-Modus der Neu5Ac in der der Rezeptorbindungstaschen
des Hamagglutinins H5. Die Aminosauren des Proteins, welche die wichtigsten Wechselwirkungen zum
Liganden ausbilden und somit zur spezifischen Bindung beitragen, sind beschriftet. Die
Proteinoberflache ist entsprechend des elektrostatischen Potentials eingefarbt (blau = positives
Potential, rot = negatives Potential, grau = neutrales Potential).

Die Methylgruppe der N-Acetylfunktion der Neuraminsdure liegt in einer hydrophoben
Vertiefung der Bindungstasche, wobei das amidische NH eine Wasserstoffbriickenbindung
zum Riickgrat von Val 131 (Abstand 2.8 A) ausbildet. Das C-1 der Carboxylatgruppe der
Neuraminsdaure akzeptiert Wasserstoffbriicken der Hydroxylgruppe des Serl32
(Abstand 2.7 A), der NH- und der Hydroxylgruppe des Ser133 (Abstand 2.6 A) und der
Aminogruppe des GIn222 (Abstand 2.6 A). Weitere Wasserstoffbriicken gehen von den OH-
Gruppen der Glycerolseitenkette aus und bestehen zwischen der OH-Gruppe am C-7 und dem
Lys189, der OH-Gruppe am C-8 und dem Tyr91, sowie zwischen der terminalen OH-Gruppe
am C-9 und dem Glu186 bzw. His179. Andere funktionelle Gruppen wie die Carbonylfunktion
der N-Acetylgruppe oder auch die Hydroxylgruppe am C-2 zeigen aus der Bindungstasche

heraus und gehen keine spezifischen Wechselwirkungen mit den Aminosaduren des Proteins
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ein. Vor allem die Eigenschaft der Hydroxylgruppe am C-2 qualifizieren diese als mdglichen
Anker fir die Verknipfungen libergeordneter Strukturen.

Im Komplex aus trimeren Hamagglutinin und nativen Liganden in allen drei Bindungstaschen
bilden die N-Acetylneuraminsduren die gleichen spezifischen Wechselwirkungen wie im
monomeren Komplex aus. Fir den trimeren Komplex wurde in Maestro, im Vergleich zum
monomeren Komplex, wie erwartet eine knapp dreimal so starke Bindungsenergie von
-156.9 kcal/mol berechnet. Die Ermittlung der theoretischen Bindungsenergie erfolgt dabei in
Maestro nach energetischer Minimierung mit dem Programm ,MacroModel”
(vgl. Kapitel 7.4.5) mit der MM-GBSA (molecular mechanics - generalized Born surface area)
Methode im Modul Prime (vgl. Kapitel 7.4.4). Dazu wurde jeweils die Energie des Ligand-
Protein-Komplexes (EpL) berechnet und die Energien des Proteins ohne Liganden (Ep) und die
des freien Liganden (EL) von dieser subtrahiert (Gl. 9).

Epina = Ep, — Ep — E}

Gl. 9: Berechnung der theoretischen Bindungsenergie bei der Bindung eines Liganden an ein Protein
Eging mit Ep;, = Energie des minimierten Protein-Ligand Komplexes, £r= Energie des Proteins und E; =
Energie des Liganden.
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6.2 Design von Liganden fir das Hdmagglutinin H5 und in silico Studien

Um passende Liganden zur Inhibition des Hamagglutinin H5 zu finden, kénnen verschiedene
Faktoren in den Fokus der Entwicklung geriickt werden. Dabei spielt das MaR der
Bindungsaffinitdt eine wichtige Rolle fir die Interaktion des Protein-Ligand-Komplexes.
Ebenso wichtig ist auch die von der Affinitat zu unterscheidende Aviditat des Komplexes,
welche eine tragende Rolle bei multivalenten Interaktionen spielt (vgl. Abschnitt 3.5)

Die Bindungsaffinitat beschreibt die Starke monovalenter Wechselwirkungen zwischen einem
Liganden und einem Rezeptor. Bei dieser Wechselwirkung bindet der Ligand Uber
verschiedene Arten von Bindungen wie Wasserstoffbriicken, lonenbindungen, Van-der-
Waals-Wechselwirkungen und elektrostatische Krafte an einen Rezeptor (vgl. Abschnitt 3.4.1).
Die Bindungsaffinitat ist somit ein MaR fuir das dynamische Gleichgewicht des Verhiltnisses
zwischen kon (Geschwindigkeit der Komplexassoziation) und ko (Geschwindigkeit der
Komplexdissoziation). Die Aviditat wiederum beschreibt die Gesamtstarke aller
nichtkovalenten Wechselwirkungen eines Komplexes aus einem multivalenten Liganden und
einem multivalenten Rezeptor. Urspriinglich wurde der Begriff in der Immunologie zur
Beschreibung der Bindung zwischen Antikérper und Antigen verwendet. Die Aviditat zwischen
einem Rezeptor und einem Liganden wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst.
Sowohl die Affinitaten der einzelnen monovalenten Wechselwirkungen des Komplexes, die
Wertigkeit des Proteins, die Topologie des Liganden, als auch die entropischen und
enthalpischen Energiebeitrdage der einzelnen Bausteine tragen zur Gesamtstarke der Aviditat

bei (vgl. Abschnitt 3.4).%2

Bei Betrachtung des trimeren Hamagglutinin H5 in der Draufsicht (Abb.19) wird die
Symmetrie des Proteins und die exponierte Lage der Bindungstaschen deutlich sichtbar.
Aufgrund dieser Beschaffenheit und einer von Kitov und Bundle®® ermittelten
thermodynamischen Praferenz bietet sich die Entwicklung von radialen, Cs-symmetrischen
multivalenten Liganden fiir das Hdmagglutinin an. In der Abbildung ist sowohl schematisch der
Abstand der einzelnen Bindungstaschen zueinander als auch der Abstand der
Bindungstaschen zur Symmetrieachse des Hamagglutinins dargestellt. Aus dieser idealisierten

Darstellung ergibt sich nach Waldmann et al.5! ein Abstand der Bindungstaschen von ca. 45 A
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und nach Bhatia et al>® ein mit diesem Ergebnis Ubereinstimmender Abstand der
Bindungstaschen von ca. 4 — 5 nm. Die minimale Spannweite der ,Linkerarme” ergibt sich

demnach nach zu ca. 30 A.5?

Abb. 19: Draufsicht des modellierten trimeren Hamagglutinins H5 (monomere Einheiten rot, griin und
blau gefarbt). Der Bereich der Bindungstaschen ist gelb eingefarbt. Der Abstand der einzelnen
Bindungstaschen zueinander und zur Symmetrieachse des H5 sind farblich hervorgehoben.

Um in den nachfolgenden Abschnitten auf die Entwicklung und in silico Studien der in dieser
Arbeit entwickelten Liganden einzugehen, wird in den Kapiteln 6.2.1 und 6.2.2 zunachst kurz
auf die Entwicklung und durchgefiihrten in silico Studien des Liganden 1 eingegangen. Zudem
sind alle nachfolgend aufgefiihrten Energien nicht als absolute Werte zu betrachten und nur
im selben Bezugssystem vergleichbar. Sie ermdéglichen jedoch die Vorhersage einer Tendenz

zum Vergleich zwischen den nativen und den modellierten Liganden.

6.2.1 Design eines trivalenten Liganden — Variation der Linkerlange

In der vorangegangenen Masterarbeit wurde der trivalente Ligand 1 (Abb. 22) als potenzieller
Inhibitor fiir das Hamagglutinin H5 entwickelt. Die multivalente Struktur besaR einen
zentralen Cz-symmetrischen core an den Uber flexible Linker Neuraminsaurebausteinen als
Bindungsepitope verkniipft waren. Da in anderen Arbeiten®? bereits gezeigt werden konnte,

dass ein gleichzeitiges Binden der drei Rezeptorbindungsdomanen moglich ist und zu einer
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positiven Bindungsverstarkung fiihrt, lag der Fokus auf der Entwicklung eines modifizierten
Linkers, welcher zusatzlich zum spannungsfreien, gleichzeitigen Binden der drei
Rezeptorbindungstaschen moglichst geringe Wechselwirkungen mit der Oberflache des
Proteins ausbildet, eine sterische Flexibilitdt vorweist und dabei trotzdem den Verlust an
Konformationsentropie moglichst geringhadlt. Die Beschaffenheit des Linkers sollte zudem
einen positiven Effekt auf die Loslichkeit des Liganden haben.

In Abb. 20 ist das, wahrend der Masterarbeit entwickelte, Linkerfragment aus zwei gleichen
amidisch verknilpften Tetraethylenglycolderivaten dargestellt. Das Fragment besteht aus 30

Schweratomen mit einer Lange in gestreckter Anordnung von ca. 44 A.

eyl

Abb. 20: Der Linker besteht aus zwei Tetraethylenglycolderivaten, die je um eine Essigsaure verlangert
und amidisch verknlpft wurden. Der Linker besteht aus 30 Schweratomen mit einer Liange in
gestreckter Anordnung von ca. 44 A.

Zusatzlich zu dem Linkerfragment aus Tetraethylenglycolderivaten wurde in dieser Arbeit ein
vergleichbares Fragment basierend auf Triethylenglycolderivaten entwickelt. Durch die
Verkiirzung um insgesamt zwei Ethylenglycoleinheiten ist die Spannweite des entsprechenden
Linkers deutlich kirzer. Die unterschiedliche Lange der zwei Fragmente bietet zudem die
Moglichkeit von unterschiedlichen Kombinationen und somit verschiedene Langen des
Linkers. Aufgrund von verschiedenen Problemen bei der Darstellung der Tetraethylenglycol-
Fragmente sollte anhand des kiirzeren Triethylenglycols lGberpriift werden, ob die Lange der
Glycolderivate direkten Einfluss auf die Synthesen hat und sich entsprechend die
Durchfiihrungen und Ausbeuten optimiert lassen. In Abb.21 ist das entwickelte
Linkerfragment aus zwei gleichen amidisch verkniipften Triethylenglycolderivaten dargestellt.

Das Fragment besteht aus 24 Schweratomen mit einer Lange in gestreckter Anordnung von

e

Abb. 21: Der Linker besteht aus zwei Triethylenglycolderivaten, die je um eine Essigsaure verlangert
und amidisch verknilipft wurden. Der Linker besteht aus 24 Schweratomen mit einer Lange in
gestreckter Anordnung von ca. 35 A.

ca. 35A.
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In Abschnitt 6.5.1 sind die Synthesen der verschiedenen Linker dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Synthesen der kiirzeren Linkerfragment meist bessere Ausbeuten gegeniiber
den langeren Fragmenten lieferten. Zudem wurden literaturbekannte Synthesen, unter

teilweise optimierten Bedingungen mit deutlich besseren Ausbeuten durchgefiihrt.

Der wahrend der Masterarbeit entwickelte trivalente Ligand 1 und der erganzend dazu fir
diese Arbeit mit den Triethylenglycolfragmenten modifizierte Ligand 2 sind in Abb. 22
dargestellte. Neben dem Linkerfragment aus Tetraethylenglycolderivaten fiir 1 und
Triethylenglycolderivaten fir 2 (orange) besitzen die Liganden eine von Trimesoylchlorid
abgeleitete Cs-symmetrische aromatische core-Struktur. Weitere Strukturmotive der
Liganden sind zwei unterschiedlich lange Alkylspacer (grin, blau) und die

Neuraminsaurebausteine.
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Abb. 22: Trivalenter Ligand 1 fir n=4 und 2 fir n= 3. Die core-Struktur ist von Trimesoylchlorid
abgeleitet. Es sind pro Arm je ein Alkylspacer mit 5 (griin) und einer mit 6 Kohlenstoffatomen (blau),
ein Linker bestehend aus zwei amidisch verknipften Tetra- (n=4) oder Tri- (n=3)
ethylenglycolderivaten (orange) und eine terminale Neuraminsaure enthalten.

Ein Arm des Liganden mit Tetraethylenglycollinkerfragmenten und Alkylspacern besteht aus
45 Schweratomen und besitzt eine Gesamtlange von ca. 56 A (vom C-Atom des Aromaten bis
zum ersten C-Atom des Zuckers). Ein Arm des entsprechenden Liganden mit Triethylenglycol-
linkerfragmenten und Alkylspacern besteht aus 39 Schweratomen und besitzt eine

Gesamtlange von ca. 48 A (vom C-Atom des Aromaten bis zum ersten C-Atom des Zuckers).
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Verschiedene Darstellungsprobleme des sehr komplexen trimeren Liganden 1, insbesondere
die wahrend Masterarbeit verfolgte stufenweise Synthese des Linkerfragments fiihrten dazu,
dass in dieser Arbeit eine bessere Synthesestrategie fir das Tetraethylenglycolfragment und
das neu hinzugekommene Triethylethylenglycolfragment entwickelt wurde. Zudem sollte der
Schwerpunkt auf der Entwicklung und Darstellung weiterer Liganden, mit dhnlichen und
vereinfachten Strukturmotiven liegen. Die Grundstruktur der Liganden wurde dazu
hinsichtlich verschiedener Faktoren variiert und optimiert. Dabei wurden auch die bereits
erfolgreichen Teilsynthesen im Hinblick auf eine bessere Durchfiihrbarkeit und hdhere

Ausbeute Uberarbeitet. Es wurden unterschiedliche Ansatze gewahlt (vgl. Kapitel 6.2.3).

6.2.2  Insilico Bindungsmodus des Liganden 1

Wahrend der Masterarbeit wurden Bindungsstudien zum postulierte Bindungsmodus
zwischen dem Liganden 1 und dem Hamagglutinin H5 durchgefiihrt. In Abb. 23 ist die
erwartete Bindung nach energetischer Minimierung gezeigt. Fiir den Komplex aus dem
trivalenten Liganden und dem trimeren H5 wurde im Vergleich zum Komplex aus drei
natlirlichen Liganden und dem trimeren H5 (vgl. Kapitel 6.1.2) eine gesteigerte

Bindungsenergie von -239.8 kcal/mol berechnet (vgl. Tab. 1).
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Abb. 23: Darstellung im crossed eye stereo-Modus der erwarteten Bindung zwischen dem Liganden 1
und dem Hamagglutinin H5 nach energetischer Minimierung. Die Oberflichen des trimeren
Hamagglutinins und der Ligand sind atomtypspezifisch eingefdarbt. Eine Bindungstasche mit
Neuraminsdure und der aromatische Anker sind vordergriindig zu erkennen. Die beiden anderen
Bindungstaschen sind leicht verdeckt. Fir den Komplex aus dem trivalenten Liganden und dem
trimeren H5 wurde im Vergleich zum Komplex aus natirlichen Liganden und dem trimeren H5 eine
gesteigerte Bindungsenergie von -239.8 kcal/mol berechnet.

Die deutliche Steigerung der theoretischen Bindungsenergie gegeniiber dem Komplex aus
trimeren Hamagglutinin H5 und den natirlichen Liganden lasst vermuten, dass sowohl Linker
als auch Alkylspacer unspezifische Beitrage zur Bindungsenergie leisten. Um den Einfluss des
Linkers und der Alkylspacer auf die Bindungsenergie einschatzen zu kénnen, wurde wahrend
der Masterarbeit exemplarisch fiir einen Arm des trimeren Liganden ein ligand interaction plot
(LigPlot) wahrend der Bindung an das Hamagglutinin angefertigt und ausgewertet. Dieser
zeigte, dass zusatzlich zu den ausgepragten Wechselwirkungen zwischen den Aminosduren
der Bindungstasche des Hamagglutinins und der Neuraminsdure auch Interaktionen zwischen
einzelnen Kettengliedern, wie den Amid- und Etherbindungen mit Aminosauren entlang der
Proteinoberflache bestanden, was unter anderem auf die etwas lberdimensionierte Lange
und damit verbundene Flexibilitat der verlinkenden Strukturen zuriickzufiihren war.

Aufgrund von Stabilitdts- und Darstellungsproblemen unterschiedlicher Zwischen-
verbindungen war die Totalsynthese des Liganden 1 wahrend dieser Arbeit nicht moglich. Der
zu erwartende entropische Energieverlust des lberaus komplexen und flexiblen Systems

wurde zudem als problematisch eingestuft. Die finale Synthese des Liganden 2 wurde
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dementsprechend nicht in Betracht gezogen. Die gezeigten Triethylenglycolderivate sollten an
anderer Stelle zur Darstellung unterschiedlich langer Fragmente genutzt werden.

In den nachfolgenden Abschnitten sollten weitere Aspekte der Affinitats- und
Aviditatsbeitrage von multivalenten Liganden untersucht werden. In vorangegangenen
Studien lieferten unterschiedliche Ansdtze vielversprechende multivalente Inhibitoren.
Beispielsweise zeigten Glick und Knowles®* 1991, das bivalente Sialoside von geeigneter Linge
keine gesteigerte Bindungsaffinitat gegeniiber isolierten BHA (mittels Bromelain vom Virus
abgespaltenes HA) aufweisen, jedoch sehr gute Bindungseigenschaften gegeniber intakten
Viren zeigen. Diese bivalenten Liganden, bestehend aus einem Ankermolekiil, verknipft mit
zwei Bindungsepitopen Uber flexible Polyethylenglycol- oder deutlich rigidere Peptid-
Linkerfragmente, binden intermolekular an benachbarte Hamagglutinin-Trimere auf der
viralen Oberflache und zeigen dabei stark erhohte Bindungsaffinitaten. Anderen Studien wie
beispielsweise die von Mammen et al.®> und Weber et al.”> zeigen, dass mit einer Erhéhung
der Konzentration von Bindungsepitopen in der Umgebung eines Rezeptors, sowie mit der
sterische Stabilisierung, in Form einer Abschirmung der Rezeptoren, einen positiven Einfluss
auf die Bindungsenergie erzielt kann (vgl. Kapitel 3.5). Auf Basis dieser Ansatze wurden

weitere multivalente Liganden entwickelt, in in silico Studien untersucht und dargestellt.

6.2.3  Design weiterer trivalenter Liganden — Variation der Fragmente

Zusatzlich zur Variation der Linker-Struktur unter 6.2.1 wurde ein trimerer Ligand mit
verkiirztem und einer ohne zusétzliches Linkerfragment entwickelt. Bei diesen Liganden sollte
eine gesteigerte Bindungsaffinitat aufgrund anderer multivalenter Effekte im Fokus stehen.
Wie auch bei dem trivalenten Liganden 1 dienten fiir die nachfolgenden Liganden eine von
Trimesoylchlorid abgeleitete aromatische Struktur als Cs-symmetrischer core-Baustein. Fir
den Liganden 3 wurde auf ein verbriickendes, glycolbasiertes Linkerfragment verzichtet. An
den core-Baustein waren (iber die amidisch verknipften unterschiedlichen Alkylspacer die
Neuraminsduren gekuppelt (Abb.24/a). Der Ligand4 wiederum besalR neben dem
aromatischen core-Baustein auch ein verbriickendes, glycolbasiertes Linkerfragment,
bestehend aus einer Tetraethylenglycolderivateinheit, zwei unterschiedlich lange Alkylspacer,

sowie als Bindungsepitope die Neuraminsaurebausteine (Abb. 24/b).
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Abb. 24: Multivalente Liganden des Hamagglutinins. a) Trivalenter Ligand 3. Die core-Struktur ist von
Trimesoylchlorid abgeleitet. Es sind pro Arm amidisch verknipft je ein Alkylspacer mit 5 und einer mit
6 Kohlenstoffatomen und eine terminale Neuraminsaure enthalten. b) Trivalenter Ligand 4. Die core-
Struktur ist von Trimesoylchlorid abgeleitet. Es sind pro Arm amidisch verkn(pft je ein Alkylspacer mit
5 und einer mit 6 Kohlenstoffatomen, ein Linker bestehend aus einem Tetraethylenglycolderivate und
eine terminale Neuraminsaure enthalten.

6.2.4  Insilico Bindungsmodi der Liganden 3 und 4, sowie Uberpriifung auf die

Eignung als potenzielle Inhibitoren des Hamagglutinins H5

Der Bindungsmodus und die Eignung der multivalenten Liganden 3 und 4 als potenzielle
Inhibitoren des Hamagglutinins H5 wurde in Maestro in silico Gberprift. Im Vergleich zu dem
Liganden 1 war bei diesen Liganden ein gleichzeitiges Binden der drei Bindungstaschen
aufgrund der gewahlten Verbriickung der Fragmente nicht moglich. Fir die Liganden wurden
theoretische Bindungsenergien eines wahrscheinlichen Bindungsmodus zum trimeren
Hamagglutinin H5 im Vergleich zum Bindungsmodus des nativen Liganden berechnet. In den
Abb. 25 und Abb. 26 ist jeweils der Bindungsmodus nach energetischer Minimierung als
Ansicht von der Seite und als Draufsicht der Liganden 3 und 4 in einer der Bindungstaschen

des Hamagglutinins gezeigt.
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Abb. 25: Darstellung im crossed eye stereo-Modus der Bindung des Liganden3 in der
Rezeptorbindungstasche des H5 als Ansicht von der Seite (oben) und als Draufsicht (unten) nach
energetischer Minimierung. Der Ausschnitt zeigt den gesamten Liganden mit Positionierung eines
Bindungsepitops in der Bindungstasche des Proteins. Die Oberflachen des Proteins und der Liganden
sind atomtypspezifisch eingefarbt. Die Neuraminsdurefragmente sind als Bindungsepitope farblich
(gran) hervorgehoben. Fir den Protein-Ligand-Komplex wurde im Vergleich zum monomeren Komplex
eine um 23 % verbesserte Bindungsenergie von -71.2 kcal/mol berechnet (vgl. Tab. 1).

In Abb. 25 ist zu erkennen, dass nach energetischer Minimierung eine Neuraminsaure des
Liganden 3 wie erwartet als Bindungsepitop in der Bindungstasche lokalisiert ist. Die beiden
anderen Neuraminsduren befinden sich aufgrund der Lange der Verknlipfungen in der Nahe
der Bindungstasche, bilden aber keine erkennbaren unspezifischen Wechselwirkungen mit
dem Protein aus. Fur den Protein-Ligand-Komplex wurde im Vergleich zum
monomeren Komplex eine um 23 % verbesserte Bindungsenergie von -71.2 kcal/mol

berechnet (vgl. Tab. 1).
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Abb. 26: Darstellung im crossed eye stereo-Modus der Bindung des Liganden4 in der
Rezeptorbindungstasche des H5 als Ansicht von der Seite (oben) und als Draufsicht (unten) nach
energetischer Minimierung. Der Ausschnitt zeigt den gesamten Liganden mit Positionierung eines
Bindungsepitops in der Bindungstasche des Proteins. Die Oberflachen des Proteins und der Liganden
sind atomtypspezifisch eingefarbt. Die Neuraminsdurefragmente sind als Bindungsepitope farblich
(griin) hervorgehoben. Fiir den Protein-Ligand-Komplex wurde im Vergleich zum monomeren Komplex
eine um 31 % verbesserte Bindungsenergie von -78.9 kcal/mol berechnet (vgl. Tab. 1).

In Abb. 26 ist zu erkennen, dass nach energetischer Minimierung eine Neuraminsaure des
Liganden 4 wie erwartet als Bindungsepitop in der Bindungstasche lokalisiert ist. Anders als
beim Liganden 3 sind die beiden anderen Neuraminsduren aufgrund der Lange der
Linkerfragmente deutlich weiter entfernt von der Bindungstasche. Ein Arm befindet sich
aufgrund der urspriinglichen Modellierung auch nach der energetischen Minimierung distal
zur Proteinoberflache. Der dritte Arm liegt in etwas deutlicherer Nahe zur Proteinoberflache,
bildet aber noch keine erkennbaren unspezifischen Wechselwirkungen mit dem Protein aus.
Flr den Protein-Ligand-Komplex wurde im Vergleich zum monomeren Komplex eine um 31 %

verbesserte Bindungsenergie von -78.9 kcal/mol berechnet (vgl. Tab. 1).
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In Tab. 1 sind die mittels Prime MM-GBSA berechneten Bindungsenergien der entwickelten
Liganden im Vergleich zur Bindungsenergie des Komplexes aus monomeren Hamagglutinin
und einer Neuraminsdure (HA-mono + Neu5Ac) und des Komplexes aus trimeren Hamag-
glutinin und drei Neuraminsaure (HA-tri + 3 Neu5Ac) aufgeflihrt. Zusatzlich ist die relative
Energie der Liganden 3 und 4 im Bezug zum monomeren Komplex (Bezugmono), sowie die
relative Energie des Liganden 1 im Bezug zum trimeren Komplex (Bezugti) angegeben. Im Falle
der Bindungsmodi von Ligand3 und 4 findet die Bildung des Komplexes Uber die
Wechselwirkung einer Rezeptorbindungsstelle des Hamagglutinins mit einer der terminalen
Neuraminsauren des Liganden statt. Beim Bindungsmodus des Liganden 1 konnen aufgrund

seiner Beschaffenheit alle drei Rezeptorbindungsstellen gleichzeitig besetzt werden.

Tab. 1: Mittels Prime MM-GBSA berechnete Bindungsenergien der entwickelten Liganden im Vergleich
zur Bindungsenergie des Komplexes aus monomeren Hamagglutinin und einer Neuraminsaure
(HA-mono + Neu5Ac) und des Komplexes aus trimeren Hamagglutinin und drei Neuraminsdure
(HA-tri + 3 Neu5Ac). Zusatzlich ist die relative Energie der Liganden 3 und 4 im Bezug zum monomeren
Komplex (Bezugmono), sowie die relative Energie des Liganden 1 im Bezug zum trimeren Komplexes
(Bezugyi) angegeben.

Ligand Bindungsenergie [kcal/mol] relative Energie [kcal/mol]
3 -71.2 -16.7
4 -78.9 -24.4
HA-mono + Neu5Ac -54.5 0 (Bezugmono)
1 -239.8 -82.9
HA-tri + 3 Neu5Ac -156.9 0 (Bezugtri)
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6.2.5  Molekiildynamik-Simulationen (MD)

Flir docking-Experimente in Maestro mittels der Applikation ,Glide” war das System aus
trimerem Hamagglutinin und dem jeweiligen trivalenten Liganden zu komplex. Um jedoch
auch ohne docking-Experimente weitere Erkenntnisse Uber die Validitdt der postulierten
Bindungsmodi der Liganden 1, 3 und 4 zu erhalten, wurden mit den Protein-Ligand-Komplexen
Molekildynamik-Simulationen (MD-Simulationen) durchgefiihrt. Sowohl das Hamagglutinin
mit einem Gewicht von mehr als 60 kDa, als auch die Liganden mit molaren Massen groBer
2000 g/mol und entsprechenden Anzahl an Atomen sind fir in silico Berechnungen und
Simulationen eine besondere Herausforderung. 2012 berichteten Sieben et al.®® in einer
Studie zum Influenzavirus und dessen dynamische Interaktion mit der Wirtszelle Gber MD-
Simulationen zwischen den Zelloberflaichenrezeptoren LSTa und LSTc und dem trimeren
Hamagglutinin, jedoch gibt es bisher kaum geeignete Algorithmen oder scoring rules, um
beispielsweise den statistischen Einfluss der Aviditidtsentropie zu bericksichtigen.3®
Dementsprechend waren fiir die Berechnungen vor allem elektrostatische, sterische und
konformative Effekte von entscheidender Bedeutung.

Fir den Liganden 1 wurde in einer MD-Simulation gezeigt, dass ein gleichzeitiges Binden aller
drei Bindungstaschen moglich ist, ohne dass die terminalen Neuraminsduren aufgrund
sterischer oder anderer energetisch unginstiger Effekte aus den Bindungstaschen
herauswandern. Lediglich der aromatische Anker wies aufgrund der hohen Flexibilitat der
langen Verlinkung eine erhéhte Fluktuation auf. In Abb. 27 ist links der Anfangszeitpunkt der

Simulation und rechts der Endzeitpunkt der Simulation nach 4.8 ns dargestellt.
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Abb. 27: Bindungsmodus des Liganden1 zu Beginn (links) und am Ende (rechts) der
Molekildynamiksimulation nach 4.8 ns. Es sind zwei Bindungstaschen mit Neuraminsauren (rot) und
der aromatische Anker (gelb) zu sehen. Die dritte Bindungstasche liegt riickseitig und ist aufgrund des
Bildausschnittes verdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass ein gleichzeitiges Binden aller drei
Bindungstaschen moglich ist, ohne dass die terminalen Neuraminsduren aufgrund sterischer oder
energetisch unglnstiger Effekte aus den Bindungstaschen herauswandern. Lediglich der aromatische
Anker wies aufgrund der hohen Flexibilitat der langen Verlinkungen eine erhéhte Fluktuation auf.

