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Uberblick

Bei der Biofabrikation werden Zellen mit einem Biomaterial versetzt (vereint werden diese als
Biotinte definiert) und durch additive Fertigungsmethoden wie dem 3D-Druck zu
hierarchischen Strukturen aufgebaut. Zur Herstellung von kinstlichen Gewebe und zukiinftig
auch von funktionalen Organen ist ein detailliertes Zellverstandnis essentiell. Im Rahmen
dieser Dissertation wurden Systeme generiert, um die Zellmembranen von mesenchymalen
Stromazellen gezielt zu verandern und um die Modifikationen zu charakterisieren. Durch
Inkubation mit unnatirlichen Zuckern werden diese von Zellen aufgenommen und in den
Zellmetabolismus eingeschleust und auf die Glycoproteine tibertragen. Diese Methode ist als

metabolic glycoengineering bekannt.

Dazu wurden diverse humane Saccharid-Analoga mit bioorthogonalen Gruppen (Azid oder
Alkin) synthetisiert. Alle in dieser Arbeit vorgestellten Molekiile wurden NMR-spektroskopisch

als auch massenspektrometrisch charakterisiert.

Die acetylierten Mannosamin-Derivate konnten tiber zwei Stufen und die Sialinsaure-Derivate
Uber sechs Stufen synthetisiert werden. Sialinsduren sind die terminalen Zucker an
Glycanketten von Proteinen mit wichtigen biologischen Funktionen. Im Rahmen des SFB
TRR225 konnte in Kooperation mit der Gruppe von Prof. Dr. R. Ebert der Einbau der
Saccharide in mesenchymalen Stromazellen durch Fluoreszenzmikroskopie evaluiert werden.
Aufgrund des effizienteren Einbaus der Sialinsaure mit Alkingruppe gegeniber der mit
Azidgruppe, wurde dieser in den folgenden massenspektrometrischen Analysen eingesetzt.
Die Messungen der markierten Glycoproteine wurden von Dr. Marc Driessen durchgeftihrt und
der metabolische Einbau von SiaNAl und AcsManNAl in den Stromazellen gegentibergestellt.
55 Glycoproteine konnten durch SiaNAI und 94 durch AcsManNAI charakterisiert werden. Ein
Abgleich der Proteindatenbanken eine Anreicherung von Proteine durch Ftterung von SiaNAI
die in Signaltransduktion, Zellkontakte und Differenzierung involviert sind, womit metabolic
glycoengineering prinzipiell zur Optimierung von Biofabrikationsprozessen genutzt werden

kann.

Diese Hypothese wurde weiterhin untersucht, indem die Zellsteifigkeit und damit
korrelierenden Schutz vor Scherstress von metabolisch modifizierten Zellen zusammen mit
der Gruppe von Prof. Dr. B. Fabry gemessen wurden. Die Ergebnisse wiesen eine tendenzielle
Steigerung auf, jedoch konnten die Ergebnisse nicht reproduziert werden. Dies kdnnte durch
eine Optimierung der Versuchsbedingungen behoben werden. Als Modifikation der

Zellmembranen wurden hier ein Galectin-1 Liganden verwendet.

Dazu wurden diverse Galectin-1 Liganden auf Basis von Lactosamin dargestellt. Ein clickbarer

Disaccharid, das zusatzlich eine Doppelbindung fir spéatere Erweiterungen tragt, fungiert dabei
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als Grundbaustein (12 Stufen). Dieser wurde mit