Aufgrund der bereits erlauterten Schwierigkeiten sollte die MD-Simulation des Liganden 1
ausschlieBlich zeigen, dass ein gleichzeitiges Binden der drei Bindungstaschen des
Hamagglutinins unter Verwendung des entworfenen Linkerfragments moglich ist und dass
keine energetisch unglinstigen Effekte den Bindungsmodus beeintrachtigen. Eine weitere
Auswertung der MD-Simulation des modellierten Liganden1 war mit den in Maestro
implementierten Applikationen nicht moglich, da das Programm nur die Untersuchung von
Liganden mit bis zu 200 Schweratomen erméglicht. Der Ligand 1 wurde demnach in silico nicht
weiter untersucht.

Fiir die Liganden 3 und 4 wurden ebenfalls MD-Simulationen (ber 4.8 ns durchgefiihrt. Es
wurden zudem LigPlots angefertigt und mit der in Maestro implementierten Applikation
»Simulation Interactions Diagram” (SID) wurden die MD-Simulationen ausgewertet. Fir
Ligand 4 wurde aufgrund seiner Komplexitat ein definierter Abschnitt eines Linkerarms im
Bereich des Bindungsepitops mit insgesamt 28 Schweratomen (Abb. 28) fiir die Analyse
mittels SID ausgewahlt. Der Ligand 3 konnte aufgrund seiner Beschaffenheit (insgesamt 237
Atome, davon 117 Schweratome) flr den GroRteil der Untersuchungen im Ganzen genutzt

werden.
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OH
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Abb. 28: Abschnitt des Liganden 4 zur Auswertung der MD-Simulation mittels SID.

Fir den Liganden 4 wurde mit der Applikation SID die Interaktionen im Bereich der
Rezeptorbindungsstelle ausgewertet, da vor allem die Auswirkungen des Linkerfragments auf
die Lage des Bindungsepitops und die resultierende Bindungsenergie von Interesse waren. In

Abb. 29 ist der Ausgangszustand (oben) der MD-Simulation im Vergleich zum Endzeitpunkt

(unten) nach 4.8 ns zu sehen.

Abb. 29: Darstellung im crossed eye stereo-Modus des Liganden4 in der Bindungstasche des
Hamagglutinins H5 zu Beginn (oben) und am Ende (unten) der Moleklldynamiksimulation nach 4.8 ns.
Es ist zu erkennen, dass die Neuraminsdure zu Beginn der Simulation als auch am Ende in der
Bindungstasche lokalisiert ist. Die Lage des aromatischen Rings sowie die Lage eines Linkerarms und
dessen terminalen Neuraminsaure sind jedoch am Anfang und zum Ende der Simulation deutlich
unterschiedlich. Die Neuraminsdure hat sich im Laufe der Simulation der Proteinoberflache deutlich
angendahert. Der dritte Arm sowie dessen terminale Neuraminsdure, welche zu Beginn der Simulation
eine distale Lage zur Proteinoberflache aufwies, zeigt auch am Ende eine fast unverdnderte Lage.
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Beim Vergleich des Protein-Liganden-Komplexes zum Anfang und zum Ende der Simulation ist
zu erkennen, dass die Bindungstasche am Ende der Simulation leicht deformiert vorlag und
die attraktiven Wechselwirkungen des Zuckers unterschiedliche Auspragungen angenommen
hatten. Aufgrund der hohen Komplexitdt der vorliegenden MD-Simulation stellen die
Ergebnisse jedoch bestenfalls eine Momentaufnahme dar. Simulationen von derartig groRen
Strukturen erlauben lediglich die Vorhersage einer Tendenz einer wahrscheinlichen
Entwicklung. Da die Neuraminsaure das nattrliche Bindungsepitop des Hamagglutinins H5 ist,
welches der Kristallstruktur entsprechend in der Bindungstasche positioniert war, konnte
davon ausgegangen werden, dass sich dessen Lage wahrend der Simulation kaum verandert.
Dieses bestatigt, dass trotz der Ausbildung neuer attraktiver Wechselwirkungen wahrend der
Simulation, welche in Abb. 31 zu erkennen sind, die Neuraminsaure in der Bindungstasche
verweilt. Die mittels Prime MM-GBSA berechneten Bindungsenergien fir den Komplex waren
fir den Start der Simulation AGstart =-78.9 kcal/mol und fir das Ende der Simulation
AGenge = -38.6 kcal/mol. Die Schwankungen bzw. Abnahme der Bindungsenergie im Verlauf
der MD-Simulation ist aufgrund der Bewegung des Liganden eine normale Entwicklung. Im
Falle einer Komplexdissoziation kénnte, aufgrund der Nahe weiterer Bindungsepitope, mit
hoher Wahrscheinlichkeit eine erneute Bindung mit einer der anderen terminalen

Neuraminsauren stattfinden (vgl. Rickbindung - Kapitel 3.5.4).
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In den nachfolgenden Abbildungen sind die simulierten Interaktionsplots des Liganden 4
wahrend der Bindung an das Hamagglutinin H5 dargestellt. Passend zu den in Abb. 29
gezeigten Momentaufnahmen der MD-Simulation ist in Abb. 30 der LigPlot des Liganden 4 zu

Beginn der Simulation gezeigt.
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Abb. 30: LigPlot des Liganden 4 zu Beginn der Molekiildynamiksimulation.
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In Abb. 31 ist der LigPlot des Liganden 4 am Ende der Molekiildynamiksimulation nach 4.8 ns
gezeigt.

ASN

/ 732
AsN
730
THR

734

GLN PRO ASN
738 870 872

Lys A
779 TRP ‘ [\

\ MET { \
533 | / “

cvs ‘ / >= 4}
531\ / |

LEU
579

LEU
781

ILE
703

SER

659
GLU ¢«
73

HIE
759

Z
[}
&
>3

O
e~

o

) Charged (negative) Polar Distance —® Pi-cation
) Charged (positive) @) Unspecified residue —» H-bond —— Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site ——  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) @—® Pi-Pi stacking

Abb. 31: LigPlot des Liganden 4 am Ende der Molekildynamiksimulation nach 4.8 ns.

In den Abbildungen ist zu erkennen, dass die Interaktionen der Neuraminsdure in der
Bindungstasche des H5 zum Ende der Simulation abgenommen haben. Nur die
Wasserstoffbriicken zwischen Ser667 und Ser665 und der Carboxylatgruppe der
Neuraminsdure bestehen zum Ende der Simulation noch. Alle weiteren
Wasserstoffbriickenbindungen, wie die zu den OH-Gruppen am C9 und am C8 der
Glycerolseitenkette der Neuraminsdure sind am Ende der Simulation nicht mehr existent.
Jedoch ist auch zu erkennen, dass sich neue attraktive Wechselwirkungen zwischen einer
weiteren Neuraminsdure und Aminosduren an unspezifischen Stellen der Proteinoberflache

ausgebildet haben.
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In Abb. 32 ist im ligand contact plot zusatzlich die Kontaktdauer der Protein-Ligand-Kontakte
der in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5 interagierenden Neuraminsdure des
Liganden 4 als Ausschnitt mit entsprechenden prozentualen Kontaktdauern gezeigt. Die
Interaktionsstarke der Kontakte zwischen Ligand und Protein wird im ligand contact plot durch
die Haufigkeit des Auftretens in der Trajektorie quantifiziert. Selten und haufig auftretende
Ereignisse lassen sich durch diese Auswertung differenzieren, wodurch besonders wichtige
Interaktionen identifiziert werden kdonnen. Werte > 100 % sind moglich, da einige Reste
mehrere Wechselwirkungen eines einzigen Typs mit demselben Ligandatom eingehen

kénnen.
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Abb. 32: Darstellung der Ligand-Protein-Kontakte in der Bindungstasche fiir eine Neuraminsaure des
Liganden 4. Die prozentualen Werte sind die anteilige Kontaktdauer. Gezeigt sind Kontakte, die tber
mindestens 30 % der gesamten Laufzeit der Simulation von 4.8 ns existent waren.

In der Abbildung ist zu erkennen, dass ein GroRteil der auftretenden Interaktionen einen
prozentualen Anteil im mittleren Bereich aufweist. In Ubereinstimmung mit dem LigPlot
konnten anhand des ligand contact plot die Wechselwirkungen der Neuraminsaure zum

Ser667 und zum Ser665 als besonders wichtig identifiziert werden.

62



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fiir den Liganden 3 konnten mit der Applikation S/D die Interaktionen des gesamten Liganden

untersucht werden. In Abb. 33 ist jeweils der Ausgangszustand der Simulation im Vergleich

zum Endzeitpunkt nach 4.8 ns zu sehen.

Abb. 33: Darstellung im crossed eye stereo-Modus des Liganden 3 in der Bindungstasche des
Hamagglutinins H5 zu Beginn (oben) und am Ende (unten) der Molekildynamiksimulation nach 4.8 ns.
Es ist zu erkennen, dass eine Neuraminsaure zu Beginn der Simulation als auch am Ende in der
Bindungstasche lokalisiert ist. Die Lage des aromatischen Rings sowie die Lage der anderen Linkerarme
und dessen terminale Neuraminsduren hat sich jedoch deutlich verdandert.

Auch beim Liganden 3 verweilt die Neuraminsdaure wahrend der Simulation in der
Bindungstasche, wobei auch in diesem Fall die attraktiven Wechselwirkungen des Zuckers
unterschiedliche Auspragungen angenommen haben. Die mittels Prime MM-GBSA
berechneten Bindungsenergien fir den Protein-Ligand-Komplex waren fir den Start der
Simulation AGstart = -71.2 kcal/mol und fiir das Ende der Simulation AGgnde = -55.8 kcal/mol. In
den nachfolgenden Abbildungen sind die simulierten Interaktionsplots des Liganden

dargestellt.
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Passend zu den in Abb. 33 gezeigten Momentaufnahmen der MD-Simulation, sind in den
nachfolgenden Abbildungen die simulierten Interaktionsplots des Liganden 3 wahrend der

Bindung an das Hamagglutinin H5 dargestellt. In Abb. 34 ist der LigPlot des Liganden 3 zu

Beginn der Simulation gezeigt.
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Abb. 34: LigPlot des Liganden 3 zu Beginn der Molekiildynamiksimulation.
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In Abb. 35 ist der LigPlot des Liganden 3 am Ende der Molekildynamiksimulation nach 4.8 ns

gezeigt.

ASN
841

TYR
583

GLY
679

PRO
MET 673
533

) Charged (negative) Polar ----  Distance —@® Pj-cation

) Charged (positive) @ Unspecified residue —» H-bond —— Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site ——  Metal coordination
Metal X Hydration site (displaced) @—® Pi-Pi stacking

Abb. 35: LigPlot des Liganden 3 am Ende der Molekildynamiksimulation nach 4.8 ns.

In den Abbildungen ist zu erkennen, dass die Interaktionen der Neuraminsdure in der
Bindungstasche des H5 am Anfang und zum Ende der Simulation dhnlich sind. Die
Wasserstoffbricken zwischen Ser667, Ser665 und GIn845 und der Carboxylatgruppe der
Neuraminsdure bleiben wahrend der gesamten Simulation bestehen. Lediglich die Interaktion
zu Val663 und Glu773 sind am Ende der Simulation nicht mehr vorhanden. Auch die
unspezifischen Wechselwirkungen einer anderen Neuraminsdure mit der Proteinoberflache

sind zum Ende der Simulation nicht mehr existent.
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In Abb. 36 ist im ligand contact plot zusatzlich die Kontaktdauer der Protein-Ligand-Kontakte
der in der Bindungstasche des Hamagglutinins H5 interagierenden Neuraminsdure des

Liganden 3 als Ausschnitt mit entsprechenden prozentualen Kontaktdauern gezeigt.
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Abb. 36: Darstellung der Ligand-Protein-Kontakte in der Bindungstasche fiir eine Neuraminsaure des
Liganden 3. Die prozentualen Werte sind die anteilige Kontaktdauer. Gezeigt sind Kontakte, die Gber
mindestens 30 % der gesamten Laufzeit der Simulation von 4.8 ns existent waren.

In der Abbildung ist zu erkennen, dass wie zu erwarten auch beim Ligand 3 ein Grofteil der
auftretenden Interaktionen einen prozentualen Anteil im mittleren Bereich aufweisen. In
Ubereinstimmung mit dem LigPlot und den Ergebnissen zu Ligand 4 konnten anhand des
ligand contact plot auch fir den Liganden 3 die Wechselwirkungen der Neuraminsaure zum
Ser667 und zum Ser665 als besonders wichtig identifiziert werden. Zusatzlich hielt in diesem
Fall auch GIn845 wadhrend mindestens 90 % der Simulationszeit den Kontakt zur
Neuraminsdure.

In den beiden nachfolgenden Abbildungen ist stellvertretend fiir die untersuchten Liganden
jeweils das Ergebnis des Liganden 4 dargestellt. In Abb. 37 ist die Auftragung der quadratisch
gemittelten Fluktuation der Schweratome (root-mean-square fluctuation, RMSF) Giber den
gesamten Zeitraum der MD-Simulation, sowie die vom System generierte zugeordnete
Nummerierung (C = schwarz, O = rot, N = blau) des Bindungsepitops des Liganden zu sehen.
Aufgrund der hohen Komplexitdt konnte das System fir Ligand 3 keine entsprechende
Atomzuordnung generieren, wodurch kein Liganden-RMSF fir Ligand 3 erstellt werden

konnte.
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Der Liganden-RMSF zeigt die Fluktuationen des Liganden, aufgeschliisselt nach den einzelnen
Schweratomen. Er gibt einen Einblick darin, wie einzelne Fragmente des Liganden mit dem
Protein interagieren und welche entropische Rolle sie fur das Bindungsereignis spielen. Wie
erwartet weisen die Atome der Neuraminsaure des Liganden 4 keine besonders hohe
Fluktuation auf. Eine geringflgig erhohte Beweglichkeit zeigen lediglich zwei der OH-Gruppen
der Glycerolseitenkette (19, 20), die Atome der N-Acetylgruppe insbesondere die Methyl-
Gruppe (11) und die Atome der Carboxylatgruppe (13, 14). Entlang des Alkylspacers steigt die
Fluktuation dann aufgrund fehlender Wechselwirkungen und der damit verbundenen

ungehinderten Bewegungsfreiheit stetig an.
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Abb. 37: Auftragung der quadratisch gemittelten Fluktuation der Schweratome (RMSF-Werte) tiber
den gesamten Zeitraum der Molekildynamiksimulation, sowie generierte Atomzuordnung (C =
schwarz, O = rot, N = blau) des Bindungsepitops des Liganden 4. Die Atome der Neuraminsaure des
Liganden 4 weisen keine besonders hohe Fluktuation auf. Eine geringfligig erhohte Beweglichkeit
zeigen lediglich zwei der OH-Gruppen der Glycerolseitenkette (19, 20), die Atome der N-Acetylgruppe
insbesondere die Methyl-Gruppe (11) und die Atome der Carboxylatgruppe (13, 14). Entlang des
Alkylspacers steigt die Fluktuation dann aufgrund fehlender Wechselwirkungen und der damit
verbundenen ungehinderten Bewegungsfreiheit stetig an.
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Flir den Liganden 4 ist in Abb. 38 zusatzlich die Auftragung der jeweiligen Distanzen der beiden
Sauerstoffatome der Carboxylatgruppe (091 und 092) der Neuraminsdure des Liganden zur
OH-Gruppe des Ser683 (schwarz), Ser667 (rot) und Ser665 (gelb) und zur Aminogruppe des
Ser667 (blau) im zeitlichen Verlauf der MD-Simulation zu sehen. Bei Distanzen tber 3.0 A sind
die attraktiven Wechselwirkungen einer ionischen Salzbriicke und bei Distanzen tiber 3.2 A
sind die attraktiven Wechselwirkungen einer Wasserstoffbriickenbindung (vgl. Kapitel 3.4.1)
sehr gering. Dies ist hier im Fall der Distanz zum Ser683 nach ca. 150 ps der Fall. Die anderen

Wechselwirkungen haben sich am Ende der Simulation zwischen 2.7 und 3.0 A eingependelt.

8 —SIA_091-SER683
SIA_091-SER667
7 —SIA_O91-SER667_N

SIA_092-SER665

Distanz [A]
(9]

|
3 m 1 l‘*""\"w“w HW" -‘Mh"m‘h dw-.lh..,{lwl‘ Jn“‘wl ) ;ML\}“:W‘MW«"&»WNMWJ,WM

2

o

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Zeit [ps]

Abb. 38: Auftragung der jeweiligen Distanzen der beiden Sauerstoffatome der Carboxylatgruppe (091
und 092) der Neuraminsaure des Liganden 4 zur OH-Gruppe des Ser683 (schwarz), Ser667 (rot) und
Ser665 (gelb) und zur Aminogruppe des Ser667 (blau) im zeitlichen Verlauf der MD-Simulation. Bei
Distanzen Uber 3.0 A sind die attraktiven Wechselwirkungen einer ionischen Salzbriicke und bei
Distanzen (iber 3.2 A sind die attraktiven Wechselwirkungen einer Wasserstoffbriickenbindung nicht
mehr existent. Dies ist hier im Fall der Distanz zum Ser683 nach ca. 150 ps der Fall. Die anderen
Wechselwirkungen haben sich am Ende der Simulation zwischen 2.7 und 3.0 A eingependelt.

Wahrend der Simulationen wurden die gesamten Wechselwirkungen des Liganden 3 und alle
Wechselwirkungen des Bindungsepitops des Liganden 4 zum Protein (berwacht. Diese
Wechselwirkungen wurden je nach Typ kategorisiert und zusammengefasst. In den beiden
nachfolgenden Abbildungen sind diese Protein-Ligand-Wechselwirkungen gezeigt, wobei sie

in vier Typen von Kontakten eingeteilt wurden: Wasserstoffbriicken, hydrophobe Kontakte,
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ionische Kontakte und Wasserbriicken (vgl. Kapitel 3.4.1). Zur Interpretation wurden die
gestapelten Balkendiagramme auf die Simulationszeit von 4.8 ns normiert, sodass
beispielsweise ein Wert von 0.7 bedeutet, dass die spezifische Interaktion 70 % der
Simulationszeit bestand. Werte groRer 1.0 sind moglich, da einige Proteinreste mehrere
Kontakte desselben Subtyps mit dem Liganden eingehen kénnen.
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Abb. 39: Darstellung der wahrend der Simulation beobachteten Wechselwirkungen zwischen dem
Liganden 3 und dem Protein: Wasserstoffbriicken (griin), hydrophobe Kontakte (violett), ionische
Kontakte (pink) und Wasserbriicken (blau). Ein Wert von 0.7 bedeutet, dass die spezifische Interaktion
70 % der Simulationszeit bestand. Werte grofRer 1.0 sind moglich, da Proteinreste mehrere Kontakte
desselben Subtyps eingehen kénnen.
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Abb. 40: Darstellung der wahrend der Simulation beobachteten Wechselwirkungen zwischen dem
Bindungsepitop des Liganden 4 und dem Protein: Wasserstoffbriicken (grtin), hydrophobe Kontakte
(violett), ionische Kontakte (pink) und Wasserbriicken (blau). Ein Wert von 0.7 bedeutet, dass die
spezifische Interaktion 70 % der Simulationszeit bestand. Werte gréBer 1.0 sind moglich, da
Proteinreste mehrere Kontakte desselben Subtyps eingehen kénnen.
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In den Abbildungen ist zu erkennen, dass fir den Liganden3 30 wechselwirkende
Aminosauren zu finden sind und fiir das Bindungsepitop des Liganden 4 sind 21 Aminosduren
aufgefiihrt. Einige der gezeigten Kontakte sind nahe O und kdonnen daher vernachlassigt
werden. In beiden Fallen sind die Wechselwirkungen zum Ser667 am dominantesten. Beim
Liganden 3 fiuhren die Wechselwirkungen des Ser667 mit mehreren Wasserstoffbriicken zu
einem Wert von fast 3.0 und beim Liganden 4 zu einem Wert von knapp 2.0. Auch die
Wechselwirkungen mit den Aminosauren Tyr583, Ser665, Glu773 und GIn845 sind bei beiden
Liganden im Bereich groBer 0.5 und reichen teilweise bis 1.5. Diese Wechselwirkungen sind
auch fur die Bindung des natiirlichen Liganden Neu5Ac essenziell (vgl. Kapitel 6.1.2 - Abb. 18).
Beim Liganden 3 sind zusatzlich die Aminosduren His759 und Lys779 im Bereich groBer 0.5
und beim Liganden 4 sind zusatzlich die Aminosauren Val663 und Asn765 im Bereich grofRer
0.5. Die Wechselwirkung zum His759 wird in beiden Fallen Uber die terminale OH-Gruppe am
C-9 der Neuraminsaure vermittelt und ist beim Liganden 3 sogar deutlich grofRer ausgepragt
als beim Liganden 4. Zusatzlich ist auch die Wechselwirkung zum Lys779 beim Liganden 3
deutlich ausgepragter als beim Liganden 4. Die Wechselwirkungen zwischen dem Lysin und
der OH-Gruppe am C-7, sowie die Wechselwirkung zwischen dem Histidin und der OH-Gruppe
am C-9 der Neuraminsdure, ebenso wie die Wechselwirkung zwischen einem Valin und der
NH-Gruppe der Neuraminsdure, spielen auch im Komplex mit dem nattrlichen Liganden eine

wichtige Rolle fiir die Bindungsaffinitat.

Anhand der Auswertungen der MD-Simulationen konnte gezeigt werden, dass wie erwartet
vor allem die Bindungsepitope der Liganden Auswirkungen auf die Bindungsmodi haben und
dass zumeist bestehende unspezifische Wechselwirkungen anderer Fragmente zum Ende der
Simulationen abgebaut waren. Beim Ligand4 war eine zusatzliche Interaktion einer
Neuraminsadure mit einer unspezifischen Stelle des Proteins zu beobachten. Zudem hatte der
Ligand einen grofReren Verlust an Bindungsenergie zum Ende der Simulation zu verzeichnen
als der Ligand 3. Die ausgepragtere Komplexitat des Liganden 4 schien direkten Einfluss auf
die Bindungstasche zu haben, was im Laufe der Simulation zu einer Deformation dieser fihrte.
Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass die Beschaffenheit der beiden Liganden nicht zu
einer sofortigen Dissoziation des Komplexes fiihrte. Das heit, die attraktiven

Wechselwirkungen der Bindungsepitope waren noch immer bevorzugt. Die rdumliche Ndhe
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weiterer freier Bindungsepitope spricht im Falle einer Komplexdissoziation zudem fiir ein
statistisches Riickbinden des Komplexes. Auch die sterische Abschirmung der Bindungstasche
durch die volumindsen Liganden ist im Falle der Konkurrenz um die Bindungsstellen nicht zu
vernachlassigen, da so die kompetitive Bindung der Oberflachenrezeptoren an das
Hamagglutinin erschwert wird.

Ein weiterer interessanter Aspekt des Liganden 4 geht aus den Abb. 26 und Abb. 29 hervor.
Da einer der Bindungsepitop-tragenden Arme des Liganden in keinerlei Interaktion mit dem
Protein involviert ist und auch die Linkerfragmente keinen essenziellen Beitrag zur Bindung
leisten, besteht die Moglichkeit von intermolekularen Wechselwirkungen mit benachbarten
Hamagglutininen auf der Wirtszellenoberflache, wie es bereits in Arbeiten von Glick und
Knowles®* 1991 gezeigt werden konnte. Dies sei aber als rein spekulativ zu betrachten und

musste in weiteren Studien Uberprift werden.
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6.3 Biacore - SPR

Wie bereits in Kapitel 4.2 beschrieben ist die SPR-Spektroskopie eine sehr sensitive und
schnelle Methode, um Bindungseigenschaften von Ligand-Rezeptor-Interaktionen zu
untersuchen. Ein Bindungspartner wird dabei auf einem Sensorchip immobilisiert und der
andere in geloster Form Uber dessen Oberfliche geleitet. Es ist somit moglich
Bindungsereignisse in einem flieBenden System zu beobachten, was einem biologisch
relevanten System ahnlicher ist als ein Statisches. Die Generierung des Messsignals beruht
dabei auf dem Effekt der Oberflaichenplasmonenresonanz. Jede Bindung zwischen einem
Liganden und einem Rezeptor fiihrt zu einer Anreicherung der mobilen Spezies auf der
Oberfliche. Die dadurch erzeugte Anderung des Brechungsindexes fiihrt wiederum zu einem

detektierbaren Signal.

Grundsatzlich gibt es fiir SPR-Studien zwei Moglichkeiten beziglich der zu immobilisierenden
Spezies. Es gibt sowohl literaturbekannte Systeme bei denen das Protein, in diesem Fall
Hamagglutinin auf dem Sensorchip immobilisiert wird®’, als auch Systeme bei denen der

entsprechende Ligand immobilisiert wird®®. Wenn der Ligand auf dem Sensorchip

immobilisiert wird, fihrt das Hdmagglutinin mit einem Gewicht von ~60 kDa als Analyt zu sehr

hohen RU-Antworten. Das Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio, S/N oder SNR) ist in
diesem Fall sehr gut. Wird das Targetprotein auf dem Chip immobilisiert ist im Bereich von
Liganden mit einem Molekulargewicht zwischen 300 und 1000 g/mol die SPR-Antwort
deutlich geringer und damit das SNR schlechter. Jedoch wird die Immobilisierung des Proteins
in Falle des Hamagglutinins aus verschiedenen Griinden préaferiert. Zum einen ist die
Rickgewinnung des bei den Messungen verbrauchten Proteins sehr schwierig. Zum anderen
kann es, im Falle der Immobilisierung des Liganden wahrend der Messungen zum stérenden
rebinding kommen. AuBerdem miissten die Sialinsdureliganden zusatzlich speziell modifiziert

werden, um auf der Matrix des Sensorchips immobilisiert werden zu kbnnen.
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6.3.1 Etablierung eines SPR-Basisassays fur Hamagglutinin H5 und

Uberpriifung des Systems mit Neu5Aca2Me

Da aus vorangegangenen Arbeiten® % eine Problematik bei der Immobilisierung und der
Stabilitdt des Hamagglutinins H5 auf dem Sensorchip bekannt ist, wurde wahrend dieser
Arbeit ein entsprechendes optimiertes Assay entwickelt. Uberpriift wurde das System mit
dem a-Methylglycosid der Sialinsdure (Neu5Aca2Me) (Abb. 41) als bekannten Binder des

Hamagglutinins H5 (vgl. Kapitel 3.3.1 - Abb. 6).
OH

HO COoH
HOu 0 OMe
AcHN
HO

Abb. 41: Bekannter Binder des Hamagglutinins, das a-Methylglycosid der Sialinsdure (Neu5Aca2Me).

Die Schwierigkeiten bei der Immobilisierung/Stabilitat des Proteins bestanden vor allem in
einem unsteten Verlauf der Bindungskurven, ungeniigenden RU-Antworten, sowie einer
massiven Abnahme der Signalintensitdat im Verlauf der Analyse der Messreihen.
Zurickzufihren sind diese Probleme mutmaRlich auf eine zu kurze Lebensdauer/Stabilitat des
Proteins auf dem Sensorchip. In der Literatur sind SPR-Messungen mit Influenza
Hamagglutininen zwar bereits beschrieben!®-192 doch es wurde nur selten das Himagglutinin
selbst auf dem Sensorchip immobilisiert.03

Die nachfolgende Methodenentwicklung sollte als Basisassay vor allem die Halbwertszeit des
Proteins auf dem Sensorchip bedeutend verlangern und so komplexe SPR-Untersuchungen
des Hamagglutinins H5 auch lber langere Zeitraume zu ermdoglichen. In vorangegangenen
Arbeiten®® %% 19 wurde das Hamagglutinin nach unterschiedlichen Methoden auf dem
Sensorchip immobilisiert, wobei jedoch in allen Fallen nur eine sehr kurze Halbwertszeit der
Stabilitat von teilweise nur 4-6 h®3 erreicht wurde. Als Immobilisierungspuffer wurden sowohl
ein Maleatpuffer (pH 5.5)%, als auch ein 10 mM Acetatpuffer (pH 5.5) verwendet.?® 104

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das in einem Tris-Puffer gelagerte Hamagglutinin mittels
Dialyse in den Immobilisierungspuffer liberfiihrt. Als Immobilisierungspuffer wurde ein PBS-
Puffer (pH 7.2) verwendet. Per NanoDrop wurde eine mittlere Konzentration von 133 pg/mL
des Proteins bestimmt. Der CM5 Sensorchip der Firma Biacore wurde 20 h vor der Belegung

in das Gerdt eingesetzt und unter Verwendung der standby-Methode, der im Gerat
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implementierten Software, mit Laufpuffer gespilt. Fiir die SPR-Experimente wurde das
Protein auf dem Chip unter Standardbedingungen gekuppelt. Zundchst wurde mit EDC/NHS
(1 M/4 M) bei einer Flussrate von 5 puL/min iber 1200 s die Aktivierung der Dextranmatrix
durchgeflihrt. Die Proteinimmobilisierung wurde mit 100 uL verdiinnter Protein-Losung
(77.4 pL Protein-Losung + 22.6 puL Puffer; Konzentration = 103 ug/mL) tber 760 s bei einer
Flussrate von 5 uL/min durchgefiihrt. Ein capping mit Ethanolamin nach ausreichender
Proteinimmobilisierung wurde bei gleicher Flussrate wahrend 720 s durchgefiihrt. Es gelang
eine Immobilisierung von 12880 response units (RU) zu erreichen. Fur die nachfolgenden
Messungen wurde HBS-EP Puffer (0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 %
Surfactant P20) als Laufpuffer verwendet. Zur Aquilibrierung des Systems wurde vor den
Messreihen ein start-up cycle vorangestellt und das System wurde mittels des prime-Befehls
mit Pufferlésung gespiilt. Die Messungen erfolgten ohne Regeneration bei einer Flussrate von
20 puL/min mit einer Kontaktzeit von 120s und einer Dissoziationszeit 600s. Fir die
Affinitatsbestimmung wurden Konzentrationsreihen aufgenommen, die anschlieRend

thermodynamisch nach dem one site binding Modell (vgl. Kapitel 4.2) ausgewertet wurden.

Flir thermodynamische Bindungsstudien wurden vier Verdiinnungsreihen des Neu5Aca2Me
zu unterschiedlichen Zeitpunkten vermessen. Verdinnungsreihe 1 und 2 wurden an einem
Tag innerhalb von ein paar Stunden vermessen. Verdinnungsreihe 3 wurde nach 24 h
gemessen und Verdiinnungsreihe 4 wurde nach 96 h vermessen. Der Konzentrationsbereich
von Messung 1 und 2 betrug 0 - 50 mM, der Bereich der dritten Messung lag zwischen O -
125 mM, wobei alle Messungen im Konzentrationsbereich (ber 62.5 mM keine gut
verwertbaren Ergebnisse lieferten. Der Bereich der vierten Messung lag wieder zwischen O -
50 mM. In Abb.42 sind stellvertretend flir alle Messreihen die Sensorgramme der

Verdiinnungsreihe 1 gezeigt.
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Abb. 42: SPR-Sensorgramme der Konzentrationsreihe 1 des Neu5Aca2Me, aufgenommen an der
Biacore T100, Sensorchip CM5. Die Sensorgramme wiesen ein gutes Signal-zu-Rausch Verhéltnis auf.
Die Daten lieRen sich anschlieRend gut an das one site binding Modell anpassen.

Wie in der Abbildung zu erkennen, sind die RU-Antworten konzentrationsabhangig. Nach
einer Assoziationszeit von 120 s ist bei allen Konzentrationen der steady state erreicht. Die
maximalen RU-Antworten wurden nach dem one site binding Modell analysiert. Dazu wurde

die jeweilige RU-Antwort gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen.
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Abb. 43: SPR-Antworten des Liganden NeuS5Aca2Me als Funktion der Konzentration der
Konzentrationsreihe 1, 4 h nach Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip (links) und der
Konzentrationsreihe 2, 9 h nach Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip (rechts). Die
Messdaten wurden mittels des in der Software Origin implementierten one site binding Modell
gefittet.
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Abb. 44: SPR-Antworten des Liganden Neu5Aca2Me als Funktion der Konzentration der
Konzentrationsreihe 3, 24 h nach Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip (links) und der
Konzentrationsreihe 4, 96 h nach Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip (rechts). Die
Messdaten wurden mittels des in der Software Origin implementierten one site binding Modell
gefittet.

Die aus den ersten drei Verdiinnungsreihen gemittelte Dissoziationskonstante Kp = 8.5 mM
liegt in einem erwarteten niedrigen millimolaren Bereich, welcher charakteristisch fir
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkung ist. Im Vergleich dazu ergaben Bindungsstudien des
Neu5Aca2Me beispielsweise von Sauter et al.*% fur das vergleichbare Hdmagglutinin H3 eine
Dissoziationskonstanten von Kp = 2.8 + 0.3 mM. Der erhaltene gemittelte RUmax flir die
Verbindung liegt zudem mit einem Wert von 55 im Bereich des mit Hilfe von BiaCalculations
ermittelten theoretisch RUmax von 65.

Die Konzentrationsreihe 4 ergab einen Kp-Wert von 29.6 mM und einen RUmax-Wert von 82.
Die Messungen wurden 96 h nach Immobilisierung des Proteins durchgefiihrt. Der im Verlauf
der Messreihen schlechter werdende Kp-Wert legt die Vermutung nahe, dass das Protein auf
dem Sensorchip teilweise denaturiert war. Eine wahrscheinliche Moéglichkeit stellt die partielle

Abspaltung einzelner Segmente des trimeren Hamagglutinins dar.

Aus den Sensorgrammen konnte durch Anpassung auch auf die Kinetik des Liganden
geschlossen werden (vgl. Kapitel 4.2). Dazu wird das Sensorgramm der hochsten
Konzentration einer Konzentrationsreihe an die Langmuir-Isotherme angepasst, woraus sich

dann die Dissoziationskonstante Kp und zusatzlich auch die Geschwindigkeitskonstanten kon
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und kot ermitteln lassen. Auf die kinetische Auswertung der Daten wurde im Rahmen dieser
Arbeit jedoch verzichtet, da die Verifizierung des Systems zur Anwendung als Basisassay
bereits aufgrund der gewonnenen thermodynamischen Daten moglich war.

Die ermittelten Daten zeigen, dass sich die verwendeten Messparameter sehr gut fir die
Analyse des untersuchten Systems eignen. Unter den entwickelten Bedingungen ist das
Protein deutlich langer auf dem Sensorchip stabil als in vergleichbaren Arbeiten, was die
Reproduzierbarkeit und Belastbarkeit von aussagekraftigen Ergebnissen fiir komplexe
Bindungsstudien deutlich verbessert und vereinfacht. Auch Messungen nach 24 h lieferten
konsistente und mit den anfangs gemessenen Daten vergleichbare Ergebnisse. Das
entwickelte Assay eignet sich somit zur Untersuchung von Bindungsereignissen des
Hamagglutinins H5 auch Uber einen langeren Zeitraum. Lediglich die Messungen nach 96 h
zeigten eine langsame Verdanderung der Ergebnisse, wobei diese Verdanderung moglicherweise

auch die Folge anderer Faktoren sein konnte.

6.4 Retrosyntheseplan und Weiterentwicklung der Syntheserouten

Die entworfenen und mittels molecular modeling untersuchten Liganden sollten als
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Synthesestrategien zur Darstellung der
entsprechenden Bausteine und der anschlieBenden Kupplung der Fragmente dienen. Zudem
wurde die wahrend der Masterarbeit entwickelte Synthesestrategie zur Darstellung der
Fragmente des multivalenten Liganden 1 optimiert, erweitert und an die Darstellung der

multivalenten Liganden 3 und 4 entsprechend angepasst.

6.4.1 Retrosynthesen der multivalenten Leitstrukturen

Bereits wahrend der Masterarbeit wurde Ligand 1 (Abb. 45) einer retrosynthetischen Analyse
unterzogen. Dieser besitzt eine Cs-symmetrische, von Trimesoylchlorid abgeleitete core-
Struktur. Diese Struktur sollte den weiteren multivalenten Liganden ebenfalls als Cs-

symmetrischer core dienen.
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Wie Abb. 45 zu entnehmen ist an den aromatischen core in Position 1, 3 und 5 zunachst je ein
Alkylspacer aus sechs Kohlenstoffatomen amidisch gekniipft. Darauf folgt jeweils ein amidisch
gebundenes Linkerfragment, das aus zwei, um eine Essigsdureeinheit verldngerte,
Tetraethylenglycolderivaten besteht. An diesen Linker ist ein weiterer amidisch verknipfter

Alkylspacer, aus vier Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch verknipfter Neuraminsaure

gebunden.
Ho. pH CO,H H
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Abb. 45: Der trimere Ligand 1 besitzt eine Cs-symmetrische von Trimesoylchlorid abgeleitete core-
Struktur. An den aromatischen core ist in Position 1, 3 und 5 zunachst je ein Alkylspacer aus sechs
Kohlenstoffatomen amidisch geknlpft. Darauf folgt jeweils ein amidisch gebundenes Linkerfragment,
das aus zwei, um eine Essigsdureeinheit verlangerte, Tetraethylenglycolderivaten besteht. An diesen
Linker ist ein weiterer amidisch verknipfter Alkylspacer, aus vier Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch
verknlpfter Neuraminsaure gebunden.

Die retrosynthetische Analyse des Liganden 1 ergab eine konvergente Synthesestrategie,
bestehend aus drei Grundbausteinen. Diese Bausteine sollten in mehreren Stufen amidisch
miteinander verknlipft werden. Als Grundbausteine wurde ein Neuraminsaurebaustein 5, ein

Linkerbaustein 6 und einen aromatischen core-Baustein 7 erhalten (Abb. 46).
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Abb. 46: Nach retrosynthetischer Analyse erhaltene Bausteine des Liganden1. Es wurde ein
Neuraminsaurebaustein 5, ein Linkerbaustein 6 und ein aromatischer core-Baustein 7 erhalten.

Nach in situ Entschitzung der core-Struktur zum Triamin 7 wird dieses zunachst mit einem
ersten Linkerbaustein 6 amidisch verknipft. AnschlieRend wird ein weiterer Linkerbaustein 6
amidisch verknlipft, bevor der Neuraminsaurebaustein 5 amidisch gekuppelt wird. Nach

Entfernung der Schutzgruppen wird der Ligand 1 erhalten.

Abweichend von dieser Strategie, bei welcher zweimal ein Teil des Linkerfragments 6

gekuppelt wird, wurde in dieser Arbeit iberprift, ob die Synthese des Linkerfragments 8 (Abb.
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47) von Vorteil fir nachfolgenden Kupplungen ist. Zusatzlich wurde diese Strategie auch mit

den eingefiihrten Triethylenglycolderivaten zum Baustein 9 durchgefiihrt.

PRI VAT G

Abb. 47: Alternative Bausteine 8 (fiir n =4) und 9 (flir n = 3).

Der Ligand 3 (Abb. 48) besitzt ebenfalls einen Cs-symmetrischen core an den in Position 1, 3
und 5 zunéachst je ein Alkylspacer aus sechs Kohlenstoffatomen amidisch gekniipft. In diesem
Fall folgt dann direkt jeweils ein weiterer amidisch verknilpfter Alkylspacer, aus vier

Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch verknipfter Neuraminsaure.
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Abb. 48: Der trimere Ligand 3 besitzt eine Cs-symmetrische von Trimesoylchlorid abgeleitete core-
Struktur. An den aromatischen core ist in Position 1, 3 und 5 zunachst je ein Alkylspacer aus sechs
Kohlenstoffatomen amidisch gekniipft. Darauf folgt jeweils ein weiterer amidisch verkniipfter
Alkylspacer, aus vier Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch verknlipfter Neuraminsaure.

Die retrosynthetische Analyse des Liganden 3 sah eine konvergente Synthesestrategie,
bestehend aus zwei Grundbausteinen, vor. Diese Bausteine sollten amidisch miteinander
verknipft werden. Die retrosynthetische Analyse ergab den Neuraminsdaurebaustein 5 und

den aromatischen core-Baustein 7 (Abb. 49).
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Abb. 49: Retrosynthetische Analyse des Liganden 3. Die Zerlegung ergab den Neuraminsaure-
baustein 5 und den aromatischer core-Baustein 7.

Nach in situ Entschitzung der core-Struktur zum Triamin 7 wird dieses mit einem
Neuraminsdurebaustein 5 amidisch gekuppelt. Nach Entfernung der Schutzgruppen wird der

Ligand 3 erhalten.

Der Ligand 4 (Abb. 50) besitzt ebenfalls einen Cs-symmetrischen core an den in Position 1, 3
und 5 zundachst je ein Alkylspacer aus sechs Kohlenstoffatomen amidisch geknipft. Darauf
folgt jeweils ein amidisch gebundenes Linkerfragment, das aus einem, um eine
Essigsdureeinheit verlangertem, Tetraethylenglycolderivat besteht. An diesen Linker ist ein
weiterer amidisch verknilpfter Alkylspacer, aus vier Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch

verkniipfter Neuraminsaure gebunden.
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Abb. 50: Der trimere Ligand 4 besitzt eine Cs-symmetrische von Trimesoylchlorid abgeleitete core-
Struktur. An den aromatischen core ist in Position 1, 3 und 5 zunachst je ein Alkylspacer aus sechs
Kohlenstoffatomen amidisch geknipft. Darauf folgt jeweils ein amidisch gebundenes
Linkerfragment, das aus einem, um eine Essigsdureeinheit verldngertem,
Tetraethylenglycolderivat besteht. An diesen Linker ist ein weiterer amidisch verknupfter
Alkylspacer, aus vier Kohlenstoffatomen, mit glycosidisch verknipfter Neuraminsaure
gebunden.

F-N

Die retrosynthetische Analyse des Liganden 4 ermdglicht im Gegensatz zum Ligand 3 zwei
unterschiedliche konvergente Synthesestrategien, bestehend aus unterschiedlichen
Bausteinen. Die erste Variante ergab einen Neuraminsaurebaustein 5, einen Linkerbaustein 6

und einen aromatischen core-Baustein 7 (Abb. 51).
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Abb. 51: Retrosynthetische Analyse des Liganden 4. Die Zerlegung ergab einen Neuraminsaure-
baustein 5, einen Linkerbaustein 6 und einen aromatischer core-Baustein 7.

Fiir die erste Variante wird nach in situ Entfernung der Boc-Schutzgruppen von der core-
Struktur das erhaltene Triamin 7 mit dem Linkerbaustein 6 amidisch verknlpft. AnschlieBend
wird der Neuraminsdurebaustein 5 amidisch gekuppelt. Nach Entfernung der Schutzgruppen

wird der Ligand 4 erhalten.

Die zweite Variante der retrosynthetischen Analyse ergab einen aromatischen core-

Baustein 7, einen Neuraminsdurebaustein 5 und einen Linkerbaustein 10 (Abb. 52).
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Abb. 52: Retrosynthetische Analyse des Liganden 4. Die Zerlegung ergab einen Neuraminsaure-
baustein 5, einen Linkerbaustein 10 und einen aromatischer core-Baustein 7.

Fur diese Variante wird der Neuraminsdurebaustein 5 amidisch mit dem Linkerbaustein 10
verknlpft. Nach in situ Entfernung der Boc-Schutzgruppen von der core-Struktur 7 und
selektiven Entschiitzung der tert-Butyl-Schutzgruppe von dem carboxyfunktionalisierten
Neuraminsaureglycosid 35 werden die Bausteine amidisch verknilipft. Nach Entfernung der
verbleibenden Schutzgruppen wird der Ligand 4 erhalten. Bei dieser Variante stellt die
selektive Entschitzung der tert-Butyl-Schutzgruppe in Anwesenheit des Methylesters eine

besondere Herausforderung dar.

Fiir die multivalenten Leitstrukturen sollten jeweils die letzten zwei Syntheseschritte, die
Entfernung der Acetylschutzgruppen, sowie die Entschiitzung des Methylesters optional
bleiben. Es werden somit in den nachfolgenden Abschnitten vorrangig die geschitzten
Varianten der Liganden 1, 3 und 4 synonym zu den freien Liganden behandelt. Die geschiitzten
Varianten werden als Ligand 1a, 3a und 4a gefiihrt. Der verbleibende Schutz der funktionellen
Gruppen fuhrt zu einer besseren Haltbarkeit und Stabilitdt der vorliegenden Strukturen, da

aufgrund der Komplexitat der Liganden, bei einer friihzeitigen Entschiitzung der funktionellen
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Gruppen, von problematischen Nebenreaktionen und Lagerungsproblemen auszugehen ist.
Die freien funktionellen Gruppen wiirden zudem erst in moglichen in vitro Bindungsstudien
bendtigt werden und bieten unter anderem auch fiir moégliche Studien in Zelllinien aufgrund
ihrer hoheren Lipophilie verschiedene Vorteile. Den geschiitzten Liganden ware
beispielsweise die Diffusion durch lipophile Zellmembranen moglich. Oft werden dafr Ester,
wie die verwendeten Acetyl- und Methylester eingesetzt. Je nach mdéglichem Einsatz der
Inhibitoren als Medikament wdre auch die Wirksamkeit Uber verschiedene
Verabreichungsformen (oral, inhalativ, etc.) zu tberprifen. Von Interesse ware daher die
Moglichkeit einer erst in vivo stattfindenden Umwandlung der geschiitzten Liganden in die
aktiven Stoffwechselprodukte (Metabolite) (vgl. Kapitel 3.4.2 Prodrugs - Resorptionsester).
Beispielsweise konnten, dhnlich wie auch verwandte Inhibitoren aus der Familie der
Neuraminidase-Hemmer, die geschiitzten Liganden durch hepatische Esterasen, nach der

Aufnahme lber den Magen-Darm-Trakt ins Blut, metabolisiert werden.

6.4.2  Retrosynthesen der Bausteine

Im nachfolgenden Abschnitt sind die retrosynthetischen Zerlegungen der erhaltenen
Bausteine aus Kapitel 6.4.1 aufgefiihrt. Die retrosynthetische Zerlegung des Zuckerbausteins 5

und des core-Bausteins 7 wurden bereits wahrend der Masterarbeit durchgefiihrt.

In Abb. 53 ist die retrosynthetische Analyse des Neuraminsaurebausteins 5 aufgefiihrt. Die
Darstellung des B-Chlorids der Neuraminsadure als Glycosyldonors ist ein literaturbekanntes

Verfahren in der Neuraminsdurechemie.106-108
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Abb. 53: Retrosynthetische Analyse des Neuraminsdurebausteins 5. Die retrosynthetische Analyse des
B-Chlorids der Neuraminsaure 12 als Glycosyldonors ist literaturbekannt (*).106-108

Die Darstellung des Neuraminsaurechlorids 12 verlauft literaturbekannt tGiber die Synthese des
Methylesters der Neuraminsdure 14, die Acetylierung der Hydroxyfunktionen zum
peracetyliertem Methylester 13 und die anschlieBende Einflihrung des Chlorids am anomeren
Zentrum.1%¢19%8  Dje  Glycosylierung des B-Chlorids zum a-Glycosid 11 kann mit
5-Hexen-1-ol in einer Kdnigs-Knorr-artigen Reaktion mit frisch dargestelltem Silbersalicylat'®
als Promoter durchgefiihrt werden.'!® Die anschlieBende Oxidation der terminalen
Doppelbindung und die damit verbundene Verkiirzung des Aglycons um ein Kohlenstoffatom
kann mit in situ erzeugtem Rutheniumtetraoxid nach Lee et al *'! und Carlsen et al.'?

durchgefihrt werden.
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In Abb. 54 ist die retrosynthetische Analyse des aromatischen core-Bausteins 7 dargestellt. Die
Darstellung der core-Struktur ist fir Alkylketten mit zwei und vier Methyleneinheiten

literaturbekannt.113 114

H H
0 N\/H\/NHz 0 NWNHBOC
4 4
H H H H
HzNWN N\</§¢NH2 — BocHN\H\/N NWNHBoc
4 4
Yo , 0 ) e 0

15

U O<__Cl
3x BocHN\H\/NHZ + ¢ Cl
4
19

0O o)
HoN NH, + ij’L
2 2 Bu. B
MT u A e

Abb. 54: Retrosynthetische Analyse des aromatischen core-Bausteins 7.

Der aromatische core-Baustein 7 wird in situ durch saure Hydrolyse der Boc-Schutzgruppen
aus 15 erhalten. Unter Schotten-Baumann Bedingungen wird durch die Umsetzung von
Trimesoylchlorid mit dem einfach geschitzten Diamin 19, welches zuvor aus der Umsetzung
von Hexamethylendiamin mit Di-tert-butyldicarbonat erhalten wird!'®>, der geschitzte

Baustein 15 erhalten.!13 114

Die retrosynthetische Analyse des Linkerbausteins 6 wurde ausgehend von den in der
Masterarbeit durchgeflihrten Synthesen und den damit verbundenen Schwierigkeiten fir
diese Arbeit angepasst und optimiert. Zudem wurde fiir weitere Variationsmoglichkeiten der
Linkerbaustein 17 analog zum Linkerbaustein 6 entwickelt. In Abb. 55 ist die retrosynthetische

Analyse der Linkerbausteine 6 und 17 dargestellt.
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Abb. 55: Retrosynthetische Analyse der Linkerbausteine 6 und 17.

Die tosylierten Bausteine 22 und 23 werden durch die Umsetzung von Tri- (n=3) bzw.
Tetraethylenglycol (n=4) mit para-Toluolsulfonsidurechlorid erhalten.!'® 7 Die Azid-
geschitzten Vorstufen20 und 21 werden durch die Umsetzung mit Natriumazid
erhalten!!® 118 ynd durch Veresterung mit frisch dargestelltem Natrium-tert-butanolat in tert-
Butanol werden diese zu 18 und 19 umgesetzt.!*° Die finalen Linkerbausteine 6 und 17 werden
durch basische Hydrolyse erhalten. Alternativ lassen sich die finalen Linkerbausteine auch
direkt Uber eine Williamson-Ethersynthese aus der Azid-geschiitzte Vorstufe 20 und 21
erhalten.!’® Diese Variante zeigte jedoch eine hohe Anfilligkeit fiir Probleme und lieferte

durchweg keine zufriedenstellenden Ausbeuten.

In Abb. 56 ist die ist die retrosynthetische Analyse des Linkerbausteins 10 und des verkirzten

Bausteins 24 dargestellt.

(0] 0O
B B 0] _
HzN%\/OMO/t u i N3/€\/O>;)J\O/t u i N{é\/ >;H + HO—tBu

10 (n=4) 18 (n=4) 20 (n=4)
24 (n=3) 19 (n=3) 21 (n=3)
HO%\/O%H C— TSO</\/O7EH

22 (n=4)

23 (n=3)

Abb. 56: Retrosynthetische Analyse der Linkerbausteine 10 und 24.

Die Darstellung verldauft zum groBen Teil analog zu der von 6 und 17, wobei die finalen

Bausteine 10 und 24 in diesem Fall durch Hydrierung der terminalen Azidgruppe erhalten

werden.116-118
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6.5 Synthesen

In den folgenden Abschnitten sind alle wahrend der Doktorarbeit durchgefiihrten Synthesen
aufgefihrt. Zudem sind sowohl Ergdanzungen und Optimierungen von literaturbekannten
Synthesewegen gezeigt als auch die Gberarbeiteten Durchfiihrungen von bereits wahrend der

Masterarbeit durchgefiihrten Synthesen gezeigt.

6.5.1 Synthese der Azid-geschiitzten Linkerbausteine 6 und 17, sowie der Boc-

geschitzten Analoga 10 und 24

Die Darstellung der Linkerbausteine erfolgte ausgehend von Tetra- oder Triethylenglycol. Fir
die Darstellung der unterschiedlichen Linkerlangen wurden vergleichbare Synthesestrategien
gewahlt. Zur Optimierung der Ausbeuten, sowie der Vermeidung von schwer abtrennbaren
Nebenprodukten wurden unterschiedliche Synthesevarianten getestet. Im Nachfolgenden
sind nur die jeweils zwei vielversprechendsten Darstellungen fiir die erste Synthesestufe
aufgefiihrt. In unterschiedlichen Reaktionsansatzen wurde eine der terminalen Hydroxyl-
Gruppen des Tetraethylenglycols (TEG) bei 0 °C mit para-Toluolsulfonsdurechlorid (TsCl) in das
geschiitzte Tosylat Giberfiihrt. Die Reaktion wurde zum einen nach Ma et al.*?° in Chloroform
unter der Zugabe von festem Kaliumhydroxid als Hilfsbase durchgefiihrt und zum anderen
nach Shirude et al.'?! in THF unter Zugabe von in Wasser gelostem Natriumhydroxid als
Hilfsbase. Das Triethylenglycol (TRG) wiederum wurde, zum einen nach Ma et al.'? in
Chloroform unter Zugabe von festem Kaliumhydroxid und zum anderen nach Strulson et al.11®
und Beckmann et al.''’ in abs. THF unter Zugabe von Pyridin als Hilfsbase, zum Tosylat
umgesetzt.

Das Hauptproblem bei der Tosylierung der Ethylenglycole stellte vor allem die Symmetrie der
Molekiile und eine damit verbundene Entstehung der doppelt-tosylierten Nebenprodukte
(TEG-dTs = doppelt-tosyliertes Tetraethylenglycol) bzw. (TRG-dTs = doppelt-tosyliertes
Triethylenglycol) dar. Das mono-tosylierte Tetraethylenglycol 22 (TEG-Ts) in dem
Reaktionsansatz nach Ma et al. wurde in einer Ausbeute von 48 % und in dem Ansatz nach

Shirude et al. in einer Ausbeute von 43 % erhalten. Das mono-tosylierte Triethylenglycol 23
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(Ts-TRG) wurde in dem Reaktionsansatz nach Ma et al. in einer Ausbeute von 61 % und in dem
Ansatz nach Strulson et al. und Beckmann et al. in einer Ausbeute von 56 % erhalten (Abb. 57).

HO</\/O>;H Tsc;|,1.)/2.)/3.)= : (:s):—o%\/o%H
0 o)

°C-RT, 20-96 h

TRG (n=3) 23 (n=3):56-61%
TEG (n=4) 22 (n=4):43-48 %

Abb. 57: Darstellung des mono-tosylierten Tri- 23 bzw. Tetraethylenglycols 22 bei 0 °C mit para-
Toluolsulfonsdurechlorid. 1.) Nach Ma et al.*?*® wurde sowohl Tri- als auch Tetraethylenglycol in
Chloroform unter der Zugabe von festem Kaliumhydroxid als Hilfsbase bei 0°C mit para-
Toluolsulfonsidurechlorid in das geschiutzte Tosylat Uberfuhrt. 2.) Nach Shirude et al.'** wurde
Tetraethylenglycol in THF unter Zugabe von in Wasser gel6stem Natriumhydroxid als Hilfsbase bei 0 °C
mit para-Toluolsulfonsiurechlorid in das geschiitzte Tosylat Gberfiihrt. 3.) Nach Strulson et al.''® und
Beckmann et al.'*” wurde Triethylenglycol in abs. THF unter Zugabe von Pyridin als Hilfsbase bei 0 °C
mit para-Toluolsulfonsdurechlorid in das geschiitzte Tosylat Uberfiihrt. Das Produkt 23 wurde in den
Reaktionsansatzen in Ausbeuten von 56-61 % und das Produkt 22 wurde in den Reaktionsansatzen in
Ausbeuten von 43-48 % erhalten.

Neben der Wahl des eingesetzten Losungsmittels, sowie der verwendeten Hilfsbase war das
Verhaltnis zwischen para-Toluolsulfonsdurechlorid und dem Glycol, sowie die Reaktionszeit
von entscheidender Bedeutung fiir die Ausbeute an Produkt und die Entstehung von
Nebenprodukten. In einer zusatzlich durchgefiihrten Versuchsreihe wurde das
Tetraethylenglycol anhand der Synthesevariante nach Strulson et al.1'® und Beckmann et al.*'’
in abs. THF unter Zugabe von Pyridin als Hilfsbase bei 0 °C mit para-Toluolsulfonsdurechlorid
in das mono-tosylierte Produkt iiberfiihrt und dabei die Aquivalente der beiden Reaktanden
und die Reaktionszeit variiert. Die erhaltenen Ausbeuten wurden verglichen (Tab. 2) und es
konnte gezeigt werden, dass Aquivalente von 0.65 bis 1.0 fiir die Durchfiihrung in abs. THF mit
Pyridin oder Triethylamin als Hilfsbase reproduzierbare Ausbeuten des mono-tosylierten
Produkts (TEG-Ts), fast unabhingig von der Reaktionszeit, lieferten. Aquivalente an TsCl
groBer 1.0 lieferten durchweg nur einen erhohten Anteil an doppelt-tosyliertem
Produkt (TEG-dTs). Bei 1.5 eingesetzten Aquivalenten an TsCl im Zusammenhang mit einer
erhohten Reaktionszeit konnte mittels MS und NMR sogar gezeigt werden, dass keine
nachweisbare Menge an mono-tosyliertem Produkt erhalten wurde. Es wurde mittels NMR

und MS bestatigt, dass ausschliellich das doppelt-tosylierte Produkt erhalten wurde.
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Tab. 2: Vergleich der erhaltenen Ausbeuten an TEG-Ts und TEG-dTs nach der Synthesevariante von
Strulson et al.}*®* und Beckmann et al.'¥” in Abhingigkeit der eingesetzten Aquivalente an TsCl und
Variation der Reaktionszeit (n.b. = nicht bestimmbarer Anteil des entsprechenden Produkts).

TsCl [eq] / Reaktionszeit [h] Ausbeute TEG-Ts [%] Ausbeute TEG-dTs [%]
0.65/24 26 n.b.
0.65/48 41 n.b.
0.65/72 31 n.b.

1.0/24 31 n.b.
1.0/48 30 n.b.
1.2/24 16 8

1.5/24 10 15
1.5/96 n.b. 50

In weiteren Optimierungsversuchen konnte gezeigt werden, dass 1.5 Aquivalente TsCl im
Zusammenhang mit einer sehr kurzen Reaktionszeit bei der Umsetzung von beiden
Ethylenglycolen mit KOH als Hilfsbase sehr gute Ausbeuten lieferte. Dies kann vor allem auf
die klrrzere Reaktionszeit und eine anschlieBende sofortige chromatographische Reinigung
des Rohprodukts zurlickgefiihrt werden. Mittels NMR konnte gezeigt werden, dass ein
Uberschuss an TsCl im Rohprodukt bei lingerem Stehen, selbst unter stindiger Kiihlung, zur
schnellen Ausbildung von Nebenprodukten fihrt. Sowohl die Entstehung des doppelt-
tosylierten Produkts als auch die Bildung von teilweise polymeren Nebenprodukten wurde

dadurch begiinstigt.

Abweichend von der Darstellungsvariante wahrend der Masterarbeit wurde das tosylierte Tri-
23 bzw. Tetraethylenglycol 22 anschliefend in abs. DMF bei 70 °C mit Natriumazid in einer
klassischen Sn2-Reaktion zum Azid-geschitzten Tri- 21 bzw. Tetraethylenglycol 20 umgesetzt.
Das Azid-geschutzte Triethylenglycol 21 wurde in einer Ausbeute von 98 % und das Azid-

geschiitzte Tetraethylenglycol 20 wurde in einer Ausbeute von 95 % erhalten.°
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0 (/\/0% NaNj;, abs DMF 4/\/0%
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Abb. 58: Darstellung des Azid-geschiitzten Tri- 21 bzw. Tetraethylenglycols 20 durch Umsetzung der
tosylierten Edukte in abs. DMF bei 70 °C mit Natriumazid. Das Azid-geschitzte Produkt 21 wurde in
einer Ausbeute von 98 % und das Azid-geschiitzte Produkt 20 wurde in einer Ausbeute von 95 %
erhalten.

Fir die Darstellung des um eine Essigsdaureeinheit verlangerten Ethylenglycolbausteins 17
bzw. 6 gab es verschiedene mogliche Herangehensweisen. Wahrend der vorrangegangenen
Masterarbeit wurde bereits die Darstellung des Tetraethylenglycolderivats 6 aus der Azid-
Vorstufe 20 mittels Williamson-Ethersynthese ausgearbeitet und durchgefiihrt. Es konnten
jedoch nur sehr schlechte Ausbeuten und eine unzureichende Reinheit erreicht werden. Die
Ethersynthese wurde im Hinblick auf bessere Ausbeuten und Reinheit entsprechend
Uberarbeitet.

Bei nucleophilen Substitutionsreaktionen, wie der Williamson-Ethersynthese hat das
Losungsmittel einen grofRen Einfluss auf den Reaktionsverlauf und erfolgreiche Synthesen
werden teilweise sogar im eingesetzten Alkohol selbst als Losungsmittel durchgefiihrt. Da dies
jedoch in der vorliegenden Reaktion nicht moglich war, wurde entsprechend die Menge an
Lésungsmittel angepasst. Nach Syntheseversuchen nach literaturbekannten Vorschriften?? in
THF wurde auBerdem zu dem besseren aprotisch-polaren DMF als Losungsmittel gewechselt
und zur Erhoéhung der Reaktivitat der Halogenidspezies wurde zusatzlich in situ eine
Finkelstein-Reaktion mit Natriumiodid durchgefiihrt. Ein wichtiger Faktor fiir eine erfolgreiche
Ethersynthese ist auch die Aktivitat des verwendeten Natriumhydrids, welche direkt vor

Beginn der Reaktion Gberprift wurde.

Durch die Umsetzung mit Bromessigsdure und dem zuvor durch die Umsetzung mit
Natriumhydrid entstandenem Alkoholat des Azid-derivatisiertem Tri- 21 bzw. Tetra-
ethylenglycols 20 und einer in situ durchgefihrten Finkelstein-Reaktion mit Natriumiodid in
abs. DMF, wurde das Produkt 17 bzw. 6 erhalten. Die Ausbeuten der Reaktionen lagen in
einem Bereich von 45-67 %. Mittels NMR und MS konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
Ausbeuten als nicht realistisch zu betrachten waren, da aufgrund der schwierigen

Aufreinigung noch immer eine unzureichende Reinheit vorlag.'*®
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NaH, Bromessigsaure,

5 Nal, abs. DMF 5 Q
N{Q\/ %H B N;Q\/ %/lDH

0°C-RT,19-69h

21 (n=3) 17 (n=3)
20 (n=4) 6 (n=4)

Abb. 59: Darstellung des Bausteins 17 bzw. 6 in einer Williamson-Ethersynthese durch Umsetzung der
Azid-derivatisierten Vorstufen 21 bzw. 20 mit Natriumhydrid, Natriumiodid und Bromessigsaure in abs.
DMF.

Die Williamson-Ethersynthese stellte sich als nicht sehr praktikable Variante zur Darstellung
dieser Bausteine heraus. Die schlechten Ausbeuten, die Entstehung von schwer abtrennbaren
Verunreinigungen, Nebenprodukten und eine damit verbundene erschwerten Aufreinigung,
sowie die Abhangigkeit von hochreaktivem Natriumhydrid bei der Williamson-Ethersynthese
erforderten die Entwicklung einer alternativen Synthesestrategie (vgl. Kapitel 6.4.2). Der
urspriingliche Syntheseweg zur Einflihrung der Essigsdaure-Einheit wurde daher zur besseren
Handhabung um einen Zwischenschritt erweitert. Anstatt der freien Bromessigsaure wurde in
einer angepassten Synthese Bromessigsaure-tert-butylester verwendet.

Abweichend von einer literaturbekannten Vorschrift!'® wurde Natrium-tert-butanolat aus
Natrium und tert-Butanol frisch dargestellt. AnschlieBend wurde in tert-Butanol als
Losungsmittel der Bromessigsaure-tert-butylester bei 50 °C mit dem Azid-geschitzten
Glycolderivat zum geschiitzten Produkt 19 bzw. 18 umgesetzt. Das Produkt 19 wurde in einer

Ausbeute von 98 % und das Produkt 18 wurde in einer Ausbeute von 95 % erhalten.

t-BuONa, tBuOH
o O% /Q\/OM
N{Q\/ %H + B o—<%

50°C,20h

21 (n=3) 19 (n=3)98%
20 (n=4) 18 (n=4)95%

Abb. 60: Darstellung des beidseitig geschiitzten Tri- bzw. Tetraethylenglycols durch Umsetzung des
Azid-geschiitzten Edukts in tert-Butanol mit Bromessigsaure-tert-butylester bei 50 °C. Das geschiitzte
Produkt des Triethylenglycols 19 wurde in einer Ausbeute von 98 % und das geschiitzte Produkt des
Tetraethylenglycols 18 wurde in einer Ausbeute von 95 % erhalten.

Zur selektiven Entfernung der tert-Butyl-Schutzgruppen wurden anschlieBend zwei klassische
Varianten der Esterhydrolyse durchgefiihrt. Fiir die erste Variante wurde die Entschlitzung mit
Trifluoressigsdure (TFA) in DCM bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dabei wurde nach 2 h

Reaktionszeit jeweils das gewilinschte Produkt, jedoch auch schlecht abtrennbare
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Nebenprodukte, wie entsprechende TFA-Salze erhalten, wodurch die Ausbeute ohne weitere
Aufarbeitung nicht bestimmt werden konnte. Eine deutlich bessere Reinheit ohne weitere
Aufarbeitung lieferte die selektive Entschlitzung in Dioxan mit HCl bei Raumtemperatur. Dabei
wurden nach 3 h Reaktionszeit das Produkt 17 in einer Ausbeute von 95 % und das Produkt 6
in einer Ausbeute von 99 % erhalten.

Dioxan, HCI, RT, 3 h

1795% N\ 0

O
boofho o P ol A
N3 n O N3 n OH

Abb. 61: Darstellung des selektiv entschiitzen Tri- 17 bzw. Tetraethylenglycols 6 durch Umsetzung des
Edukts zum einen in Dioxan bei RT mit HCl oder mit TFA in DCM bei RT.

Fir eine mogliche Linker-Linker-Verkniipfung zur Darstellung von 9 bzw. 8 wurden zudem
selektiv die Azid-geschiitzte Seite der Ethylenglycole durch eine klassische Hydrierung in die
freien Amine Uberfiihrt (Abb. 62). Dazu wurde jeweils die geschiitzte Verbindung des Tri- bzw.
Tetraethylenglycols fir 20 h bei Raumdruck und Raumtemperatur unter Hz-Atmosphare mit
Pd/C als Katalysator in MeOH umgesetzt. Das Amin des Triethylenglycols 24 wurde in einer
Ausbeute von 89 % und das Amin des Tetraethylenglycols 10 wurde in einer Ausbeute von

95 % erhalten.

0 o
(/VOM H,, Pd/C, MeOH (/VOM
Ny . o% > H,N n o%

RT, 20 h

19 (n=23) 24 (n=3)89%
18 (n=4) 10 (n=4)95%

Abb. 62: Darstellung des Amins des Tri- 24 bzw. Tetraethylenglycols 10 durch Umsetzung des Edukts
unter H,-Atmosphare in MeOH mit Pd/C als Katalysator. Das Amin des Triethylenglycols 17 wurde in
einer Ausbeute von 89 % und das Amin des Tetraethylenglycols 6 wurde in einer Ausbeute von 95 %
erhalten.
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6.5.2  Synthese des aromatischen core-Bausteins 7 und des Neuraminsaure-

Bausteins 5

Die nachfolgenden Synthesen des core- und des Neuraminsaure-Bausteins wurden, mit
schlechteren Ausbeuten, bereits erfolgreich wahrend der Masterarbeit durchgefiihrt.

Die Darstellung des aromatischen core-Bausteins 7 erfolgte in Anlehnung an literatur-
bekannten Vorschriften aus Trimesoylchlorid und Hexamethylendiamin.'3-11> Die Synthesen
sind flir Amine mit etwas kirzeren Kettenlangen in der Literatur beschrieben und konnten in

vorrangegangenen Arbeiten bereits in dhnlich guten Ausbeuten durchgefiihrt werden.%3 123

O+ _~ClI

0]

o)
H,N NH, + bCM BocHN NH
2 \</§4V 2 tBu\O)LO)LO/tBu : 2+ g Cl

RT, 20 h, 57 %

16
3eq 1eq 4eq 3eq

Pyr, DCM
0°C-RT, 44 h, 95 %

H

O N NH, 0 N\H\/NHBOC

4 4

H H TFATIPS/H,0 H H

HzN\HVN NWNHZ - BocHN\HVN NWNHBoc

4 4 1 h, RT, n.b.
(0] 7 (0] 4 le) le) 4

15

Abb. 63: Synthese des aromatischen core-Bausteins 7. Die einfache Schiitzung des Diamins erfolgte
kinetisch kontrolliert durch einen Uberschuss des Diamins in Dichlormethan bei Raumtemperatur. Die
anschlieende Schotten-Baumann-Reaktion erfolgte in abs. Dichlormethan bei 0 °C und Pyridin als
Hilfsbase. Der Boc-geschiitzte core-Baustein 15 wurde in einer Ausbeute von 95 % erhalten. Die
Entschiitzung erfolgte mit TFA/TIPS/H,0 (95:5:2) und lieferte nach vollstandiger Trocknung das tris
TFA-Salz des Triamins 7 welches fiir nachfolgende Reaktionen ohne weitere Aufarbeitung verwendet
Wurde.113'115

Zundachst erfolgte die einfache Schitzung des Diamins. Diese verlief kinetisch kontrolliert
durch einen Uberschuss des Diamins in Dichlormethan bei Raumtemperatur und lieferte eine
Ausbeute von 57 %. Die anschlieflende Schotten-Baumann-Reaktion des geschitzten
Diamins 16 mit Trimesoylchlorid erfolgte in abs. Dichlormethan bei 0°C und Pyridin als
Hilfsbase. Der Boc-geschitzte core-Baustein 15 wurde in einer Ausbeute von 95 % erhalten.

Die gewadhlte Boc-Schutzgruppe gewadhrleistete zum einen eine gute Lagerstabilitdt des
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Produkts und zum anderen konnte sie schnell und quantitativ entfernt werden, da sowohl die
notwendigen Reagenzien als auch die sich bildenden Spaltprodukte volatil sind und sich durch
Evaporation quantitativ entfernen lieBen. Die geschiitzte core-Struktur 15 konnte so bei
-20 °C bis zur weiteren Umsetzung gelagert werden. Die Entschiitzung der core-Struktur wurde
jeweils direkt vor weiterer Verwendung durchgefiihrt. Diese erfolgte mit TFA/TIPS/H.0
(95:5:2) und lieferte nach vollstandiger Trocknung das tris TFA-Salz des Triamins 7 welches fir

nachfolgende Reaktionen ohne weitere Aufarbeitung verwendet wurde.

Die Darstellung des Neuraminsaure-Bausteins 5 (Abb. 64) erfolgte in insgesamt sechs Stufen
aus N-Acetylneuraminsdure. Fiir die Darstellung carboxyfunktionalisierter Neuraminsaure-

glycoside sind in der Literatur zahlreiche Vorschriften zu finden.!23-126

OH OH

OH OH
HO IR 120 H*, MeOH HO
HO!" 0 CO,H > HO! 0 CO,M
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3 AcHN 2 0°C-RT 48h,97 % AcHN 2
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Abb. 64: Darstellung des Neuraminsaure-Bausteins 5. Ausgehend von N-Acetylneuraminsadure wurde
nach literaturbekannter Vorschrift in drei Stufen der Glycosyldonor 12 erhalten.%1%8 Dije
Glycosylierung zu 11 erfolgte mit Silbersalicylat als Promotor und unter Verwendung des
Glycosylakzeptor 5-Hexen-1-ol als Lsungsmittel und lieferte eine Ausbeute von 84 %.'° Die Oxidation
der terminalen Doppelbindung wurde mit in situ erzeugtem Rutheniumtetraoxid durchgefihrt und
lieferte den finalen Neuraminsiure-Baustein 5 in einer Ausbeute von 82 %.% 112

Die Darstellung des Neuraminsdurechlorids 12 als Glycosyldonor (iber die Schiitzung der
Carboxylgruppe als Methylester 14 mit anschlieBender Acetylierung der Hydroxyl-Gruppen
des Methylesters zu 13 und Einflihrung des Chlorids am anomeren Zentrum zum

B-Sialylchlorid 12 ist als Standardverfahren in der Neuraminsdaurechemie bekannt und wurde
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entsprechend, mit teilweise sehr guten Ausbeuten, durchgefiihrt.1%6-1%8 Das B-Sialylchlorid als
Glycosyldonor wurde anschlieend in einer Konigs-Knorr-artigen Reaktion mit frisch
hergestelltem Silbersalicylat'®® als Promotor und unter der Verwendung des
Glycosylakzeptors 5-Hexen-1-ol als Losungsmittel in das a-Glycosid tGberfiihrt. Das eingesetzte
Silbersalicylat und die Verwendung des Glycosylakzeptors als Losungsmittel wirkten sich dabei
positiv auf die Kinetik und a-Selektivitat der Reaktion aus. Das a-Glycosylierungsprodukt 11
wurde in einer guten Ausbeute von 84 % erhalten.!’? Die anschlieRende Oxidation der
terminalen Doppelbindung und damit Verbundene Verkiirzung des Aglycons fand in einer
Lemieux von Rudloff Oxidation mit insitu hergestelltem Rutheniumtetraoxid unter
Freisetzung von Formaldehyd statt. Das Oxidationsprodukt 5 wurde in einer Ausbeute von

82 % erhalten 111,112

6.5.3  Kupplungsreaktionen

Es wurden unterschiedliche Kupplungsvariationen der einzelnen Fragmente durchgefiihrt.
Dabei sollte vor allem eine gute Handhabung der durchzufiihrenden Synthesen, mit guten
Ausbeuten und wenig Nebenprodukten, sowie eine moéglichst einfache Aufreinigung im Fokus
stehen. AuRerdem wurden bei fast allen Synthesen, die ein Linkerfragment beinhalten, sowohl
das Tetraethylenglycol-Derivat als auch das etwas kirzere Triethylenglycol-Derivat

verwendet.

Zur Darstellung des geschiitzten Liganden 1la (Abb.65) wurden zwei verschiedene
Herangehensweisen getestet. Fiir die erste Variante sollte der Linker-Teil des Molekiils
stufenweise linear aufgebaut werden. Dazu sollte als erstes ein geschitztes Linkerfragment 17
bzw. 6 (orange) an die core-Struktur zum Baustein 25 bzw. 26 gekuppelt werden (Abb. 66).
Nach Entschitzung sollte dann zunachst ein zweites Linkerfragment (blau) und dann der

Zuckerbaustein 5 gekuppelt werden.
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Abb. 65: Der Linker-Teil des Liganden 1la wird stufenweise linear aufgebaut. Zunachst wird ein
Linkerfragment (orange) an die core-Struktur gekuppelt, bevor dann ein zweites Linkerfragment (blau)
und anschlieBend der Zuckerbaustein gekuppelt wird.

Zunachst wurde der geschutzte core-Baustein 15 in TFA/TIPS/H,0 (95:5:2) fiir 30 min bei RT
zum Baustein 7 umgesetzt. Dieser wurde ohne weitere Aufarbeitung direkt fiir die nachste
Synthese verwendet. Unter Kupplungsbedingungen mit HATU als Aktivator und der Hiinig-
Base DIPEA wurde dann der core-Bausteine 7 mit dem Linkerbaustein 17 bzw. 6 in abs. DMF
bei RT umgesetzt. Nach 48 h wurde der Baustein 25 bzw. 26 in einer Ausbeute von 33 % bzw.

20 % erhalten (Abb. 66).
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Abb. 66: Darstellung von 25 bzw. 26. Zunachst wurde die geschiitzte core-Struktur 15 in TFA/TIPS/H,O
(95:5:2) zum freien core-Baustein 7 umgesetzt, welcher ohne weitere Aufreinigung fiir die nachste
Synthese eingesetzt wurde. Das Linkerfragment 17 bzw. 6 wurde zusammen mit dem Aktivator HATU
und DIPEA in DMF gel6st und zu dem zuvor entschiitzten Triamin 7 gegeben. Dabei wurden
4.5 Aquivalente Linkerfragment pro trimerer core-Struktur und entsprechend pro Aquivalent Linker
2 Aquivalente Aktivator verwendet. DIPEA wurde im Uberschuss eingesetzt. Die Kupplung erfolgte
liber einem Zeitraum von 48 h bei Raumtemperatur.

Die erhaltenen Ausbeuten beziehen sich auf die eingesetzte Menge an 7. Aufgrund
experimenteller Erkenntnisse®® konnte 7 ohne weitere Aufreinigung eingesetzt werden. Nach
Entfernung des Losungsmittels wurde per Diinnschichtchromatographie (DC) tGberprift, ob
freie  Aminogruppen vorhanden waren. Es wurden sehr aufwendige Versuche der
Aufreinigung der Rohprodukte von 25 bzw. 26 unternommen, um vor allem die entstandenen
DIPEA- und weitere undefinierte Nebenprodukte zu entfernen. Es wurde sowohl per Hand
mittels NP- und RP-Saulenchromatographie mit verschiedenen L&sungsmittelgemischen,
sowie GPC und HPLC gereinigt. Keine der verwendeten Methoden lieferte vollstandig
zufriedenstellende Ergebnisse, daher wurden geringe Spuren an DIPEA-Salzen fiir die

nachfolgenden Synthesen geduldet.
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Die anschlielende Hydrierung der terminalen Azide fand unter Ho-Atmosphare in MeOH mit
Pd/C als Katalysator und einem geringen Zusatz an Essigsdure statt. Nach 2 h bei RT wurde das

Produktamin 27 bzw. 28 in einer Ausbeute von 86 % bzw. 89 % erhalten (Abb. 67).

o) H 9 H
OVL Ao~~~ N (0]
NK\/O%)LN/\/\/\/N o N EOh Ay
H H,, Pd/C, H
(o] H AcOH, MeOH O H
—_—
(0] A~~~ N (0] OVJ\ Ao~~~ N (0]
NH
i /\O/\)/NH i /\O/\)/
o CIPEN
N3/</\/ }\n)']\” HZN%\/ 5 N
25 (n=3) 27 (n=3):86 %
26 (n=4) 28 (Nn=4):89%

Abb. 67: Darstellung von 27 bzw. 28. Die Hydrierung der terminalen Azide fand unter H,-Atmosphére
in MeOH mit Pd/C als Katalysator und einem geringen Zusatz an Essigsaure statt. Nach 2 h bei RT wurde
das Produktamin 27 bzw. 28 in einer Ausbeute von 86 % bzw. 89 % erhalten.

Im Anschluss sollte an den entstandenen Baustein 27 ein weiteres Linkerfragment 17 bzw. an
den Baustein 28 ein weiteres Linkerfragment 6 gekuppelt werden, um die volle Lange der
Linkerstruktur zu erhalten. Unter Kupplungsbedingungen mit HATU als Aktivator und der
Hiinig-Base DIPEA in abs. DMF bei RT sollte ein weiterer Linkerbaustein 17 bzw. 6 gekuppelt
werden. Die Umsetzung wurde chromatographisch verfolgt. Nach der Aufreinigung und
anschlielRender MS- sowie NMR-Auswertung wurde jedoch ersichtlich, dass auch nach
diversen Syntheseversuchen eine weitere amidische Kupplung nicht die gewinschten

Produkte 29 bzw. 30 lieferte (Abb. 68).
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Abb. 68: Darstellung von 29 bzw. 30. Nach diversen Syntheseversuchen konnte kein Produkt isoliert
werden.

Es konnte mittels NMR und MS gezeigt werden, dass zum Teil Strukturen entstanden waren,
die auf eine unvollstandige Kupplung zuriickzufiihren waren. Jedoch war es nicht moglich im
Nachhinein die fehlenden Fragmente zu kuppeln. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
unzureichende Reinheit der Edukte wahrscheinlich zu dieser Problematik beitrug. Die
Reduktion der Azid-Gruppen des Edukts war teilweise unvollstandig und fihrte zu nicht klar
definierbaren Strukturen. Da aber nur sehr geringe strukturelle oder gewichtsspezifische
Unterschiede der sehr komplexen Molekiile vorlagen, lieRen sich die unerwiinschten
Strukturen bei der Synthese zu 27 bzw. 28 nicht vollsténdig entfernen, was sich stérend auf
die nachfolgenden Synthesen auswirkte und sogar dazu fiihrte, dass kein Produkt isoliert
werden konnte. Bei dieser Darstellungsvariante ist der urspriingliche konvergente
Syntheseansatz, durch die vorangestellte Synthese der Bausteine 7, 17/6 und 5, vorhanden.
Jedoch zeigten sich bei der linearen Synthesestrategie zum Aufbau der Linker-Struktur

erhebliche Schwierigkeiten. Die Entstehung von Nebenprodukten machte eine qualitative
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Aufreinigung unmoglich. Das Molekll wies zu diesem Zeitpunkt bereits eine zu hohe

Komplexitat auf.

Als Alternative zum linearen Aufbau des Linkers bestand die Mdglichkeit vor der Kupplung an
die core-Struktur zwei unterschiedlich geschitzte Linkerfragmente 6 bzw. 17 und 10 bzw. 24
zur fertigen Linker-Struktur (griin) zu kuppeln (Abb.69) und erst anschliefend weitere

Bausteine zu verknipfen.

Ao, PAC CO,Me o) o) 0 Ny
Mowmwmww o
aco. 22 ACcome
e
CO,Me /\()/\)/NH
ﬁgﬂ;q /\/\)J\NWOVJ\NWOMN

Abb. 69: Der Linker-Teil (griin) des Liganden 1a wird vor der Kupplung mit den weiteren Bausteinen
fertiggestellt.

Die Linkerfragmente 17 und 24 bzw. 6 und 10 wurden in einer klassischen
Peptidkupplungsreaktion mit HATU als Aktivator und der Hiinig-Base Diisopropylethylamin
(DIPEA) in abs. DMF bei RT zum geschiitzten Linkerbaustein 31 bzw. 32 umgesetzt (Abb. 70).
Aufgrund der Entstehung von Nebenprodukten und des geringen prozentualen Anteils an
chromatographisch gut trennbarer funktioneller Gruppen war die Aufreinigung der
Verbindungen problematisch. Es wurden teilweise nur sehr geringe Ausbeute erhalten. Nach
mehreren Synthesen konnte festgestellt werden, dass zudem eine langere Reaktionszeit die
Ausbildung von Nebenprodukten begtinstigte. Fir den Baustein 32 wurden zunachst deutlich
langere Reaktionszeiten als fiir den Baustein 31 gewahlt. Auch die Lange der Fragmente hatte
scheinbar einen Einfluss auf die Ausbeuten. Die Synthesen fiir die kiirzeren Fragmente
lieferten in den meisten Versuchen etwas bessere Ausbeuten. Fiir den Baustein aus den
Triethylenglycolderivaten wurde eine maximale Ausbeute von 58 % und fir den aus den

Tetraethylenglycolderivaten wurde eine maximale Ausbeute von 20 % erhalten.
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Abb. 70: Darstellung von 31 bzw. 32 durch eine Kupplungsreaktion mit HATU und DIPEA bei RT in abs.
DMF. Die geschiitzten Linkerbausteine 31 bzw. 32 wurden in einer Ausbeute von 58 % bzw. 20 %
erhalten.

Die anschlieBende Hydrierung fand unter H,-Atmosphare in MeOH mit Pd/C als Katalysator
statt. Die Produktamine 9 bzw. 8 wurden beide in Ausbeuten von bis zu 78 % erhalten. Die
Ausbeuteverluste bei dieser quantitativ verlaufenden Reaktion sind in diesem Fall wie bereits
beschrieben praparativer Natur und auf die schwierige, unzureichende chromatographische
Reinigung der Edukte zurlickzufiihren.
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Abb. 71: Darstellung der Produktamine 9 bzw. 8 durch Hydrierung der Azidgruppen unter H,-
Atmosphére in MeOH mit Pd/C als Katalysator. Die nicht quantitative Ausbeute von 78 % ist auf die
schwierige, unzureichende Reinigung der Edukte zuriickzufihren.

Aufgrund der unzureichenden Ausbeuten, der Entstehung von Nebenprodukten und
schwierigen Aufreinigungen jeder Synthesevariante von Ligand 1 bzw. 1a, wurde von einer
finalen Synthese des Liganden abgesehen. Bereits unter Punkt 6.2.3 wurden die alternativen

Liganden 3 und 4, sowie unter 6.4.1 ihre geschiitzten Varianten 3a und 4a eingefiihrt.
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Fur die Darstellung des Liganden 3a wurde zunachst der core-Baustein 15 in TFA/TIPS/H,0
(95:5:2) fur 30 min bei RT zum Baustein 7 umgesetzt (Abb. 66). Dieser wurde ohne weitere
Aufarbeitung direkt fiir die ndchste Synthese verwendet. Der Ligand wurde anschlieBend in
einer klassischen Peptidkupplungsreaktion mit HATU als Aktivator und der Hiinig-Base DIPEA
in abs. DMF bei RT aus 1 Aquivalent der freien core-Struktur 7 und 4 Aquivalenten des
Zuckerbausteins 5 erhalten. Nach aufwendiger Reinigung (vgl. 7.6.29) wurde der Ligand in

einer Ausbeute von 32 % erhalten (Abb. 72).
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Abb. 72: Darstellung des Liganden 3a durch eine Kupplungsreaktion des in situ dargestellten freien
core-Bausteins 7 mit dem Zuckerbaustein 5 in Gegenwart von HATU und DIPEA bei RT in abs. DMF. Das
Produkt wurde in einer Ausbeute von 32 % erhalten.

Anders als fiir den Liganden 3a gab es zur Darstellung des multivalenten Liganden 4a zwei
mogliche Herangehensweisen. Zum einen bestand die Moglichkeit im ersten Schritt die core-
Struktur 7 an das Linkerfragment 6 zum Baustein 26 zu kuppeln (Abb. 66) und anschlieRend
den Zuckerbaustein 5 zu verkniipfen (Abb. 74). Und zum anderen bestand die Moglichkeit im
ersten Schritt den Zuckerbaustein 5 an das Linkerfragment 10 zum Baustein 33 zu kuppeln

(Abb. 73) und anschlieBend die core-Struktur 7 zu verkniipfen.
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Fiir die Variante, bei der zunachst der Zuckerbaustein mit dem Linkerbaustein verknlpft wird,
wurde in einer Kupplungsreaktion mit HATU als Aktivator und der Hiinig-Base DIPEA aus dem
Linkerfragment 10 und dem Zuckerbaustein 5 im Verhaltnis 1:1 der Baustein 33 dargestellt.

Dieser wurde in einer Ausbeute von 56 % erhalten.
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Abb. 73: Darstellung von 33 durch eine Kupplungsreaktion der Bausteine 10 und 5 mit HATU und DIPEA
bei RT in abs. DMF. Der Baustein wurde in einer Ausbeute von 56 % erhalten.

Wie bereits unter Punkt 6.4.1 beschrieben, stellt die anschliefende selektive Entschiitzung der
tert-Butyl-Schutzgruppe in Anwesenheit des Methylesters, um die weitere Kupplung mit dem
core-Baustein zu ermoglichen, eine besondere Herausforderung dar, weshalb diese Variante
im Weiteren nicht genutzt wurde und auf einen anderen Syntheseweg zur Darstellung von 4a
zurlickgegriffen wurde. Jedoch konnte durch die Darstellung von Verbindung 33 gezeigt
werden, dass die Synthese eines carboxyfunktionalisierten Neuraminsaureglycosids fiir die

Kupplung an spezielle Ankermolekiil auf diesem Weg maoglich ist.

Fiir die andere Variante zur Darstellung von 4a wurde ausgehend von der core-Struktur im
ersten Schritt, ahnlich wie bei der Darstellung von 3a, zundchst der geschiitzte core-
Baustein 15 in TFA/TIPS/H,0 (95:5:2) fiir 30 min bei RT zum freien Baustein 7 umgesetzt
(Abb. 66). Dieser wurde ohne weitere Aufarbeitung direkt fiir die nachste Synthese
verwendet. Unter Kupplungsbedingungen mit 9 Aquivalenten HATU und 10 Aquivalenten
DIPEA wurde dann 1 Aquivalent des core-Bausteins7 mit 4 Aquivalenten des
Linkerbausteines 6 in abs. DMF bei RT zum Baustein 26 umgesetzt (Abb. 66). Dieser wurde in
einer Ausbeute von 20 % bezogen auf den eingesetzten freien core-Baustein erhalten. Die

anschlieBende Hydrierung der terminalen Azide fand unter Ho-Atmosphare in MeOH mit Pd/C
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als Katalysator und einem geringen Zusatz an Essigsaure statt. Nach 2 h bei RT wurde das
Produktamin 28 in einer Ausbeute von 89 % erhalten (Abb.67). In einer weiteren
Kupplungsreaktion wurde 1 Aquivalent 28 mit 3.5 Aquivalenten des Zuckerbausteins 5 zum
multivalenten Liganden 4a umgesetzt. Dieser wurde in einer Ausbeute von 32 % bezogen auf

die eingesetzte Menge an 28 erhalten (Abb. 74).
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Abb. 74: Darstellung des Liganden 4a durch eine Kupplungsreaktion des in situ dargestellten freien
core-Bausteins 28 mit dem Zuckerbaustein 5 in Gegenwart von HATU und DIPEA bei RT in abs. DMF.
Der multivalente Ligand 4a wurde in einer Ausbeute von 32 % erhalten.

Die vollstdandige Darstellung der Liganden 3a und 4a, sowie die Darstellung wichtiger
Vorstufen von Ligand 1a zeigt, dass Synthesen, die einen linearen Aufbau von Strukturmotiven
verfolgen besondere Schwierigkeiten, vor allem mit wachsender GréRe der Verbindungen mit
sich bringen. Eine Hauptproblematik bei der Darstellung trimerer Kupplungsprodukte ist der
Kupplungserfolg pro Arm bzw. Einheit. Eine Gesamtausbeute von 32 % deutet aufgrund der
trimeren Symmetrie beispielsweise darauf hin, dass jede einzelne Kupplung zu ca. 70 %
erfolgreich war. Unter der Annahme einer konstanten Wahrscheinlichkeit von 0.7 pro Einheit
ergibt sich fiir die Bildung des trimeren Produkts lediglich eine Ausbeute von (0.7)3 = 0.343

(34 %) (Abb.75). Die monomeren Kupplungsprodukte werden fiir die angenommene

106



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wahrscheinlichkeit zu 19 % und die dimeren Kupplungsprodukte zu 44 % erhalten, 3 % des
Eduktes verbleiben unverdndert. Aus Abb. 75 wird zudem ersichtlich, dass erst ab einer

Kupplungswahrscheinlichkeit von 0.75 mehrheitlich das trimere Produkte entsteht.

Trimer ——Dimer ——Monomer Edukt
100
90
80
70
60
50
40

Ausbeute [%]

30
20
10

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Kupplungswahrscheinlichkeit

Abb. 75: Auftragung der Ausbeute des monomeren (schwarz), dimeren (rot) und trimeren (blau)
Produktes, sowie verbleibendes Edukt (gelb) gegen die Kupplungswahrscheinlichkeit.

Eine daraus resultierende Problematik ist die schwierige Abtrennung der entstandenen
komplexen Nebenprodukte aufgrund ihrer zu geringen Differenzierbarkeit gegenliber dem
gewlinschten Produkt. Die Auswertung der NMR-spektroskopischen und massen-
spektrometrischen Daten zeigte zudem, dass eine nachtragliche Kupplung von nicht
vollstandig umgesetzten Kupplungsprodukten mit anschlieBender Aufreinigung in keinem
Versuch das gewiinschte trimere Produkt lieferte. Zusatzlich zeigten alle Synthesevarianten
mit Oligoethylenglycolen verschiedene Aufreinigungsprobleme, wobei vor allem der
prozentuale Anteil chromatographisch trennbarer funktioneller Gruppen ausschlaggebend fiir
eine erfolgreiche Aufreinigung und somit fiir nachfolgend erfolgreiche Synthesen war.

Anhand der erfolgreich durchgefiihrten Synthesen konnte jedoch auch gezeigt werden, dass
die Darstellung hochkomplexer trimerer Verbindungen, aus Cs-symmetrischen Grundkérpern,
flexiblen Oligoethylenglycollinkern und modifizierten Zuckerbausteinen, unter den gezeigten

Bedingungen moglich ist.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Gerate
Gerat Gerdtetyp Hersteller
DC-Alufolie ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s4 MACHEREY-NAGEL
ESI-TOF 6224 ESI-TOF Agilent Technologies

Gefriertrocknungsanlage
Heizriihrgerat

NanoDrop
NMR-Spektrometer 400 MHz
NMR 500 MHz

NMR 600 MHz

NMR 700 MHz

Polarimeter
Reinstwasseranlage

RP-HPLC Saule

Rotationsverdampfer

Schmelzpunktmessgerat
SPR

SPR-Sensorchip
Ultraschallbad

UV Lampe

Waage

Zentrifuge

Alpha 1-2, Alpha 1-4

RCT basic

ND-1000

AMX 400

DRX 500

Avance Il HD 600

Avance | 700

P8000

Ultra Clear UV 18.2 MQ
Nucleodur Cig Pyramid, 300 A
PC 3003

MZ 2C

IA 9100

T100 Biacore®

CM5

Sonorex, RK106

Universal UV Lampe TL-900
Zweibereichswaage AE240
Analysenwaage ABS

5417 R

Martin Christ

IKA® Werke

Thermo Scientific
Bruker Biospin GmbH
Bruker Biospin GmbH
Bruker Biospin GmbH
Bruker Biospin GmbH
Kruss Optronic
SGwater GmbH
Macherey&Nagel
vaccubrand
vaccubrand
Electrothermal

GE Healthcare

GE Healthcare
BANDELIN electronic
CAMAG®

Mettler

Kern

Eppendorf AG
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7.2 Verwendete Software

Software Hersteller

Biacore T100 Control (Vers. 1.1.1) GE Healthcare
Biacore T100 Evaluation (Vers. 1.1.1 /3.0.2) GE Healthcare

ChemDraw Pro 15.1 CambridgeSoft

Maestro (Vers. 11.1.011) Schrédinger

MestReNova 10.0 Mestrelab Research S.L.

OriginPro 2018 / 2019 (Vers. 9.5/ 9.6) OriginLab

Topspin 3.2 Bruker BioSpin GmbH

Excel 2016 Microsoft

7.3 Verwendete Chemikalien

Hersteller Chemikalien

ABCR Silbernitrat, TIPS

Acros Amberlite IR 120 H*

Azelis Petrolether (techn.)

Biesterfeld Toluol (techn.)

Chempur Rutheniumchlorid

Chemsolute Natriumhydroxid

Euriso-Top Chloroform-d, Methanol-d4

Fluka Methanol (abs.), Pyridin, Bromessigsaure-tert-
butylester, DCM (abs.), DMSO (abs.),
Ethanolamin Hydrochlorid, MeOH (abs.), Pd/C

Grissing Essigsaureanhydrid, Salzsdure 37%,
Triethylamin, 2-Propanol, Ammoniak,
Natriumsulfat, Natriumchlorid, Triethylenglycol

Honeywell Calciumchlorid, Ammoniumchlorid
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Hersteller

Chemikalien

Iris Biotech

Kraemer&Martin

Lancaster

Merck

Riedel de Haen

Sigma-Aldrich

VWR

N-Acetylneuraminsdure, DIPEA,
Dimethylformamid, HATU, Triflouressigsaure
Aceton (techn.), Chloroform (techn.),
Dichlormethan (techn.), Diethylether (techn.),
Ethylacetat (techn.), Ethanol (techn.), Methanol
(techn.)

Bromessigsaure

Acetylchlorid, Kieselgel 60, Molekularsieb 4 A,
Di-tert-butyldicarbonat, Hexamethylendiamin,
5-Hexen-1-ol, Tetrachlormethan, Natriumazid,
Salicylsaure, Natriumhydrid, Natriumperiodat,
Tetraethylenglycol, Schwefelsaure 97 %, tert-
Butanol

Natriumhydrogencarbonat

Tetrahydrofuran (abs.), Trimesoylchlorid,
p-Toluolsulfonsdurechlorid

n-Hexan, Essigsaure, Acetonitril
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7.4 Molecular modeling

Der folgende Abschnitt erldutert alle durchgefiihrten Arbeitsschritte beim molecular modeling
mittels Maestro 2017-1 in der Version 11.1.011 von Schrédinger und den entsprechenden

IH

Programmen und Softwareapplikationen ,Prime”, ,Glide”, ,,MacroModel”, ,LigPrep” und
,Desmond”“. Alle nicht aufgefiihrten Parameter entsprachen den Standardeinstellungen der
Konfigurationsdialoge. Als Grundlage der virtuellen Studien dienten die Kristallstrukturen des
monomeren Hamagglutinins des H5N1-Virus (PDB-ID: 1JSO%°) mit seinem natirlichen
Liganden und die Kristallstruktur des trimeren Hamagglutinins H5 (PDB-ID: 2IBX°!) ohne

natirliche Liganden aus der Brookhaven-Proteindatenbank (PDB).

7.4.1  Vorbereitung der Kristallstrukturen - Protein Preparation Wizard (PPW)

Mit dem Tool ,Protein Preparation Wizard“ (PPW) wurden die Proteinstrukturen 1JSO und
2BIX bearbeitet und optimiert. Dazu wurden die Strukturen aus der PDB-Datenbank zunachst
importiert und preprozessiert. Die Preprozessierungsschritte waren fiir beide Strukturen:

Preprocess the Workspace structure

Assign bond orders v’ Use CCD database

Add hydogens v Remove original hydogens
Create zero-order bonds to metals

Create disulfide bonds

Fill in missing side chains using Prime

AN N N NN

Delete waters beyond 5 A from het groups

Bei der trimeren Proteinstruktur musste das Programm keine Seitenketten ergdnzen. Nach
der Preprozessierung wurden zusatzliche Verfeinerungsschritte durchgefiihrt. Die
Einstellungen bei der Optimierung der H-Bindungen waren:

H-bond assighment

v' Sample water orientations

v Use PROPKA; pH: 7
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Nach diesen Optimierungsschritten wurden alle Wassermolekiile mit weniger als
einer H-Bindungen zu ,nicht-Wassermolekiilen” aus der Proteinstruktur entfernt. Es
verblieben 11 Wassermolekiile, wobei 2 in der Rezeptorbindungstasche lokalisiert waren. Um
Spannungen in der Struktur energetisch abzubauen, wurden fiir die anschlieRende
Minimierung zusatzlich alle ,Schweratome” zu einem RMSD von 0.30 A konvergiert. Als
Standardkraftfeld wurde dabei OPLS3 gewahlt. Das Ergebnis waren eine optimierte
monomere Proteinstruktur mit einem nativen Liganden in der Rezeptorbindungstasche und

eine trimere Proteinstruktur des Hamagglutinins ohne native Liganden.

7.4.2  Modelling einer trimeren Hamagglutininstruktur mittels

Protein Structure Alignment (PSA)

Die trimere Proteinstruktur des Hamagglutinins H5 liegt in der PDB nicht mit den natiirlichen
Liganden als Cokristall vor. Es wurde daher, um in der trimeren Struktur des Hamagglutinins
ebenfalls die Position der Liganden darstellen zu kénnen, drei monomere Strukturen des H5
auf eine trimere Struktur des H5 gefittet. Dazu wurde das Tool ,,Protein Structure Alignment”
verwendet. Die Untereinheiten HA1 und HA2 der trimeren Proteinstruktur wurde dazu mit
den Buchstaben A-F bezeichnet, wobei immer zwei zusammengehdrige Untereinheiten
benachbarte Buchstaben erhielten. Die Segmente der monomeren Strukturen erhielten die
Buchstabenzuordnung von U-Z, wobei auch hier immer zwei zusammengehorige
Untereinheiten benachbarte Buchstaben erhielten. Zunachst wurden dann die Segmente A
und B aus der trimeren Struktur ausgewahlt und durch die Segmente Y und Z eines Monomers
ersetzt. Daflir wurde nach erfolgreichem ,,align“-Befehl das trimere Hamagglutinin dupliziert
und die Domanen A und B gel6éscht. Der Alignment Score betrug dabei 0.009 und der RMSD-
Wert 0.479 A. AnschlieRend wurden in gleicher Weise die Trimersegmente C und D durch die
Monomersegmente W und X, mit einem Alignment Score von 0.009 und einem RMSD-Wert
von 0.475 A und die Trimersegmente E und F durch die Monomersegmente U und V, mit
einem Alignment Score von 0.009 und einem RMSD-Wert von 0.466 A, ersetzt. Die neu
positionierten Monomere wurden anschlieBend in einem neuen Eintrag zusammengefiihrt.
Als Ergebnis wurde ein trimeres Hamagglutinin mit nativen Liganden in den drei

Rezeptorbindungstaschen (Abb. 76) erhalten.
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Abb. 76: Aufbau des trimeren Hamagglutinins mit nativen Liganden in allen drei Bindungstaschen. Die
Untereinheiten HA1 und HA2 sind unterschiedlich eingefarbt (U = blau, V = hellblau, W = rot, X =
orange, Y = griin, Z = gelb).

7.4.3  Ligand modeling — Minimization

Der trimere Ligand wurde mit vorpositionierten Neuraminsduren in den Bindungstaschen
modelliert. Dazu wurde zunachst eine Proteinoberflache fiir ein trimeres Protein aus der
»project table” generiert. Aus einem weiteren Eintrag wurden das Protein und die
Wassermolekiile entfernt und die drei natirlichen Liganden beibehalten. Aus einem weiteren
trimeren Protein mit natdirlichen Liganden wurden sowohl das Protein als auch die Liganden
entfernt und nur die Wassermolekiile beibehalten. Alle drei Eintrage wurden in der
»workspace” vereinigt und der Ligand wurde anschlieRend ausgehend von einer
Neuraminsdure per Hand gezeichnet. Die Eintrdge wurden zu einem einzigen Eintrag
~gemerged” und anschlieRend zur Optimierung der Bindungen, Atomabstinde (etc.)

minimiert.
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Zur Minimierung wurde das Modul ,,Prime” genutzt. Folgende Einstellungen wurden fiir den

Prozess verwendet:

— Use structures from: Workspace (included entry)
— Solvation model: VSGB
— Force field: OPLS3

Atoms for minimization

— Ligand
v" Pick: Residues v" Markers

7.4.4  Lligand modeling — MM-GBSA

Mit der MM-GBSA (molecular mechanics — generalized Born surface accessibility) Methode
von Prime wurde die Energie des Komplexes berechnet. Der positionierte Ligand wurde dazu
als neuer Eintrag extrahiert. AnschlieRend wurde die Berechnung nach Gl. 9 durchgefiihrt.
Folgende Einstellungen wurden fir die Energiekalkulation verwendet:

Structures

— Take complexes from separated ligand and protein structures:
v Selected entries in Project Table
— Take receptor from:

v" Workspace entry

Options

— Solvation model: VSGB — Force field: OPLS3

v" Use input ligand partial charges

Protein flexibility

— Distance from ligand (A): 0.0 also add

Sampling method: Minimize
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7.4.5 Ligand modeling — Macro Model

Zur Vorbereitung auf die nachfolgenden Molekildynamik-Simulationen wurde nach
Minimierung und Energiekalkulation mittels Prime der Protein-Ligand Komplex im , project
table” gesplittet und erneut per Hand zusammengefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine weitere
Minimierung mittels ,,Macro Model“. Folgende Einstellungen wurden fiir die Minimierung

verwendet:
— Use structures from: Workspace (included entries)
Potential

— Force field: OPLS3

Solvent: water

Charges from: Force field

Cutoff: Extended

Eine anschlieBende Energiekalkulation wurde erneut mittels MM-GBSA durchgefiihrt.

7.4.6  Molekiuldynamik-Simulationen (MD)

Die Molekildynamik-Simulationen wurden mit der Softwareapplikation ,,Desmond” innerhalb
von Maestro durchgefiihrt. Der Protein-Ligand-Komplex wurde dazu in den Desmond ,,System
Builder” geladen und es wurde ein geeignetes Molekiilsystem generiert. Als
Solvatationsmodell wurde dazu das SPC-Modell ausgewdhlt und es wurde eine
orthorhombische Box, mit den MaRen a =b = 10 A und ¢ = 17 A definiert. Um ein minimales
Volumen der Simulationsbox zu erhalten, wurde eine Volumenminimierung durchgefiihrt, bei
der die Box an die Lage des Protein-Ligand-Komplexes angepasst wurde. Uberschiissige
Ladungen wurden durch die Erganzung von Natrium- oder Chlorid-lonen durch das Programm
ausgeglichen und die Gesamtionstarke wurde mit Natriumchlorid auf 0.15 M eingestellt. Als
Kraftfeld wurde OPLS3 gewahlt. Das so generierte Modellsystem wurde fiir die anschlielende
Simulation in ,,Molecular Dynamics” verwendet. Es wurde eine Simulationszeit von 4.8 ns

gewadhlt. Dabei wurde der Energieverlauf alle 1.2 ps und die einzelnen Trajektorie-Schritte alle
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4.8 ps gespeichert. Als ensemble class wurde der Modus NPT mit einer Temperatur von 300 K
und einem Druck von 1.01325 bar eingestellt. Zudem wurde vor der Simulation das

Modelsystem relaxiert.

Zur Auswertung der Daten der molekulardynamischen Simulationen wurden Desmond
»Simulation Event Analysis“ und Desmond ,,Simulation Interactions Diagram” verwendet. Da
die modellierten Liganden 1 und 4 aus mehr als 200 Atomen bestanden, war eine Analyse
mittels ,,Simulation Interactions Diagram” nur von definierten Regionen maoglich. Eine Analyse
von komplexen Liganden mit mehr als 200 Atome ist mit dem Programm generell nicht

moglich.
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7.5 Biacore - SPR

Die im nachfolgenden Abschnitt beschriebenen SPR-Experimente wurden an einer
Biacore T100 der Firma GE Healthcare durchgefiihrt. Die Steuerung der Gerate erfolgte durch
die Biacore T100 Control Software und die Auswertung der Daten wurde mittels der

Biacore T100 Evaluation Software und OriginPro 2018 / 2019 durchgefiihrt.

7.5.1 Immobilisierung des Hamagglutinins H5

Das kommerziell erworbene Hamagglutinin H5 besald laut Hersteller einen Gehalt von
145 pg/mL. Vor Beginn der Messungen musste das in einem Tris-Puffer gelagerte Protein per
Dialyse in den PBS-Immobilisierungspuffer bei einen pH-Wert von 7.4 tGberfiihrt werden. Dazu
wurden Amicon®Ultracel Zentrifugen-Filtereinheiten (molecular weight cut off = 3 kDa) der
Firma Merck eingesetzt. Per NanoDrop wurde fiir das Protein eine mittlere Konzentration von
133 pg/mL bestimmt. Die Immobilisierung erfolgte auf einem CMS5 Sensorchips der Firma GE
Healthcare, welcher 20 h vor der eigentlichen Messung in das Gerat eingesetzt und mittels der
implementierten standby-Methode mit Laufpuffer gesplilt wurde. Als Laufpuffer wurde HBS-
EP Puffer (0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Surfactant P20) verwendet.
Die Immobilisierung des Proteins erfolgte mittels des implementierten immobilization wizard
unter Standardbedingungen. Dazu wurde zunachst mit EDC/NHS (1 M/4 M) bei einer Flussrate
von 5ul/min UGber 1200s die Aktivierung der Dextranmatrix durchgefiihrt. Die
Proteinimmobilisierung wurde dann mit 100 pL Protein-Lésung (Konzentration = 103 pg/mL)
Uber 760 s bei einer Flussrate von 5 puL/min durchgefiihrt. Ein capping mit Ethanolamin nach
ausreichender Proteinimmobilisierung wurde bei gleicher Flussrate wahrend 720s

durchgefiihrt. Es gelang eine Immobilisierung von 12880 response units (RU) zu erreichen.
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7.5.2  Durchfiihrung der Messungen und Auswertung

Die nachfolgenden Messungen wurden mit Hilfe der Biacore T100 Control Software
durchgefiihrt. HBS-EP Puffer (0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005%
Surfactant P20) wurde als Laufpuffer verwendet. Zur Aquilibrierung des Systems wurden den
Messreihen ein bis zwei start-up cycle mit HBS-EP Puffer vorangestellt. Zudem wurde vor
jedem run eine prime-Sequenz durchgefiihrt. Die Messungen wurden bei einer
Analysetemperatur von 25°C und einer Temperatur des Probenraums von 30°C
durchgefiihrt. Die Messungen wurden ohne Regeneration bei einer Flussrate von 20 pL/min
durchgefiihrt. Die Kontaktzeit betrug 120s und die Dissoziationszeit 600s. Fir die
Affinitatsbestimmung wurden vier verschiedene Konzentrationsreihen aufgenommen, die
anschlieffend thermodynamisch nach dem one site binding Modell ausgewertet wurden. Die
Konzentrationsreihen bestanden aus finf bis sieben Proben, sowie einer Blindprobe mit einer
Ligandkonzentration von 0 mM. Die Vermessung erfolgte von der kleinsten zur jeweils groRten
Konzentration, wobei die Blindprobe immer als zweites vermessen wurde. AnschlieBend wurden
zwei unterschiedliche Konzentrationen (eine niedrige und eine hohe) zusatzlich ein zweites Mal
vermessen. Die erhaltenen Daten wurden zunachst in die Biacore T100 Evaluation Software
importiert. Die normierten Sensorgramme wurden anschlieBend in Origin 9.5 bzw. 9.6 und Excel

2016 bearbeitet und ausgewertet.
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7.6 Synthesen und Charakterisierungen

Einige der in diesem Abschnitt dargestellten Verbindungen und durchgefiihrten Synthesen
sind literaturbekannt oder wurden bereits wahrend der Masterarbeit erstmalig erfolgreich
durchgefliihrt. Alle Synthesen wurden jedoch unter angepassten und optimierten
Bedingungen wahrend dieser Arbeit durchgefiihrt. Es wurden zudem unter den angepassten
Synthesebedingungen meist bessere Ausbeuten erhalten und deutlich detailliertere
Charakterisierungen als literaturbekannt durchgefiihrt. Die Synthesen wurden, wenn nétig

unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt.

7.6.1  Darstellung von 11-(Tosyloxy)-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (22)*2% 12!

Die Verbindung 22 wurde, zur Verifizierung der besten Synthesebedingungen, in Anlehnung

an verschiedenen, angepassten Literaturvorschriften dargestellt.

Variante 1:

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'?® wurden 19.4g (100 mmol, 1eq)
Tetraethylenglycol und 28.5g (150 mmol, 1.5eq) p-Toluolsulfonsdurechlorid (p-TsCl) in
250 mL CHCIls gelost. Bei 0°C wurden 8.40g (150 mmol, 1.5 eq) KOH in fiinf Portionen
zugegeben und fir 2 h bei RT bis zur vollstindigen Umsetzung des Tetraethylenglycols
gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionssuspension zweimal mit je 100 mL Wasser und
einmal mit 30 mL gesattigter NaCl-Loésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck

wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (EtOAc/n-Hexan, 5:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 16.7 g (48.1 mmol) 11-(Tosyloxy)-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (22) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 48 %.

Variante 2:
Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift?® wurden 4.21 g (105 mmol, 1 eq) NaOH

gelost in 25 mL Wasser zu 20.4 g (105 mmol, 1 eq) Tetraethylenglycol geldst in 150 mL THF
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gegeben. Bei 0 °C wurden 19.9 g (105 mmol, 1 eq) p-TsCl geldst in 150 mL THF Gber 60 min zu
dem Reaktionsgemisch getropft. Es wurde weitere 1.5 h bei 0 °C und 20 h bei RT gerihrt.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit 500 mL Eiswasser versetzt und viermal mit je
80 mL DCM extrahiert. Die organische Phase wurde liber Natriumsulfat getrocknet und nach
Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt
sdulenchromatographisch (EtOAc/n-Hexan, 1:1 = EtOAc/n-Hexan 15:1 - EtOAc/MeOH 10:1
- EtOAc/MeOH 5:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 15.9 g (45.6 mmol) 11-(Tosyloxy)-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (22) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 43 %.
Charakterisierung:
1o 4 5 8 o, 2 3'4,
2 3 6 7 S

M = 348.41 g/mol
R+-Wert (EtOAC/MEOH, 51) 0.34 C18H24055

farbloses Ol

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 349.13 [M+H]*, 371.11 [M+Na]*
gef.: 349.13 [M+H]*, 371.11 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 7.79 (d, 2H, 3/=7.9 Hz, H-2/), 7.33 (d, 2H, 3/=8.0 Hz,
H-3), 4.15 (t, 2H, 3J = 4.7 Hz, H-8), 3.71-3.57 (m, 14H, H-1, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7), 2.43
(s, 3H, -CHs).

13C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 144.9 (C-4’), 133.1 (C-1’), 129.9 (C-3’), 128.1 (C-2’), 72.6
(C-2), 70.8, 70.8, 70.6, 70.4 (C-3, C-4, C-5, C-6), 69.4 (C-8), 68.8 (C-7), 61.8 (C-1),
21.7 (-CHs).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und 3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur Uiberein.?° Sie ermdglichen zuséatzlich eine detailliertere Signalzuordnung als in der

Literatur angegeben.
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7.6.2  Darstellung von 11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (20)% 120

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'?® wurden 15.9 g (45.5 mmol, 1 eq) 22 in
130 mL abs. DMF gelost und mit 11.8 g (182 mmol, 4 eq) Natriumazid versetzt. Es wurde fir
28 h bei 70 °C geriihrt und anschlieRend das DMF unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wurde in 80 mL H,0 aufgenommen und viermal mit je 80 mL DCM extrahiert. Der
DCM-Extrakt wurde mit 150 mL gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die wassrige Phase
wurde erneut zweimal mit je 100 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
wurden liber Natriumsulfat getrocknet.

Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurden 9.42 g (43.0 mmol)

11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-ol (20) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 95 %.

Charakterisierung:

1 4 5 8
Ho/\/o\/\o/\/o\/\N3
2 3 6 7
farbloses Ol
R-Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.15 M =219.24 g/mol
C8H17N3O4

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 242.11 [M+Na]*
gef.: 242.11 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.72 (t, 2H, 3J = 4.7 Hz, H-1), 3.69-3.66 (m, 10H, H-3,
H-4, H-5, H-6, H-7), 3.61 (t, 2H, 3/ = 4.8 Hz, H-2), 3.39 (t, 2H, 3/ = 5.0 Hz, H-8).

3C.NMR (150 MHz, €DCl3): & [ppm] = 72.6 (C-2), 70.8, 70.8, 70.7, 70.5, 70.2 (C-3, C-4,
C-5, C-6, C-7), 61.9 (C-1), 50.8 (C-8).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und '3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur iberein.% Sie ermdglichen zuséatzlich eine detailliertere Sighalzuordnung als in der

Literatur angegeben.

122



EXPERIMENTELLER TEIL

7.6.3  Darstellung von tert-Butyl 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxaetradecanoat (18)*°

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'!® wurde fiir die nachfolgende Synthese frisch
dargestelltes Natrium-tert-butanolat verwendet. Dazu wurden 46 mL tert-Butanol mit 0.87 g
Natrium versetzt und auf 100 °C erhitzt. Nach 2 h wurde auf 50 °C gekihlt und fiir weitere 20 h
geruhrt. Fir die nachfolgende Reaktion wurde das Gemisch weiter auf 30 °C gekiihlt und es
wurden 3.30 g (15.1 mmol, 1 eq) 20 geldst in 33 mL tert-Butanol zugegeben. Es wurde 1 h bei
30 °C gerihrt und anschlieRend wurden langsam 5.53mL (7.40g, 37.9 mmol, 2.5 eq)
Bromessigsaure-tert-butylester geldst in 17 mL tert-Butanol zu dem Reaktionsgemisch
getropft. Es wurde auf 50 °C erhitzt und fiir weitere 20 h gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 60 mL
DCM aufgenommen. Die organische Losung wurde mit 60 mL Wasser gewaschen und die
wassrige Phase anschlieRend erneut dreimal mit je 30 mL DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dreimal mit je 30 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen, lUber Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernung des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (EtOAc/Hex, 3:1) an

Kieselgel gereinigt.

Es wurden 4.81g (14.4 mmol) tert-Butyl 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (18)

erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 95 %.

Charakterisierung:

2 3 6 7 10
o] 0 0
>( \[ﬁo/\/ ~ NN \/\N3
5 4 5 8 9
farbloses Ol
Ri-Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.41 M = 333.39 g/mol
C14H27N306

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 356.18 [M+Na]*
gef.: 355.99 [M+Na]*
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 4.00 (s, 2H, H-2), 3.71-3.65 (m, 14H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8, H-9), 3.37 (t, 2H, 3/ = 5.0 Hz, H-10), 1.46 (s, 9H, -C(CHz)3).

13C-NMR (150 MHz, CDCl3): & [ppm] = 169.7 (C-1), 81.6 (-C(CHs)3), 70.8, 70.8, 70.7, 70.7, 70.7,
70.7,70.1 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, €-9), 69.1 (C-2), 50.8 (C-10), 28.2 (-C(CHs)s).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und 3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur Gberein.'° Sie erméglichen zusatzlich eine detailliertere Signalzuordnung als in der

Literatur angegeben.
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7.6.4  Darstellung von 14-Azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecansiure (6)'18 11°

Variante 1: Darstellung durch Williamson-Ethersynthese aus 20

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift!!® wurde zunichst Natriumhydrid
(60 %-ige Suspension in Paraffindl) mit abs. n-Hexan gewaschen und die erhaltenen 1.76 g
(73.3 mmol) in zwei Portionen aufgeteilt und in insgesamt 30 mL abs. DMF suspendiert. Die
Natriumhydrid-Suspension wurde auf 0°C gekiihlt und zu der ersten wurden 1.35g
(6.16 mmol) 20 gelodst in 15 mL abs. DMF Gber 75 min zugetropft. Zeitgleich wurden zu der
zweiten Suspension innerhalb von 90 min 1.15 g (8.25 mmol) Bromessigsaure geldst in 35 mL
abs. DMF getropft. AnschlieBend wurde eine Spatelspitze Natriumiodid zu der ersten
Suspension gegeben und innerhalb von 60 min die zweite Suspension zugetropft. Nach 20 h
bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von Eiswirfeln beendet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 150 mL H;O aufgenommen. Es
wurde zweimal mit jeweils 60 mL DCM extrahiert und mit 1 M HCl ein pH-Wert von 3
eingestellt. Anschliefend wurde viermal mit jeweils 50 mL DCM extrahiert. Der organische
Extrakt wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Rohprodukt nach Entfernung des
Losungsmittels unter vermindertem Druck mehrfach sdulenchromatographisch (Toluol/EtOH,

9:2; DCM/MeOH/AcOH, 9:1:0.1; DCM/MeOH, 9:1) gereinigt.

Es wurden 711 mg (2.57 mmol) 14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure (6) erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von 45 %. Mittels NMR und Massenspektrometrie konnte gezeigt
werden, dass auch nach mehrfacher Aufreinigung keiner der Syntheseansatze zur Darstellung
von Verbindung 6 mittels Williamson-Ethersynthese eine ausreichende Reinheit des

Produktes lieferte. Die Ausbeute ist demnach niedriger als 45 %.

Variante 2: Darstellung durch Esterhydrolyse aus 18 mit TFA in DCM*'?

Es wurden 500 mg (1.50 mmol) 18 in 5 mL DCM gelost und mit 1 mL TFA versetzt. Die
Reaktionslésung wurde 2 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der verbleibende Riickstand dreimal mit Toluol

coevaporiert.
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Es wurden 431 mg (1.55 mmol) 14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure (6) erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von >100 %, welche auf die Ausbildung von schwer abtrennbaren

TFA-Addukten zurlckzufihren ist.

Variante 3: Darstellung durch Esterhydrolyse aus 18 mit HCl in Dioxan!*?

Es wurden 2.00g (6.00 mmol) 18 in 2.9 mL Dioxan geldst und mit 2.9 mL 37 %-iger HCI
versetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT gerthrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der verbleibende Riickstand dreimal

mit Toluol coevaporiert.

Es wurden 1.64 g (5.91 mmol) 14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure (6) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 99 %.

Charakterisierung:

1 2 3 6 7 10
HO\ﬂ/\o/\/o\/\o/\/O\/\N3
5 4 5 8 9
gelbes Ol
R-Wert (Toluol/EtOH, 9:2): 0.23 M =277.28 g/mol
C10H19N306

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 300.12 [M+Na]*
gef.: 300.12 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.15 (s, 2H, H-2), 3.77-3.66 (m, 14H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8, H-9), 3.39 (t, 2H, 3/ = 5.1 Hz, H-10).

13C-NMR (150 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 175.6 (C-1), 71.2, 70.7, 70.4, 70.3, 70.1, 70.0, 69.9 (C-3,
C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9), 69.2 (C-2), 50.8 (C-10).
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7.6.5 Darstellung von tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (10)

Es wurden 111 mg (333 umol) 18 in 3 mL MeOH gel6ést und mit einer Spatelspitze Pd/C
versetzt. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die Reaktion fiir 20 h bis
zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT geriihrt.

Zur Entfernung des Katalysators wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite® filtriert und
mehrfach mit MeOH gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt.

Es wurden 96.7 mg (315 umol) tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (10)

erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 95 %.

Charakterisierung:

2 3 6 7 10

1
5 4 5 8 9
farbloses Ol
Ri-Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.00 M =307.39 g/mol
C14H290NO¢

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 308.21 [M+H]*
gef.: 308.21 [M+H]*

1H-NMR (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.00 (s, 2H, H-2), 3.68-3.61 (m, 12H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8), 3.54 (t, 2H, 3/ = 5.1 Hz, H-9), 2.88 (t, 2H, 3/ = 5.1 Hz, H-10), 1.45 (s, 9H, -C(CH3)3).

13C-NMR (150 MHz, CDCl3): & [ppm] = 169.8 (C-1), 81.8 (-C(CHs)3), 72.6, 70.9, 70.8, 70.6,
70.5, 70.5, 70.2 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9), 69.1 (C-2), 41.6 (C-10), 28.2 (-C(CHs)s).
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7.6.6 Darstellung von tert-Butyl 29-Azido-16-0x0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-

15-azanonacosanoat (32)

Es wurden 27.3 mg (97.4 umol, 1.5 eq) 6 und 75.0 mg (197 umol, 3 eq) HATU zusammen in
einem Kolben eingewogen und 1 h im HV getrocknet. Bei RT wurden 3 mL DMF und 45.2 uL
(34.3 mg, 265 umol, 4 eq) DIPEA zugegeben. Dann wurden 21.5 mg (69.9 umol, 1 eq) 10 gelost
in 3 mL DMF zugegeben und fiir 20 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 2 mL MeOH aufgenommen. Es wurde
dreimal mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde mehrfach saulenchromatographisch

(DCM/MeOH, 7:1; DCM/MeOH, 9:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 8.00 mg (14.1 umol) tert-Butyl 29-Azido-16-0x0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-15-

azanonacosanoat (32) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 20 % bezogen auf 10.

Charakterisierung:

)K/ 18 19 N
>( \[h /\/ \/\O/\/O\/\N \/\O/\/ NN
5 8 9 12 13 16 17 20
farbloses Ol M = 566.65 g/mol
R-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.60 Ca4H46N4011

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 567.33 [M+H]*, 589.31 [M+Na]*
gef.: 567.32 [M+H]*, 589.31 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.16 (bs, 1H, NH), 4.16 (s, 2H, H-2), 4.01 (s, 2H, H-12),
3.73-3.61 (m, 26H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19),
3.58-3.55 (m, 2H, H-9), 3.50-3.46 (m, 2H, H-10), 3.38 (t, 2H, 3/ = 4.9 Hz, H-20), 1.47 (s, 9H,
-C(CH3)3).
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13C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.9 (C-1), 169.9 (C-11), 81.8 (-C(CHs)s), 71.0, 70.8,
70.8,70.7,70.7, 70.7, 70.7, 70.7, 70.6, 70.4, 70.4, 70.1, 70.1 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-13,
C-14, C-15, C-16, C-17, C-18, C-19), 69.9 (C-9), 69.1 (C-2), 50.8 (C-20), 38.8 (C-10),
28.2 (-C(CH3)s).
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7.6.7 Darstellung von tert-Butyl 29-Amino-16-oxo0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-

15-azanonacosanoat (8)

Es wurden 28.9 mg (51.0 umol) 32 in 3 mL MeOH gel6st und mit einer Spatelspitze Pd/C
versetzt. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die Reaktion fiir 1.5 h bis
zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT gerihrt.

Zur Entfernung des Katalysators wurde das Reaktionsgemisch tber Celite® filtriert und
mehrfach mit MeOH nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt.

Es wurden 21.6 mg (40.0 umol) tert-Butyl 29-Amino-16-ox0-3,6,9,12,18,21,24,27-octaoxa-15-

azanonacosanoat (8) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 78 %.

Charakterisierung:

6 18 19
>( j(\ /\/O\/\O/\/O\/\N)K/ \/\O/\/ ~"o ~_NH;
4 5 8 9 12 13 16 17 20
farbloses Ol M = 540.65 g/mol
R+-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.0 Ca4H4sN2011

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 541.33 [M+H]*, 563.31 [M+Na]*
gef.: 541.37 [M+H]*, 563.31 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.16 (bs, 1H, NH), 4.15 (s, 2H, H-2), 3.99 (s, 2H, H-12),
3.70-3.46 (m, 30H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18,
H-19), 2.65 (t, 2H, 3/ = 5.9 Hz, H-20), 1.45 (s, 9H, -C(CHs)3).

13C.NMR (150 MHz, CDCl3): & [ppm] = 171.4 (C-1), 170.2 (C-11), 81.6 (-C(CHs)s), 71.3, 70.8,
70.8,70.7,70.7,70.7,70.7,70.7, 70.6, 70.4, 70.4, 70.1, 70.1 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-13,
C-14, C-15, C-16, C-17, C-18, C-19), 69.9 (C-9), 69.1 (C-2), 40.1 (C-20), 38.7 (C-10), 28.2
(-C(CH3)3).
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7.6.8  Darstellung von 8-(Tosyloxy)-3,6-dioxaoctan-1-ol (23)116: 117,120

Variante 1:

Nach einer literaturbekannten Vorschrift'2° wurden 15.0 g (99.9 mmol, 1 eq) Triethylenglycol
und 28.5 g (149 mmol, 1.5 eq) p-Toluolsulfonsdurechlorid in 250 mL CHCl; geldst.12° Bei 0 °C
wurden 8.40 g (150 mmol, 1.5 eq) KOH in flinf Portionen zugegeben und fiir 2 h bei RT bis zur
vollstandigen Umsetzung des Triethylenglycols gerihrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionssuspension zweimal mit je 100 mL Wasser und einmal mit 30 mL gesattigter NaCl-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Rohprodukt wurde nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck

sdulenchromatographisch (EtOAc/n-Hexan, 5:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 17.0 g (55.9 mmol) 8-(Tosyloxy)-3,6-dioxanonan-1-ol (23) erhalten. Dies entspricht

einer Ausbeute von 56 %.

Variante 2:

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift!’® 17 wurden 16.8 g (112 mmol, 1 eq)
Triethylenglycol in 30 mL abs. THF geldst und mit 6.0 mL abs. Pyridin versetzt. Innerhalb von
20 Minuten wurden bei 0 °C 20.6 g (108 mmol, 1 eq) p-Toluolsulfonsdurechlorid geldst in
20 mL abs. THF zu der Losung getropft. Der Reaktionsfortschritt wurde per DC verfolgt und die
Reaktion nach 21 Stunden beendet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Das Pyridin wurde durch dreimalige Coevaporation mit Toluol entfernt. Der
Rickstand wurde in 80 mL Dichlormethan aufgenommen und mit je 60 mL 1M HCI, 60 mL 1M
NaOH, 70 mL gesattigter NaCl-Losung und 60 mL H,O gewaschen und lber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch (DCM/MeOH, 9:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 20.8 g (68.3 mmol) 8-(Tosyloxy)-3,6-dioxanonan-1-ol (23) erhalten. Dies entspricht

einer Ausbeute von 61 %.
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Charakterisierung:

o 2 3 o 5 9y
T o
1 o)
farbloses Ol M = 304.36 g/mol
Ci13H2006S

R-Wert (EtOAc/n-Hexan, 5:1): 0.17

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 305.10 [M+H]*, 327.08 [M+Na]*
gef.: 305.10 [M+H]*, 327.08 [M+Na]*

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.79 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz, H-2°), 7.34 (d, 2H, 3/ = 8.5 Hz, H-
3%, 4.16 (t, 2H, 3/ = 4.7 Hz, H-6), 3.72-3.69 (m, 4H, H-1, H-5), 3.60 (s, 4H, H-3, H-4), 3.57 (t, 2H,
3) = 4.8 Hz, H-2), 2.44 (s, 3H, -CH3).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 144.9 (C-4’), 133.0 (C-1’), 129.9 (C-3’), 128.1 (C-2’), 72.5
(C-2), 70.9 (C-3), 70.4 (C-4,), 69.2 (C-6), 68.8 (C-5), 61.8 (C-1), 21.7 (-CHs).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und 3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur Gberein.!'® 117 Sje erméglichen zusatzlich eine detailliertere Signalzuordnung als in

der Literatur angegeben.
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7.6.9  Darstellung von 8-Azido-3,6-dioxaoctan-1-ol (21)%°

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'?° wurden 13.4 g (44.0 mmol, 1 eq) 23 in 34 mL
abs. DMF gel6st und mit 5.56 g (85.5 mmol, 2 eq) Natriumazid versetzt. Es wurde fiir 24 h bei
65 °C geriihrt und anschlieBend das DMF unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde in 20 mL H,0 aufgenommen und viermal mit je 20 mL DCM extrahiert. Der DCM-Extrakt
wurde mit je 20 mL Wasser und je 20 mL gesattigter NaCl-Losung gewaschen und (ber
Natriumsulfat getrocknet.

Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurden 7.55 g (43.1 mmol)

8-Azido-3,6-dioxanonan-1-ol (21) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 98 %.

Charakterisierung:
HO 2 3 (0] 0
~ o N \/\N3
1 4 5
farbloses Ol M =175.19 g/mol

CeH13N30s
R+-Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.33

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 198.08 [M+Na]*
gef.: 198.08 [M+Na]*

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 3.74 (t, 2H, 3J = 4.3 Hz, H-1), 3.69-3.66 (m, 6H, H-3,
H-4, H-5,), 3.61 (t, 2H, 3/ = 4.8 Hz, H-2), 3.39 (t, 2H, 3J = 5.0 Hz, H-6).

13C-NMR (125 MHz, €DCls): & [ppm] = 72.6 (C-2), 70.8, 70.5, 70.1 (C-3, C-4, C-5,), 61.9 (C-1),
50.8 (C-6).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und 3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur Gberein.’?° Sie ermoglichen zusatzlich eine detailliertere Signalzuordnung als in der

Literatur angegeben.
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7.6.10 Darstellung von tert-Butyl 11-Azido-3,6,9-trioxaundecanoat (19)*°

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift''® wurde fiir die nachfolgende Synthese frisch
dargestelltes Natrium-tert-butanolat verwendet. Dazu wurden 46 mL tert-Butanol mit 0.87 g
Natrium versetzt und auf 100 °C erhitzt. Nach 2 h wurde auf 50 °C gekihlt und fiir weitere 20 h
geruhrt. Fir die nachfolgende Reaktion wurde das Gemisch weiter auf 30 °C geklhlt und es
wurden 6.33 g (36.1 mmol, 1 eq) 21 geldst in 63 mL tert-Butanol zugegeben. Es wurde 1 h bei
30 °C gerihrt und anschlieRend wurden langsam 13.2mL (17.4g, 89.1 mmol, 2.5 eq)
Bromessigsaure-tert-butylester gelést in 32 mL tert-Butanol zu dem Reaktionsgemisch
getropft. Es wurde auf 50 °C erhitzt und fiir weitere 20 h gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 60 mL
DCM aufgenommen. Die organische Losung wurde mit 60 mL Wasser gewaschen und die
wassrige Phase wurde anschliefend erneut dreimal mit je 30 mL DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 30 mL gesattigten Natriumchlorid-
Losung gewaschen, tUber Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernung des Lésungsmittels
unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt sdaulenchromatographisch

(EtOAc/n-Hexan, 3:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 10.3 g (35.4 mmol) tert-Butyl 11-Azido-3,6,9-trioxaundecanoat (19) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 98 %.

Charakterisierung:
S jv e 2
o O\/\o/\/o\/\N
3
2 3 6 7

farbloses Ol M = 289.33 g/mol
R+-Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.73 C12H2sN30s

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 312.14 [M+Na]*
gef.: 312.00 [M+Na]*
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1H-NMR (600 MHz, CDCl3): & [ppm] = 4.02 (s, 2H, H-2), 3.72-3.66 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7,), 3.38 (t, 2H, 3/ = 5.0 Hz, H-8), 1.47 (s, 9H, -C(CHs)3).

13C-NMR (150 MHz, CDCl): & [ppm] = 169.8 (C-1), 81.6 (-C(CHs)s), 70.8, 70.8, 70.8, 70.8, 70.1
(C-3, C-4, C-5, C-6, C-7), 69.2 (C-2), 50.8 (C-8), 28.2 (-C(CHs)s).

Die spektroskopischen Daten aus den 'H- und 3C-NMR Spektren stimmen mit denen der
Literatur Uberein.'*® Sie ermdglichen zusatzlich eine detailliertere Signalzuordnung als in der

Literatur angegeben.
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7.6.11 Darstellung von 11-Azido-3,6,9-trioxaundecansaure (17)

Variante 1: Darstellung durch Williamson-Ethersynthese aus 211%8

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift''® wurde zunichst Natriumhydrid
(60 %-ige Suspension in Paraffindl) mit abs. n-Hexan gewaschen und die erhaltenen 1.45¢g
(60.5 mmol) in zwei Portionen aufgeteilt und in insgesamt 30 mL abs. DMF suspendiert. Die
Natriumhydrid-Suspension wurde auf 0°C gekihlt und zu der ersten wurden 3.37g
(19.3 mmol) 21 gelost in 15 mL abs. DMF Gber 20 min zugetropft. Zeitgleich wurden zu der
zweiten Suspension innerhalb von 90 min 3.47 g (25.0 mmol) Bromessigsaure gel6st in 35 mL
abs. DMF getropft. AnschlieRend wurde eine Spatelspitze Natriumiodid zu der ersten
Suspension gegeben und innerhalb von 60 min die zweite Suspension zugetropft. Nach 20 h
bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von Eiswirfeln beendet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 150 mL H,O aufgenommen. Es
wurde zweimal mit jeweils 60 mL DCM extrahiert und mit 1 M HCl ein pH-Wert von 3
eingestellt. Anschliefend wurde viermal mit jeweils 50 mL DCM extrahiert. Die organische
Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Rohprodukt nach Entfernung des
Losungsmittels unter vermindertem Druck mehrfach sdulenchromatographisch (Toluol/EtOH,

9:2; DCM/MeOH/AcOH, 9:1:0.1; DCM/MeOH, 9:1) gereinigt.

Es wurden 3.01g (12.9 mmol) 11-Azido-3,6,9-trioxaundecansdure (17) erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von 67 %. Mittels NMR und Massenspektrometrie konnte gezeigt
werden, dass auch nach mehrfacher Aufreinigung keiner der Syntheseansatze zur Darstellung
von Verbindung 17 mittels Williamson-Ethersynthese eine ausreichende Reinheit des

Produktes lieferte. Die Ausbeute ist demnach niedriger als 67 %.

Variante 2: Darstellung durch Esterhydrolyse aus 19 mit HCl in Dioxan

Es wurden 3.97 g (13.7 mmol) 19 in 2.9 mL Dioxan geldst und mit 2.9 mL 37 %-iger HCI
versetzt.!!® Die Reaktionsldsung wurde 3 h bei RT geriihrt. AnschlieRend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der verbleibende Riickstand dreimal

mit Toluol coevaporiert.
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Es wurden 3.03g (13.0 mmol) 11-Azido-3,6,9-trioxaundecansadure (17) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 95 %.

Charakterisierung:
o
)J\/O 4 5 o 8
HO™ 4 ~ 0T I N
2 3 6 7

farbloses Ol M = 233.22 g/mol
CsH1sN3O
R-Wert (EtOAc/n-Hexan, 5:1): 0.29 BT

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 256.08 [M+Na]*
gef.: 256.09 [M+Na]*

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.16 (s, 2H, H-2), 3.77-3-66 (m, 2H, H-3), 3.72-3.70 (m,
4H, H-5, H-6), 3.68-3.66 (m, 4H, H-4, H-7), 3.39 (t, 2H, 3/ = 4.8 Hz, H-8).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.5 (C-1), 71.6 (C-3), 70.8, 70.5, 70.3, (C-4, C-5, C-6),
70.2 (C-7), 68.9 (C-2), 50.8 (C-8).
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7.6.12 Darstellung von tert-Butyl 11-Amino-3,6,9-trioxaundecanoat (24)

Es wurden 204 mg (705 umol) 19 in 6 mL MeOH gel6ést und mit einer Spatelspitze Pd/C
versetzt. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die Reaktion fiir 20 h bis
zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT gerihrt.

Zur Entfernung des Katalysators wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite® filtriert und
mehrfach mit MeOH gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt.

Es wurden 165 mg (626 umol) tert-Butyl 11-Amino-3,6,9-trioxaundecanoat (24) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 89 %.

Charakterisierung:
>L jvo 2% o B
o \/\O/\/ \/\NHZ
2 3 6 7

farbloses Ol M = 263.33 g/mol
R--Wert (EtOAc/n-Hexan, 3:1): 0.00 C12H25NOs

HR-MS (ESI): m/z= Dber.: 264.17 [M+H]*
gef.: 264.18 [M+H]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.02 (s, 2H, H-2), 3.70-3.65 (m, 8H, H-3, H-4, H-5, H-6),
3.58 (t, 2H, 3/ = 5.1 Hz, H-7), 2.91 (t, 2H, 3/ = 5.1 Hz, H-8), 1.47 (s, 9H, -C(CHs)s).

13C-NMR (100 MHz, €DCl3): & [ppm] = 170.0 (C-1), 81.9 (-C(CHs)s), 72.5, 70.7, 70.6, 70.5, 70.3
(C-3, C-4, C-5, C-6, C-7), 69.1 (C-2), 41.7 (C-8), 28.2 (-C(CHs)s).
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7.6.13 Darstellung von tert-Butyl 23-Azido-13-ox0-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-

azatricosanoat (31)

Es wurden 27.0 mg (114 pumol, 1.5 eq) 17 und 87.0 mg (228 umol, 3 eq) HATU zusammen in
einem Kolben eingewogen und 1 h im HV getrocknet. Bei RT wurden 3 mL DMF und 51.3 pL
(39.0 mg, 302 umol, 4 eq) DIPEA zugegeben. Dann wurden 20 mg (76.0 umol, 1 eq) 24 gelost
in 3 mL DMF zugegeben und fiir 5.5 h bei RT gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 2 mL
MeOH aufgenommen. Es wurde dreimal mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch (EtOAc/MeOH, 7:3) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 21.0mg (43.9 umol) tert-Butyl 23-Azido-13-0x0-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-

azatricosanoat (31) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 58 % bezogen auf 24.

Charakterisierung:

O o
4 5 8 12 13 16
:>i\o/¥\v/o\V/A\O/A\V/O\V/A\N/g\v/O\V/A\O/A\V/O\V/A\N3
2 3 6 7 HZ10

11 14 15
farbloses Ol M = 478.54 g/mol
R+-Wert (EtOAc/MeOH, 7:3): 0.20 Ca0H38N409

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 479.26 [M+H]*, 501.24 [M+Na]*
gef.: 479.27 [M+H]*, 501.25 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.15 (bs, 1H, NH), 4.16 (s, 2H, H-2), 4.00 (s, 2H, H-10),
3.72-3.61 (m, 18H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15), 3.57-3.55 (m, 2H, H-7),
3.50-3.47 (m, 2H, H-8), 3.38 (t, 2H, 3/ = 5.0 Hz, H-16), 1.46 (s, 9H, -C(CH3)s).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.0, 169.7 (C-1, C-9), 81.7 (-C(CHs)s), 71.0, 70.8, 70.7,
70.6, 70.5, 70.5, 70.4, 70.2, 70.1 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 69.9 (C-7),
69.1 (C-2), 50.8 (C-16), 38.7 (C-8), 28.2 (-C(CHs)s).
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7.6.14 Darstellung von tert-Butyl 23-Amino-13-o0xo0-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-

azatricosanoat (9)

Es wurden 15.8 mg (51.0 umol) 31 in 3 mL MeOH gel6st und mit einer Spatelspitze Pd/C
versetzt. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die Reaktion fiir 1.5 h bis
zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT gerihrt.

Zur Entfernung des Katalysators wurde das Reaktionsgemisch (iber Celite® filtriert und
mehrfach mit MeOH gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt.

Es wurden 12.3mg (40.0 umol) tert-Butyl 23-Amino-13-ox0-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-

azatricosanoat (9) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 78 %.

Charakterisierung:

(@] (@]
4 5 8 12 13 16
>|\O)1J\/O\/\O/\/O\/\N)J\/O\/\O/\/O\/\NH
9 2
2 3 6 7 H 10 11 14 15
farbloses Ol M = 452.54 g/mol
Re-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.00 Ca0Ha0N204

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 453.28 [M+H]*, 475.26 [M+Na]*
gef.: 453.30 [M+H]*, 475.26 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.16 (bs, 1H, NH), 4.15 (s, 2H, H-2), 4.00 (s, 2H, H-10),
3.72-3.47 (m, 22H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15), 2.98-2.90 (m,
2H, H-16), 1.46 (s, 9H, -C(CHs)s).

13C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 170.0, 169.7 (C-1, C-9), 81.8 (-C(CH3)s), 71.0, 70.8, 70.7,
70.6, 70.5, 70.5, 70.3, 70.2, 70.2 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 69.9 (C-7),
69.1 (C-2), 38.9 (C-16), 38.8 (C-8), 28.1 (-C(CH3)s).
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7.6.15 Darstellung von Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-

2-nonulopyranosid)onat (14)106-108
Nach einer literaturbekannten Vorschrift'%¢-108 wurden 4.00 g (12.9 mmol) N-Acetylneuramin-
saure und 4.00 g lonentauscher Amberlite IR 120 H* in 83 mL abs. MeOH suspendiert und bei
RT fur 48 h geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde filtriert und das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt.

Es wurden 4.11g (12.7 mmol) Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-

nonulopyranosid)onat (14) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 98 %.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Re-Wert (EtOAc/2-Propanol/H;0, 2:2:1): 0.27
Drehwert [a]p?3: -34.8° (c = 1.0 CHCl3)

M = 323.30 g/mol
C12H21N09

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 346.11 [M+Na]*
gef.: 346.11 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 4.07-4.03 (m, 1H, H-4), 3.99 (dd, 1H, 3Js5 = 10.7 Hz,
376 = 1.2 Hz, H-6), 3.83-3.80 (m, 2H, H-5, H-9a), 3.77 (s, 3H, CO,CHs), 3.70 (ddd, 1H, 3Js7 =
9.0 Hz, 3Jobg = 5.6 Hz, 3Jeag = 2,7 Hz, H-8), 3.62 (dd, 1H, 2Jga0p = 11.1 Hz, 3Jon,s = 5.6 Hz, H-9b),
3.48 (dd, 1H, 3J37 = 9.0 Hz, 3J76 = 1.1 Hz, H-7), 2.21 (dd, 1H, %J3ax3eq = 12.9 Hz, 34 3¢q = 4.8 Hz,
H-3eq), 2.01 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.89 (dd, 1H, 3J43ax = 11.5 Hz, H-3ax).

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & [ppm] = 175.1 (CH3-CO-NH), 171.8 (C-1), 96.7 (C-2), 72.1 (C-6),
71.7 (C-8), 70.2 (C-7), 67.9 (C-4), 64.9 (C-9), 54.4 (C-5), 53.1 (CO,CHs), 40.7 (C-3),

22.6 (CH3-CO-NH).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.106-108
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7.6.16 Darstellung von Methyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-

didesoxy-B-p-glycero-b-galacto-2-nonulopyranosid)onat (13)106-108

Bei 0 °C wurden 20.0 mL (21.6 g, 212 mmol) Essigsaureanhydrid zu 1.90 g (5.87 mmol) 14
gelost in 30 mL Pyridin getropft. Die Reaktionslésung wurde fir 16 h bei RT gerihrt und
anschliefend das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand
dreimal mit Toluol codestilliert.

Es wurden 2.63 g (5.15 mmol) Methyl-(5-acetamido-2,4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-3-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosid)onat (13) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute

von 96 %.

Charakterisierung:

farbloser Schaum

R+Wert (Tol/Aceton, 3:2): 0.25
Drehwert [a]p?3: -30.5° (c = 1.0 CHCl3)

M = 533.48 g/mol
C22H31N014

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 556.16 [M+Na]*
gef.: 556.17 [M+Na]*

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.37-5.35 (m, 1H, H-7), 5.28-5.23 (m, 1H, H-4), 5.09-5.05
(m, 1H, H-8), 4.49 (dd, 1H, 2Jsa,0p = 12.4 Hz, 3Jsas = 2.5 Hz, H-9a), 4.13-4.09 (m, 3H, H-6, H-5,
H-9b), 3.79 (s, 3H, CO2CHs), 2.55 (dd, 1H, 2J3ax3eq = 13.4 Hz, 3Ja3¢q = 4.8 Hz, H-3eq), 2.11-2.06
(m, 1H, H-3ax), 2.14 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.09 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.06 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.03 (s,
6H, 2x CH3-CO-0), 1.89 (s, 3H, CH3-CO-NH).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 171.1 (CH3-CO-0), 170.7 (CH3-CO-0), 170.4 (CH3-CO-
NH), 170.3 (CHs-CO-0), 168.3 (CH3-CO-0), 166.4 (C-1), 96.5 (C-2), 73.6 (C-6), 71.5 (C-8), 68.4
(C-4), 68.0 (C-7), 62.3 (C-9), 53.3 (CO,CHs), 49.5 (C-5), 36.0 (C-3), 23.3 (CH3-CO-NH), 21.0 (CHs-
C0-0), 21.0 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-O).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Literatur Giberein.106-108
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7.6.17 Darstellung von Methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-

B-b-glycero-b-galacto-2-nonulopyranosylchlorid)onat (12)106-108

Es wurden 5.46 g (10.2 mmol) 13 in 69.5 mL (76.5 g, 973 mmol) Acetylchlorid gelost, auf 0 °C
gekihlt und mit 1.16 mL (916 mg, 28.6 mmol) MeOH versetzt. Es wurde zunachst 30 min bei
0°C und dann 48 h bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt und der Riickstand viermal mit Toluol codestilliert.

Es wurden 5.07 g (9.94 mmol) Methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy--D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylchlorid)onat (12) erhalten. Dies entspricht einer
Ausbeute von 97 %.

Charakterisierung:

farbloser Schaum

Re-Wert (EtOAc/PE, 2:1): 0.14
Drehwert [a]p?3: -44.8° (c = 1.0 CHCl3)

M = 509.89 g/mol
C20H2sCINO12

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 510.14 [M+H]*, 532.12 [M+Na]*
gef.: 510.14 [M+H]*, 532.12 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.46 (dd, 1H, 3Jg7 = 7.0 Hz, 3J76 = 2.3 Hz, H-7), 5.41 (ddd,
1H, 34300 = 11.1 Hz, 354 = 10.7 Hz, 3Jazeq = 4.4 Hz, H-4), 5.17 (ddd, 1H, 3Jg7 = 7.0 Hz, 3Jopg =
5.7 Hz, 3Jga8= 2.6 Hz, H-8), 4.42 (dd, 1H, 2Joa,0p = 12.5 Hz, 3Joas= 2.6 Hz, H-9a), 4.35 (dd, 1H, 3Jes
= 10.8 Hz, 3J76 = 2.4 Hz, H-6), 4.20 (dd, 1H, 35 = 10.4 Hz, H-5), 4.06 (dd, 1H, 3Jopg = 5.7 Hz, H-
9b), 3.87 (s, 3H, CO>CHs), 2.78 (dd, 1H, 3ax3eq = 13.9 Hz, 3Ja3eq = 4.9 Hz H-3eq), 2.28 (dd, 1H,
2J3x,3eq = 13.8 Hz, 3Ja3ax = 11.2 Hz, H-3ax), 2.12 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.07 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.05
(s, 3H, CH3-CO-0), 2.05 (s, 3H, CH3-CO-0), 1.91 (s, 3H, CH3-CO-NH).
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13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 171.1 (CH3-CO-0), 170.8 (CHs-CO-0), 170.5 (CH3-CO-
NH), 170.1 (CHs-CO-0), 169.8 (CH3-CO-0), 165.8 (C-1), 96.7 (C-2), 74.0 (C-6), 70.1 (C-8), 68.9
(C-4), 67.0 (C-7), 62.2 (C-9), 53.9 (CO,CHs), 49.0 (C-5), 40.8 (C-3), 23.3 (CH3-CO-NH), 21.1 (CHs-
CO-0), 20.9 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-O).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Literatur (iberein,106-108
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7.6.18 Darstellung von Methyl-[n-hex-5-enyl-(5-acetamido-4,7,8,9-
tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-p-galacto-2-

nonulopyranosid)]onat (11)5% 109, 110

Es wurden 1.2 g Molekularsieb 4 A, 1.2 g wasserfreies Calciumchlorid und 1.20 g (2.35 mmol)
12 in 10.0 mL 5-Hexen-1-ol (8.30g, 82.9 mmol) suspendiert. Bei -10°C und unter
Lichtausschluss wurden 2.0g frisch dargestelltes Silbersalicylat’® zugefligt. Die
Reaktionssuspension wurde anschlieBend unter Lichtausschluss fiir 67 h bei RT gerihrt.

Das Reaktionsgemisch wurde mit 15 mL Dichlormethan verdiinnt und tGber Celite® filtriert. Der
Filtrationsrlickstand wurde mehrfach mit Dichlormethan gewaschen. Der entstandene
Niederschlag wurde durch Waschen der organischen Phase mit Wasser entfernt. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernung des
Loésungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch

(EtOAC/PE, 2:1) gereinigt.

Es wurden 1.13 g (1.97 mmol) Methyl-[n-hex-5-enyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-D-glycero-a-b-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (11) erhalten. Dies entspricht einer
Ausbeute von 84 %.

Charakterisierung:

farbloser Schaum

Re-Wert (EtOAc/PE, 2:1): 0.23
Drehwert [a]p?3: -10.1° (c = 1.0 CHCls)

M =573.59 g/mol
C26H39NO13

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 574.25 [M+H]*, 596.23 [M+Na]*
gef.: 574.25 [M+H]*, 596.23 [M+Na]*
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1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.80 (ddt, 1H, 3Js g = 17.0 Hz, 3Js 7= 10.4 Hz, 3o =
6.4 Hz, H-5'), 5.40-5.37 (m, 1H, H-8), 5.32 (dd, 1H, 3J78 = 8.2 Hz, 3 7= 1.8 Hz, H-7), 5.18 (d, 1H,
3) = 9.1 Hz, NHAC), 5.00 (dd, 1H, 3Js ¢¢ = 17.0 Hz, 2szec = 1.8 Hz, H-6’E), 4.93 (dd, 1H, 35 ¢z =
10.1 Hz, H-6'2), 4.84 (ddt, 1H, 3J3axa= 12.5 Hz, 3J3eq. = 4.6 Hz, 3Ja,5= 10.0 Hz, H-4), 4.31 (dd, 1H,
3Jg,9a = 2.6 Hz, 2Joaoh = 12.6 Hz, H-9a), 4.11-4.03 (m, 3H, H-5, H-6, H-9b), 3.79 (s, 3H, CO,CHs),
3.76-3.73 (m, 1H, H-1'a), 3.22 (dt, 1H, Yra1b = 9.3 Hz, ¥1b2 = 6.4 Hz, H-1'b), 2.57 (dd, 1H,
2J3003eq = 12.8 Hz, 3J3eq4 = 4.6 Hz, H-3eq), 2.14 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.13 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.08-
2.02 (m, 8H, 2x CH3-CO-0, H-4’), 1.97-1.91 (m, 1H, H-3ax), 1.88 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.60-1.52
(m, 2H, H-2’), 1.49-1.40 (m, 2H, H-3").

13C-NMR (125 MHz, CDCl3): & [ppm] = 171.2 (CH3-CO-0), 170.8 (CH3-CO-0), 170.3 (CH3-CO-
NH), 170.2 (CH3-CO-0), 170.1 (CHs-CO-0), 168.6 (C-1), 138.8 (C-5’), 114.5 (C-6'), 98.7 (C-2) 72.4
(C-6), 69.2 (C-4), 68.7 (C-8), 67.4 (C-7), 64.3 (C-1’), 62.3 (C-9), 52.6 (CO,CHs), 49.5 (C-5), 38.1
(C-3), 29.4 (C-4’), 28.7 (C-2’), 23.2 (CH3-CO-NH), 21.1 (CH3-CO-0), 20.9 (CH3-CO-0), 20.8 (CH3-
CO-0), 20.8 (CH3-CO-0).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen aus vorangegangenen Arbeiten der

Arbeitsgruppe®? tUberein.
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7.6.19 Darstellung von Methyl-[n-pent-5-ylsdure-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-

3,5-didesoxy-D-glycero-a-p-galacto-2-nonulopyranosid)]onat (5)°% 111, 112

Bei 0 °C wurden 808 mg (1.41 mmol, 1eq) 11, 1.50 g (7.01 mmol, 5 eq) NalOs und 29 mg
(0.14 mmol, 0.1eq) RuCls:xH,0 in 10 mL einer Mischung aus CCls/MeCN/H,0 (2:2:3)
suspendiert und fir 3 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und der Rickstand in einem Gemisch aus Aceton/Toluol (2:1) aufgenommen. Nach Filtration
der unldslichen Bestandteile tiber Celite® wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch

(Aceton/Toluol, 2:1) gereinigt.

Es wurden 685 mg (1.16 mmol) Methyl-[n-pent-5-ylsdure-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosid)Jonat  (5) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 82 %.

Charakterisierung:

gelblicher Schaum

AcHN-2

Re-Wert (Toluol/Aceton/AcOH, 1:1:0.1): 0.51 AcO” 4 3

Drehwert [a]p?3: -10.8° (c = 1.0 CHCl3) M = 591.56 g/mol

CasH37NO1s
HR-MS (ESI): m/z= ber.: 614.21 [M+Na]*
gef.: 614.20 [M+Na]*

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 5.42-5.39 (m, 1H, H-8), 5.30 (dd, 1H, 35,7 = 1.9 Hz, 3J75 =
8.7 Hz, H-7),5.18 (d, 1H, 3/ = 9.1 Hz, NHAC), 4.84 (ddd, 1H, 3Ja5 = 9.7 Hz, 3/3ax4 = 12.2 Hz, 3J3eq4
= 4.6 Hz, H-4), 4.31 (dd, 1H, 3Js6a = 2.5 Hz, %Jaaep = 12.5 Hz, H-9a), 4.11-4.02 (m, 3H, H-5, H-6,
H-9b), 3.79-3.75 (m, 4H, CO,CHs, H-5'a), 3.24 (dt, 1H, 3Js5b = 6.2 Hz, Usasb = 9.7 Hz, H-5'b),
2.56 (dd, 1H, 3J3eq4 = 4.6 Hz, 2J3ax3eq = 12.9 Hz, H-3eq), 2.40-2.37 (m, 2H, H-2’), 2.14, 2.14 (2x
s, 2x 3H, 2x CH3-CO-0), 2.04 (s, 3H, CH3-CO-0), 2.02 (s, 3H, CH3-CO-0), 1.97-1.92 (m, 1H,
H-3ax), 1.83 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.75-1.68 (m, 2H, H-3’), 1.66-1.58 (m, 2H, H-4").
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13C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 100.1 (C-2), 72.3 (C-6), 69.1 (C-4), 68.7 (C-8), 67.4 (C-7),
64.3 (C-5’), 62.5 (C-9), 52.7 (CO,CHs), 49.6 (C-5), 37.9 (C-3), 33.4 (C-2’), 28.8 (C-4’), 23.1 (CH3-
CO-NH), 20.8 (CH3-CO-0), 20.8 (CH3-CO-0), 20.7 (CH3-CO-0), 20.7 (CH3-CO-O).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen aus vorangegangenen Arbeiten der

Arbeitsgruppe® tUberein.
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7.6.20 Darstellung von Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-p-glycero-p-

galacto-2-nonulopyranosid)onat 106 126,127

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'?” wurden 4.90 g (9.61 mmol) 12 in 294 mL
absoluten MeOH gel6st und mit einer Spatelspitze Molsieb 3 A versetzt. AnschlieRend wurde
der Reaktionsansatz mit einer frisch dargestellten Natriummethanolat-Lésung auf einen pH-
Wert von 9 eingestellt. Nach 4 h konnte das Reaktionsende per DC detektiert werden. Die
Reaktionslésung wurde mit Amberlite IR 120 H* neutralisiert und filtriert. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt zweimal

saulenchromatographisch (EtOAc/MeOH, 4:1; EtOAc/EtOH, 4:1) gereinigt.

Es wurden 1.69 g (5.01 mmol) Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-bD-glycero-p-

galacto-2-nonulopyranosid)onat erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 52 %.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 158 °C
Re-Wert (EtOAc/EtOH, 4:1): 0.14

M =337.33 g/mol
C13H23NOg

Drehwert [a]p?3: -7.0° (c = 1.0 MeOH)

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 338.14 [M+H]*, 360.12 [M+Na]*
gef.: 338.15 [M+H]*, 360.16 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 3.87-3.84 (m, 4H, H-9a, CO,CHs), 3.82-3.80 (m, 1H, H-
8), 3.78-3.73 (m, 1H, H-5), 3.67-3.62 (m, 2H, H-9b, H-4), 3.57 (dd, 1H, 376 = 1.6 Hz, ¥gs =
10.4 Hz, H-6), 3.51 (dd, 1H, 3Js7 = 8.9 Hz, 3J76 = 1.6 Hz, H-7), 3.34 (s, 3H, OCH3), 2.65 (dd, 1H,
3J3eq,a = 4.7 Hz, 2J3ax3eq = 12.8 Hz, H-3eq), 2.00 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.71 (dd, 1H, 3/a3ax = 11.8 Hz,
2J3ax,3eq = 12.8 Hz, H-3ax).
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13C-NMR (100 MHz, MeOD): & [ppm] = 175.2 (CH3-CO-NH), 170.8 (C-1), 100.2 (C-2), 74.8 (C-
6), 72.5 (C-8), 70.1 (C-7), 68.5 (C-4), 64.7 (C-9), 53.8 (C-5), 53.3 (CH3-CO-0), 51.9 (OCH3), 41.4
(C-3), 22.6 (CH3-CO-NH).
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7.6.21 Darstellung von Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-b-galacto-

2-nonulopyranosidonsaure106 126,127

Es wurden 715 mg (2.12 mmol) des unter 7.6.20 dargestellten a-Glycosids in 20 mL dest.
Wasser aufgenommen. Mit einer 0.1 M NaOH-Lésung wurde ein pH-Wert von 11-12
eingestellt. Der pH-Wert wurde wahrend der Reaktion regelmaRig Uberprift und
gegebenenfalls nachkorrigiert. Nach 2 h konnte das Reaktionsende per DC detektiert werden.
Die Reaktionslosung wurde mit Amberlite IR 120 H* neutralisiert, anschlieBend filtriert und
gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde per Gelpermeationschromatographie an Biogel P2

gereinigt.

Es wurden 622 mg (1.92 mmol) Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-b-glycero-p-galacto-2-

nonulopyranosidonsdure erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 91 %.

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Schmelzpunkt: 117 °C
ReWert (iso-Prop/H20/AcOH, 20:5:1): 0.42

M =323.30 g/mol
C12H21NOg

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 346.11 [M+Na]*
gef.: 346.10 [M+Na]*

1H-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 3.89-3.85 (m, 2H, H-9a, H-8), 3.82-3.78 (m, 1H, H-5), 3.70
(dd, 1H, 3J76 = 1.6 Hz, 3Jss = 10.4 Hz, H-6), 3.67-3.62 (m, 2H, H-9b, H-4), 3.58 (dd, 1H, 3J76 =
1.5 Hz, 3Jg7 = 9.2 Hz, H-7), 3.33 (s, 3H, OCH3), 2.71 (dd, 1H, 3/seqa = 4.7 Hz, 2J3ax3eq = 12.4 Hz,
H-3eq), 2.03 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.64-1.60 (m, 1H, H-3ax).
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13C-NMR (100 MHz, D20): & [ppm] = 175.2 (CH3-CO-NH), 173.5 (C-1), 100.8 (C-2), 72.7 (C-6),
71.7 (C-8), 68.3 (C-7), 68.3 (C-4), 62.7 (C-9), 52.0 (C-5), 51.6 (CH3-CO-0), 40.2 (C-3), 22.1 (CHs-
CO-NH).
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7.6.22 Darstellung von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-1,6-

diaminohexan (16)*'°

Angelehnt an eine literaturbekannte Vorschrift'*> wurden 3.30 mL (3.37 g, 15.4 mmol) Di-tert-
butyldicarbonat in 25 mL Dichlormethan geldst und bei RT langsam zu 5.45 g (46.9 mmol)
Hexamethylendiamin gel6st in 42 mL Dichlormethan getropft.

Es wurde 20 h bei RT geriihrt und anschlieBend tber Celite® filtriert. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt, der 6lige Riickstand in 67 mL EtOAc aufgenommen und
mit 10 mL H;0 und 13 mL NaCl-Lésung gewaschen. Die Losung wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und nach Entfernung des Losungsmittels wurde das Rohprodukt

saulenchromatographisch (DCM/EtOH/NH3, 15:15:1) gereinigt.

Es wurden 1.89 g (8.74 mmol) N-(tert-Butyloxycarbonyl)-1,6-diaminohexan (16) erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 57 %.

Charakterisierung:
6 4 2 H
N (0]
HN/\/\/\/
AN

M = 216.32 g/mol

gelblicher halbfester Feststoff
C11H37N202

R+-Wert (DCM/EtOH/NH3, 15:15:1): 0.35

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 217.33 [M+H]*
gef.: 217.19 [M+H]*

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 4.53 (s, 1H, NH), 3.10-3.09 (m, 2H, H-1), 2.68 (t, 2H,
3J5,6 = 7.0 Hz, H-6), 1.48-1.43 (m, 13H, 3x CHs, H-2, H-5), 1.32-1.31 (m, 4H, H-3, H-4).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 156.1 (CO), 79.1 (C(CHs)s), 42.2 (C-6), 40.6 (C-1), 33.7
(C-5), 30.2 (C-2), 28.5 (C(CHs)3), 26.7, 26.3 (C-3, C-4).

Die spektroskopischen Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein.t>
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7.6.23 N, N3 N°-Tris(6-tert-butyloxycarbonylaminohex-1-yl)-1,3,5-

benzentricarbonsdureamid (15)113 114

In Anlehnung an eine literaturbekannte Vorschrift''* wurden 1.06 g (4.91 mmol) 16 und
6.8 mL abs. Pyridin in 17 mL abs. Dichlormethan gelost. Bei 0 - 5°C wurden 321 mg
(1.21 mmol) Trimesoylchlorid geldst in 17 mL abs. Dichlormethan zu der Losung gegeben. Die
Reaktionslosung wurde fiir 44 h bei RT geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das
Gemisch zweimal mit je 25 mL H,O gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und dreimal mit Toluol codestilliert. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdaulenchromatographisch

(CHCl3/MeOH/AcOH, 29:1:0.5 - CHCls/MeOH/AcOH 19:1:0.5) gereinigt.

Es wurden 926 mg (1.15 mmol) N N3 N°-Tris(6-tert-butyloxycarbonylaminohex-1-yl)-1,3,5-

benzentricarbonsaureamid (15) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 95 %.

Charakterisierung:
H
AN SN0
BocHN

6 4 2 H o
farbloser Feststoff BocHN/\/\B/\/
5 1 NH

Ri-Wert (CHCls/MeOH/AcOH, 9:1:0.5): 0.45 Ao/\j
BocHN

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 805.54 [M+H]*, 827.53 [M+Na]* M = 805.06 g/mol

gef.: 805.54 [M+H]*, 827.53 [M+Na]* Ca2H72N6Oo

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.43 (s, 3H, Harom), 6.99 (bs, 3H, CONH), 4.73 (bs, 3H,
NHBoc), 3.46-3.42 (m, 6H, H-1), 3.12 (t, 6H, 3Js6 = 6.8 Hz, H-6), 1.62-1.57 (m, 6H, H-2), 1.50-
1.45 (m, 6H, H-5), 1.40 (s, 27H, C(CHs)3), 1.38-1.35 (m, 12H, H-3, H-4).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 166.1 (NH-CO), 156.5 (NH-CO-0), 135.5 (Carom), 128.4
(CaromH), 40.1 (C-6), 39.8 (C-1), 30.1 (C-5), 29.3 (C-2), 28.5 (C(CHs)s), 26.1, 25.9 (C-3, C-4).
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7.6.24 Darstellung  von NI, N3,N°-Tris(1-azido-14-ox0-3,6,9,12-tetraoxa-15-

azahenicosan-21-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdaureamid (26)

Es wurden 440 mg (547 pumol) 15 in 15 mL TFA/TIPS/H20 (95:5:2) fiir 30 min bei RT zu 271 mg
(537 umol) 7 umgesetzt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck und
anschlieBender dreimaliger Coevaporation mit Toluol, um TFA-Rickstdnde zu entfernen,
wurde der erhaltene Riickstand ohne weitere Aufarbeitung fiir die nachfolgende Synthese
eingesetzt.

Zunachst wurden 628 mg (2.26 mmol, 4.5 eq) 6 und 1.85g (4.87 mmol, 9eq) HATU
eingewogen und flir 1.5 h im HV getrocknet. Anschliefend wurde der Riickstand in 6 mL DMF
aufgenommen und bei RT wurden 913 pL (694 mg, 5.37 mmol, 10 eq) DIPEA und 271 mg
(537 umol, 1 eq) 7 gel6st in 6 mL DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fir 48 h bei
RT geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 5 mL
MeOH aufgenommen. Es wurde dreimal mit Toluol coevaporiert. Der erhaltene Riickstand
wurde in 30 mL DCM aufgenommen und zweimal mit je 15 mL 0.5 M HCl gewaschen.
AnschlieBend wurde noch mit 20 mL NaHCOs, mit 20 mL gesattigter NaCl-Losung und mit
15 mL H,O gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden lber Natriumsulfat
getrocknet und nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das
Rohprodukt dreimal sdulenchromatographisch (DCM/MeOH/AcOH, 9:1:0.1; DCM/MeOH, 9:2;
DCM/MeOH, 9:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 139mg (108 umol) NI N3 N°-Tris(1-azido-14-ox0-3,6,9,12-tetraoxa-15-
azahenicosan-21-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdureamid (26) erhalten. Dies entspricht einer

Ausbeute von 20 % bezogen auf 7.
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Charakterisierung: 0 H
N3\/\O/\/O\/\O/\/O\)J\N/\/\/\/N Y
H
° 4 2 H
10 7 6 3 5'
i N3\/\O/\/O\/\O/\/OQJ\ /\/\)/
farbloses Ol
R-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.28 M -C12H82N48 g/ mol
5799IN15U18

HR-MS (ESI): m/z= Dber.: 1282.73 [M+H]*, 641.87 [M+2H]?*, 652.86 [M+H+Na]?*
gef.: 1282.73 [M+H]*, 641.87 [M+2H]2*, 652.85 [M+H+Na]2*

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.37 (s, 3H, Harom), 7.17-7.16 (m, 3H, NH-CaromO), 7.11-
7.07 (m, 3H, NH-CO), 3.95 (s, 6H, H-2), 3.66-3.64 (m, 42H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9),
3.45-3.42 (m, 6H, H-1°) 3.37 (t, 6H, 3/ = 5.0 Hz, H-10), 3.31-3.28 (m, 6H, H-6°), 1.61-1.59 (m, 6H,
H-2%), 1.55-1.53 (m, 6H, H-5), 1.43-1.34 (m, 12H, H-3*, H-4).

13C'NMR (100 MHZ, CDCI3): () [ppm] =170.3 (C'l), 166.1 (N H'CO), 135.3 (Carom), 128.5 (CaromH),
71.1,70.8,70.7,70.7,70.6, 70.5, 70.3 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9), 70.1 (C-2), 50.8 (C-10),
39.7 (C-1'), 38.3 (C-6'), 29.5, 29.3 (C-2', C-5'), 26.0, 25.9 (C-3', C-4').
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7.6.25 Darstellung von NI, N3,N°-Tris(1-azido-11-ox0-3,6,9-trioxa-12-

azaoctadecan-18-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdaureamid (25)

Es wurden 436 mg (542 pumol) 15 in 14 mL TFA/TIPS/H20 (95:5:2) fiir 30 min bei RT zu 268 mg
(530 umol) 7 umgesetzt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck und
anschlieBender dreimaliger Coevaporation mit Toluol, um TFA-Rickstdnde zu entfernen,
wurde der erhaltene Riickstand ohne weitere Aufarbeitung fiir die nachfolgende Synthese
eingesetzt.

Zunachst wurden 568 mg (2.43 mmol, 4.5 eq) 17 und 1.75g (4.60 mmol, 9 eq) HATU
eingewogen und flir 1.5 h im HV getrocknet. Anschliefend wurde der Riickstand in 5 mL DMF
aufgenommen und bei RT wurden 901 pL (685 mg, 5.30 mmol, 10 eq) DIPEA und 268 mg
(530 umol, 1 eq) 7 gel6st in 5 mL DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 48 h bei
RT geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 5 mL
MeOH aufgenommen. Es wurde dreimal mit Toluol coevaporiert. Der erhaltene Riickstand
wurde in 30 mL DCM aufgenommen und zweimal mit je 15 mL 0.5 M HCl gewaschen.
AnschlieBend wurde noch mit 20 mL NaHCOs, mit 20 mL gesattigter NaCl-Losung und mit
15 mL H,O gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet und nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde das
Rohprodukt zweimal sdulenchromatographisch (DCM/MeOH/AcOH, 9:1:0.1;, DCM/MeOH,

9:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 201 mg (174 umol) N, N3 N°-Tris(1-azido-11-oxo-3,6,9-trioxa-12-azaoctadecan-
18-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdureamid (25) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von

33 % bezogen auf 7.
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Charakterisierung: 0o H
Na/\/o\/\o/\/o\)J\H/\/\/\/N 0)
8 5 4 9 6 4 20 H
7 6 3 28 5 3 1
o (0] NH
.. N /\/O\/\o/\/o\)J\N/\/\)/
farbloses Ol 3 N
R-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.40 M =1150.34 g/mol

C51H87N 15015

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 1150.65 [M+H]*, 575.83 [M+2H]?*, 594.81 [M+H+K]?*
gef.: 1150.65 [M+H]*, 575.83 [M+2H]?*, 594.80 [M+H+K]?*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 8.34 (s, 3H, Harom), 4.05 (s, 6H, H-2), 3.72-3.62 (m, 30H,
H-3, H-4, H-5, H-6, H-7), 3.47-3.42 (m, 6H, H-1°), 3.37 (t, 6H, 3J = 5.2 Hz, H-8), 3.33-3.28 (m, 6H,
H-6'), 1.65-1.63 (m, 6H, H-2°), 1.58-1.54 (m, 6H, H-5), 1.38-1.36 (m, 12H, H-3*, H-4").

13C'NMR (100 MHZ, CDCI3): () [ppm] =171.2 (C-l), 166.1 (N H'CO), 137.6 (Carom), 128.6 (CaromH),
71.1, 70.8, 70.7, 70.5, 70.3 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7), 69.9 (C-2), 47.8 (C-8), 42.4 (C-1’), 39.6
(C-6"), 29.4,29.3 (C-2', C-5'), 26.1, 25.9 (C-3", C-4).
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7.6.26 Darstellung  von  NLN3,N°-Tris(1-amino-14-oxo-3,6,9,12-tetraoxa-15-

azahenicosan-21-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdaureamid (28)

Es wurden 50.4 mg (39.3 umol) 26 in 5 mL MeOH geldst. Es wurden 0.05 mL AcOH und eine
Spatelspitze Pd/C hinzugegeben. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die
Reaktion fiir 2 h bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT geriihrt.

Der Katalysator wurde mittels Filtration Uber Celite® entfernt. Das Losungsmittel wurde

anschlieRend unter vermindertem Druck entfernt.

Es wurden 42.0mg (34.9 umol) NLN3 N°-Tris(1-amino-14-oxo0-3,6,9,12-tetraoxa-15-
azahenicosan-21-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdureamid (28) erhalten. Dies entspricht einer

Ausbeute von 89 %.

(0]
Charakterisierung: H
& H2N\/\0/\/0\/\O/\/O\)J\N/\/\/\/N o
H

o]
9 8 5 4 6' 4' 2' H
HZN\/\O/\/O\/\O/\/O\),]J\N/\/\/\/N O
10 7 6 3 2 H 5'

3' 1

i /\O/\)/NH
HZN\/\O/\/O\/\O/\/O\)J\N
H

M =1204.49 g/mol
Cs7H105N9O1s

farbloses Ol

ReWert (DCM/MeOH, 9:1): 0.00

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 602.88 [M+2H]%**, 402.26 [M+3H]3*
gef.: 602.88 [M+2H]?*, 402.26 [M+3H]3*

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.37 (s, 3H, Harom), 4.00 (s, 6H, H-2), 3.73-3.62 (m, 42H,
H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9), 3.40 (t, 6H, 3/ = 7.0 Hz, H-1°), 3.27-3.23 (m, 6H, H-6"), 3.11
(t, 6H, % = 5.0 Hz, H-10), 1.67-1.63 (m, 6H, H-2*), 1.57-1.54 (m, 6H, H-5°), 1.43-1.40 (m, 12H,
H-3°, H-4").
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13C-NMR (100 MHz, MeOD): & [ppm] = 172.5 (C-1), 168.6 (NH-CO), 136.8 (Carom), 129.7
(CaromH), 71.7, 71.4, 71.3, 71.2, 71.2, 71.0, 70.8 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9), 67.9 (C-2),
41.0 (C-1’), 40.5 (C-10), 39.8 (C-6’), 30.3, 30.3 (C-2’, C-5'), 27.6, 27.5 (C-3’, C-&").
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7.6.27 Darstellung von NI, N3, N°-Tris(1-amino-11-oxo-3,6,9-trioxa-12-

azaoctadecan-18-yl)-1,3,5-benzentricarbonsaureamid (27)

Es wurden 139 mg (121 umol) 25 in 10 mL MeOH gel6st. Es wurden 0.1 mL AcOH und eine
Spatelspitze Pd/C hinzugegeben. Der Reaktionskolben wurde mit Wasserstoff geflutet und die
Reaktion fiir 2 h bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei RT geriihrt.

Der Katalysator wurde mittels Filtration Gber Celite® entfernt. Das Losungsmittel wurde

anschlieRend unter vermindertem Druck entfernt.

Es wurden 112 mg (104 umol) N?,N3 N°-Tris(1-amino-11-oxo-3,6,9-trioxa-12-azaoctadecan-
18-yl)-1,3,5-benzentricarbonsdaureamid (27) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von

86 %.

Charakterisierung: H

HZN/\/O\/\O/\/O\)J\H/\/\/\/N O

8 5 4' 2'

N/\/O\/\ /\/ \)J\N/\/\/\/N O
6 3 2 H 5
HoN /\/O\/\o/\/OQJ\ /\/\)/

farbloses Ol
R-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.00 M =1072.35 g/mol

Cs1H93NgO1s

HR-MS (ESI): m/z = ber.: 545.36 [M+H+NH4]?*, 358.23 [M+3H]**
gef.: 545.35 [M+2H]?**, 358.28 [M+3H]3*

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.37 (s, 3H, Harom), 4.00 (s, 6H, H-2), 3.69-3.68 (m, 30H,
H-3, H-4, H-5, H-6, H-7), 3.41 (t, 6H, 3/ = 6.8 Hz, H-1’), 3.27-3.24 (m, 6H, H-6), 3.12 (t, 6H,
3)=5.0 Hz, H-8), 1.67-1.64 (m, 6H, H-2‘), 1.58-1.53 (m, 6H, H-5‘), 1.43-1.41 (m, 12H, H-3,
H-4").

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & [ppm] = 171.1 (C-1), 166.0 (NH-CO), 137.4 (Carom), 128.5
(CaromH), 71.4, 71.2, 71.1, 70.8, 70.7 (C-3, C-4, C-5, C-6, C-7), 68.1 (C-2), 42.3 (C-1'), 39.3 (C-8),
39.4 (C-6'), 29.0, 28.8 (C-2/, C-5'), 26.2, 26.1 (C-3’, C-&').
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7.6.28 Darstellung von tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-[methyl-
(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-

nonulopyranosyl)onat-n-5-oxypentanoyl]onat (33)

Es wurden 161 mg (272 umol, 1 eq) 5 und 210 mg (552 pumol, 2 eq) HATU eingewogen und fir
1 him HV getrocknet. AnschlieRend wurde der Riickstand in 3 mL DMF aufgenommen und bei
RT wurden 133 pL (101 mg, 783 umol, 3 eq) DIPEA und 80.1 mg (261 umol, 1 eq) 10 gel6st in
3 mL DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 h bei RT gertihrt.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 3 mL MeOH
aufgenommen und dreimal mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch (DCM/MeOH, 9:1) an Kieselgel gereinigt.

Es wurden 146 mg (166 umol) tert-Butyl 14-Amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-[methyl-
(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-a-p-galacto-2-
nonulopyranosyl)onat-n-5-oxypentanoyl]-onat (33) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute

von 56 % bezogen auf 10.

Charakterisierung:

AcO 6 COzMe 10"
AcOI U N/\/ \/\0/\/0\/\0 120 <
AcHN 5 H 9 o

M = 880.93 g/mol

farbloses Ol C3sHs4N2020

R-Wert (DCM/MeOH, 9:1): 0.53

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 881.41 [M+H]*, 903.39 [M+Na]*
gef.: 881.40 [M+H]*, 903.38 [M+Na]*

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 5.39-5.36 (m, 1H, H-8), 5.30 (dd, 1H, 3Js7 = 1.7 Hz, 3J74 =
8.3 Hz, H-7), 5.24 (d, 1H, 3/ = 9.1 Hz, NHAc), 4.83 (ddd, 1H, 35 = 9.8 Hz, 3J3axa = 12.2 Hz, 3J3eq4
= 4.5 Hz, H-4), 4.31 (dd, 1H, /g0 = 2.5 Hz, Yss,0p = 12.3 Hz, H-9a), 4.10-4.03 (m, 3H, H-5, H-6,
H-9b), 4.00 (s, 2H, H-2*), 3.79 (s, 3H, CO,CHs), 3.77-3.74 (m, 1H, H-5'a), 3.73-3.60 (m, 12H, H-
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3 H-4“, H-5", H-6“, H-7", H-8"), 3.55 (t, 2H,3/ = 5.1 Hz, H-9°), 3.46-3.44 (m, 2H, H-10""), 3.22
(dt, 1H, 3Ja5b = 6.5 Hz, Usasb = 9.4 Hz, H-5'b), 2.56 (dd, 1H, 3Jseqs = 4.8 Hz, 2sax3eq = 12.9 Hz,
H-3eq), 2.29-2.25 (m, 2H, H-2’), 2.13 (s, 6H, 2x CH3-CO-0), 2.03 (s, 3H, CH3-C0-0), 2.01 (s, 3H,
CH3-CO-0), 1.96-1.89 (m, 1H, H-3ax), 1.87 (s, 3H, CH3-CO-NH), 1.72-1.67 (m, 2H, H-3’), 1.62-
1.55 (m, 2H, H-4’), 1.46 (s, 9H, -C(CHs)3).

13C-NMR (150 MHz, CDCls): & [ppm] = 169.6 (C-1°*), 81.6 (-C(CHs)3), 98.7 (C-2), 72.3 (C-6), 71.2,
70.7, 70.5, 70.5, 70.5, 70.2, 69.8 (C-3“, C-4“, C-5", C-6, C-7“, C-8", C-9"), 69.1 (C-4), 68.9
(C-2"), 68.5 (C-8), 67.3 (C-7), 64.4 (C-5'), 62.5 (C-9), 52.6 (CO,CHs), 49.5 (C-5), 49.5 (C-10"),
38.0 (C-3), 35.6 (C-2'), 28.8 (C-4’), 28.1 (-C(CH3)3), 23.2 (CH3-CO-NH), 21.0 (CH3-CO-O),
20.8 (CH3-CO-0), 20.8 (CH3-CO-0), 20.8 (CH3-CO-0).
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7.6.29 Darstellung des Trisialosids des  N.,N?N>-Trihexylbenzen-1,3,5-

tricarbonsdureamids (3a)

Es wurden 170 mg (211 pumol) 15 in 6 mL TFA/TIPS/H20 (95:5:2) fiir 30 min bei RT zu 116 mg
(230 umol) 7 umgesetzt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter vermindertem Druck und
anschliefender dreimaliger Coevaporation mit Toluol, um TFA-Rlckstdnde zu entfernen,
wurde der erhaltene Riickstand ohne weitere Aufarbeitung fiir die nachfolgende Synthese
eingesetzt.

Zunachst wurden 467 mg (789 pmol, 4 eq) 5 und 377 mg (992 umol, 5 eq) HATU eingewogen
und fir 1h im HV getrocknet. AnschlieBend wurde der Rickstand in 1.5mL DMF
aufgenommen und bei RT wurden 370 plL (282 mg, 2.18 mmol, 11 eq) DIPEA und 116 mg
(230 umol, 1 eq) 7 gel6st in 0.7 mL DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 25 h bei
RT gerihrt.

Das Rohprodukt wurde, um ein Abfallen des pH-Wertes zu verhindern, direkt im
Reaktionslosungsmittel einer saulenchromatographischen Reinigung unterzogen. Zunachst
wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch (DCM/MeOH/Triethylamin, 9:1:0.2) an
Kieselgel gereinigt. Dann erfolgte zweimal eine Reinigung mittels RP-HPLC per Hand an einer
Cig Saule (Saulenmaterial: Nucleodur Pyramid, 250x21 mm, 5 um, 300 A). Zur Elution diente
ein Laufmittelgemisch aus H20 und 20 % MeCN. Dann erfolgte eine Reinigung mittels RP-HPLC
an einer Cig Saule von Macherey&Nagel (Nucleodur Pyramid, 250x21 mm, 5 um, 300 A). Zur
Elution dienten die Laufmittelgemische A (H,O/FA 100:0.1) und B (MeCN/FA 100:0.1).
AnschlieBend erfolgte eine weitere normalphasige sdaulenchromatographische Reinigung

(DCM/MeOH, 9:1) an Kieselgel.

Es wurden 53.8mg (24.2 umol) des Trisialosids des NI,N3 N°-Trihexylbenzen-1,3,5-

tricarbonsdaureamids (3a) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 32 % bezogen auf 7.
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Charakterisierung:

COyMe H
M\ /\/\)J\N/\/\/\/N 0]
AcHN H

OAc

COzMe H
AcO /\/\)J\N/\/\/\/N 0]
AcHN H o) NH
AcO O;Me ) 1
\/Ow\ /5'\/3'\)J\ & g
AcO' fe) ) 2"
AcHN -2 o 5 2 N 5 3
Aco 4 3
farbloses Ol M = 2225.36 g/mol
C102H153N904s

R+-Wert (CHCI3/MeOH/AcOH, 9:1:0.5): 0.45

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 1113.01 [M+2H]?*, 1123.99 [M+H+Na]?*, 742.34 [M+3H]3>*
gef.: 1113.01 [M+2H]?*, 1123.99 [M+H+Na]?*, 742.34 [M+3H]3*

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.38 (s, 3H, Harom), 5.40-5.36 (m, 3H, H-8), 5.32 (dd, 3H,
3J67 = 2.0 Hz, 378 = 8.8 Hz, H-7), 4.78 (ddd, 3H, /a5 = 10.2 Hz, 3/3axa = 12.0 Hz, 3J3eq.a = 4.5 Hz,
H-4), 4.30 (dd, 3H, 3J/gos = 2.4 Hz, Yoaop = 12.3 Hz, H-9a), 4.16 (dd, 3H, 3Js56 = 2.1 Hz
3J6.7=10.7 Hz, H-6), 4.05 (dd, 3H, 3Jg,90 = 5.6 Hz, 2Joa,ob = 12.4 Hz, H-9b), 3.94 (dd, 3H, /45 = 10.4
Hz, H-5), 3.80 (s, 9H, CO,CHs), 3.78-3.73 (m, 3H, H-5"a), 3.40 (t, 6H, 3/ = 7.0 Hz, H-1%), 3.25 (dft,
3H, 34,56 = 6.2 Hz, Ysasb = 9.4 Hz, H-5’b), 3.18 (t, 6H, 3J56 = 6.9 Hz, H-6), 2.61 (dd, 3H, 3J3eq.e
= 4.7 Hz, Y3ax3eq = 12.7 Hz, H-3eq), 2.19 (t, 6H, 3J2.3- = 7.3 Hz, H-2’), 2.13 (s, 9H, CH3-CO-0), 2.10
(s, 9H, CH3-CO-0), 1.99 (s, 9H, CH3-CO-0), 1.83 (s, 9H, CH3-CO-NH), 1.79 (t, 3H, 2J3ax3eq = 12.5
Hz, H-3ax), 1.68-1.60 (m, 12H, H-3’, H-2""), 1.56-1.50 (m, 6H, H-4’, H-5”), 1.42-1.40 (m, 12H,
H-3”, H-4").

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & [ppm] = 175.9 (C-1’), 173.5 (CH3-CO-NH), 172.4 (CH3-CO-O),
171.8 (CH3-CO-0), 171.7 (CHs-CO-0), 171.5 (CH3-CO-0), 169.7 (C-1), 168.6 (NH-CO), 136.8
(Carom), 129.7 (CaromH), 100.0 (C-2), 73.1 (C-6), 70.7 (C-4), 69.5 (C-8), 68.7 (C-7), 65.5 (C-5), 63.5
(C-9), 53.2 (COCH3), 50.1 (C-5), 41.0 (C-1”"), 40.2 (C-6”), 39.1 (C-3), 36.6 (C-2’), 30.1 (C-4’),
30.4, 23.6 (C-2”, C-5”), 27.6, 27.6 (C-3”, C-4""), 22.7 (CH3-CO-NH), 21.3 (CH3-CO-0), 20.9 (CHs-
C0-0), 20.7 (CH3-CO-0), 20.7 (CH3-CO-O).
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7.6.30 Darstellung des Trisialosids des  N.,N?N>-Trihexylbenzen-1,3,5-

tricarbonsdureamids (4a)

Es wurden 197 mg (332 umol, 3.5 eq) 5 und 192 mg (505 umol, 5 eq) HATU eingewogen und
flr 1 h im HV getrocknet. AnschlieRend wurde der Rickstand in 0.8 mL DMF aufgenommen
und bei RT wurden 170 pL (129 mg, 996 umol, 12 eq) DIPEA und 113 mg (93.8 umol, 1 eq) 28
gelost in 0.8 mL DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT geriihrt. Nach 10 min
wurden weitere 90 pL, nach 1.5h weitere 50 uL und nach 20 h weitere 90 uL DIPEA
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir insgesamt 22 h bei RT gerhrt.

Das Reaktionsgemisch wurde in 3 mL Xylol aufgenommen und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde erneut in 2 mL MeOH aufgenommen und
mit Xylol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde zunachst mittels RP-HPLC per Hand an einer
Cis Saule (Saulenmaterial: Nucleodur Pyramid, 250x21 mm, 5 pm, 300 A) gereinigt. Zur Elution
diente ein Laufmittelgemisch aus H,0 und 20 % MeCN. AnschlieRend erfolgte zweimal eine
normalphasige sdulenchromatographische Reinigung (DCM/MeOH, 9:1 > DCM/MeOH, 3:1)

an Kieselgel.

Es wurden 87.1mg (29.8 umol) des Trisialosids des N?,N3 N°-Trihexylbenzen-1,3,5-
tricarbonsdureamids (4a) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 32 % bezogen

auf 28.
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Charakterisierung:

OAc

AcOr? 0 H
WO NH\/\O/\/O\/\O/\/O\)J\N/\/\/\/N 0
AcO OAc AcO CO,Me o . H
AcO'* 0 H
AcHN 0 NH\/\O/\/O\/\O/\/O\)J\N/\/\/\/N 0
AcO OAc 1 H
AcO_ g 6 C202M65' 5 0] o 0 quNH
AcHN-SL=7> 4 2 NN I NI gy 2"
AcO 3 10" 7™ e 3 2"y 5" 3
farbloses Ol M = 2925.15 g/mol
Rs-Wert (CHCIz/MeOH/AcOH, 9:1:0.5): 0.45 C132H210N12060

HR-MS (ESI): m/z= ber.: 1462.69 [M+2H]?*, 975.47 [M+3H]3*
gef.: 1462.55 [M+2H]?**, 975.37 [M+3H]3*

'H-NMR (600 MHz, MeOD): 6 [ppm] = 8.39 (s, 3H, Harom), 5.38 (ddd, 1H, 3Js7 = 8.3 Hz, 3Job s =
5.4 Hz, 3Js58= 2.5 Hz, H-8), 5.32 (dd, 1H, 3J67 = 2.1 Hz, 3J73 = 8.8 Hz, H-7), 4.78 (ddd, 1H, 3/s5 =
10.2 Hz, 3/3ax4 = 12.2 Hz, 3J3eq4 = 4.6 Hz, H-4), 4.31 (dd, 1H, 3362 = 2.6 Hz, 2Joa0p = 12.4 Hz, H-
9a), 4.16 (dd, 3H, 3Js6 = 2.1 Hz, 3Jg7 = 10.7 Hz, H-6), 4.05 (dd, 3H, 3Js,95 = 5.5 Hz, 2Joaop = 12.4
Hz, H-9b), 3.95 (dd, 3H, 3Ja5 = 10.4 Hz, H-5), 3.98 (s, 6H, H-2*), 3.81 (s, 9H, CO>CH3), 3.76 (dt,
3H, 3J45a = 6.1 Hz, 525 = 9.4 Hz, H-5'a) , 3.68-3.60 (m, 42H, H-3“, H-4", H-5", H-6"/, H-7",
H-8“, H-9"), 3.42-3.40 (m, 6H, H-1**), 3.36-3.28 (m, 6H, H-10"), 3.27-3.25 (m, 9H, H-5’b, H-
6'“), 2.61 (dd, 3H, 3J3eqa = 4.5 Hz, %3ax3eq = 12.6 Hz, H-3eq), 2.22 (t, 6H, 3J.3- = 7.7 Hz, H-2),
2.13 (s, 9H, CH3-CO-0), 2.10 (s, 9H, CH3-CO-0), 2.00 (s, 9H, CH3-CO-0), 1.83 (s, 9H, CHs-CO-
NH), 1.79 (t, 3H, %J3ax,3eq = 12.3 Hz, H-3ax), 1.68-1.60 (m, 12H, H-3’, H-2"""), 1.56-1.50 (m, 6H,
H-4’, H-5""), 1.42-1.40 (m, 12H, H-3“, H-4").

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & [ppm] = 176.1 (C-1’), 173.5 (CH3-CO-NH), 172.6 (C-1”), 172.4
(CH3-€C0O-0), 171.7 (CH3-CO-0), 171.7 (CHs-CO-0), 171.5 (CH3-CO-O), 169.7 (C-1), 168.6
(NH-CO), 136.8 (Carom), 129.7 (CaromH), 100.0 (C-2), 73.1 (C-6), 71.9, 71.5, 71.4, 71.4,71.3,71.2,
71.2 (C-3”, C-4”, C-5”, C-6”, C-7”, C-8”, C-9”"), 70.8 (C-2”), 70.7 (C-4), 69.5 (C-8), 68.7 (C-7),
65.5 (C-5'), 63.5 (C-9), 53.2 (CO2CH3), 50.1 (C-5), 41.0 (C-1"), 40.3 (C-10"), 39.8 (C-6""), 39.1
(C-3), 36.5 (C-2’), 30.4 (C-4’), 30.3, 23.5 (C-2"”, C-5""), 27.6, 27.5 (C-3"", C-4""), 22.6 (CH3-CO-
NH), 21.2 (CH3-CO-0), 20.8 (CH3-CO-0), 20.7 (CH3-CO-0), 20.6 (CH3-CO-O).
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8 Toxikologische Daten

Tab. 3: Gefahren- und Sicherheitshinweise gemall dem ,Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals” (GHS).

. Gefahren- Sicherheits-
Substanz Piktogramm . . . .
hinweise hinweise
Aceton :g;Z-H319- P210, P233,
EUHO66 P305+P351+P338
. . > 0 ’
Acetonitril (2 99.9%) E;g; H312, P305+P351+P338,
P403+P233
P210, P280
. N H225, H314, ! !
Acetylchlorid g > M3 P305+P351+P338,
EUHO14
P310
N-Acetylneuraminsaure H319 P305+P351+P338
P280,
Ameisensaure Eﬁ”ﬁ: H226, H314 P305+P351+P338,
P310
P280, P273,
. = H314, H335, P301+P330+P331,
0 N
Ammoniak (ag, 25%) by H400 P305+P351+P338,
P309, P310
Ammoniumchlorid H302, H319 P305+P351+P338
P273, P280,
\ ponass, PRI
Bromessigsdure g & H33, H314, ’
H317. HA00 P304+P340, P305+
! P351+P338,
P309+P310
Bromessigsaure-tert- H226, H315, P210, P280,
butylester H319, H335 P305+P351+P338

tert-Butanol

H225, H319,
H332, H335,
H336

P210, P233, P240,
P241,

P304+P340+P312,
P305+P351+P338
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H315, H319, P261,

Calciumchlorid H335 P305+P351+P338

H302, H331,

H315, H319, P261, P281,
Chloroform & H351, P305+P351+P338,
H361d, P311

H336, H372

H302, H331,

H315, H319, P261, P281,
Chloroform-d & H351, P305+P351+P338,
H361d, P311

H336, H372

P201, P302+P352,
Dichlormethan @ :;;Z :g;? P305+P351+P338,
! P308+P313

_ H224, H302,
Diethylether @ @ e P210, P261

P210, P280,
y H225, H302, P301+P312+P330
N,N-D r |- z ! ! !
i ISOpropy H318, H331, P304+P340+P311,
ethylamin H335 P305+P351+P338+
P310
H226, P280, P302+P35 2,
N,N-Dimethylformamid H312+H33, P305+P351+P338,
H319, H360d P308+P313
H225, H3tg, P202 P20,
H335 Haso D233 P240,
1,4-Dioxan EUHO’19 " P305+P351+P338,
EUHOGG. P308+P313,
P403+P233
P210, P280,
H226, H330, P309+P310,
Di-tert-butyldicarbonat % H315, H319, P304+P340-P305+
H317 P351+P338,
P302+P352

P210, P280,
- _— H226, H290, P301+P331,
i
Essigsaure @ H314 P305+P351+P338,
P308+P310

.. . 55 H226, H302, P280, P305+351+338,
L
Essigsdureanhydrid @ @ H314, H332 P310
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Ethanol

H225, H319

P210, P240,
P305+P351+P338,
P403+P233

Ethylacetat

H225, H319,
H336

P210, P240,
P305+P351+P338

HATU

H317, H334

P261, P272, P280,
P284, P302+P352,
P304+P340+P312

n-Hexan

H225, H304,
H361f,

H373, H315,
H336, H411

P210-P240-P273-
P301+P310-P331-
P302+P352-P403+P235

5-Hexen-1-ol

H226, H314

P210, P280,
P301+P330+P331,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338+
P310

Hexamethylendiamin @

H302, H312,
H314, H335

P261, P280,
P305+P351+P338,
P310

Kaliumhydroxid

O

H290, H302,
H314

P280,
P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P308+P310

Methanol

®

H225, H301,
H311, H331,
H370

P210, P260, P280,
P301+P310,
P307+P311

Methanol-d,4

®

H225, H301,
H311, H331,
H370

P210, P260, P280,
P301+P310,
P307+P311

Natrium

Natriumazid

@ ©

H300+H310+
H330, H373,
H410,
EUHO032

P262, P273, P280,
P301+P310+P330,
P302+P352+P310,
P304+P340+P310

Natriumchlorid

Kein gefihrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

Natriumhydrid

®

H228, H260,
H314

P210, P223,
P231+P232, P280,
P370+P378, P422
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. . P220,
Natriumnitrat H272, H302 P3054P3514P338
Natriumsulfat Kein gefahrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

Natriumhyd -
atriumnydrogen Kein gefahrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

carbonat
P280,
| _ P301+P330+P331,
Natriumhydroxid H230,H314  b305+p3514P338,
P308+P310

H272, H301, P220, P261,

Natriumperiodat H315, H319, P301+P310,

®

H335 P305+P351+P338

P280, P302+P352,

Pd/C H315, H319 P305+P351+P338
P201, P210
H350, H34 P
Petrolether 350, H340, P301+P310,

H304, H225 P308+P313, P331

H225, H319, P210, P261,

2-Propanol H336 P305+P351+P338

H225, H332, P210, P233,

Pyridin H302, H312 P302+P352

SO
QD

P260, P273, P280,
Ruthenium(lll)-chlorid @ @ H302, H314, P301+P312,
Hydrat H411 P303+P361+P353,

P305+P351+P338

P260, P280,
. = H290, H314, P303+P361+P353,
[» LN
Salzsgure (37%) @ H335 P304+P340+P310,
P305+P351+P338

Silbersalicylat Kein gefihrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

P280,

) P301+P330+P331,

Schwefelsaure (98%) g H290, H314 P303+P361+P353,

P305+P351+P338+
P310

H301+H311+ P201, P273, P280,

?5; ;Ig H331, H351, P301+P310+P330,

Tetrachlormethan H372, H412, P302+P352+P312,
H420 P502
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Tetraethylenglycol

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

Tetrahydrofuran

H225, H351,
H319, H335

P210, P233, P243,
P305+P351+P338

p-Toluolsulfonsaure-

H290, H315,

P280, P302+P352,

=5
. = P305+P351+P338+
chlorid @ H317, H318 P310
H225, H304, P210, P261, P281,
Toluol H315, H336, P3014P310-P331
H361, H373
H225-H302- P210, P280,
Triethylamin gy H312-H314- P305+P351+P338,
H332 P310
Triethylenglycol Kein gefahrliches Produkt im Sinne der EG-Verordnung Nr. 1272/2008

Trifluoressigsaure

®

H290, H331,
H314, H412

P260, P273, P280,
P303+P361+P353,
P305+P351+P338,
P312

Triisopropylsilan

H226

P210, P233, P241,
P242, P243

Trimesoylchlorid

H302, H314

P280,
P305+P351+P338,
P310

Wasserstoff

H220, H280

P210, P377, P381,
P403

Xylol

S SO
& OO

H226, H304,
H312+H332,
H315, H319,
H335, H373

P210, P260, P280,
P301+P310,
P305+P351+P338,
P370+P378
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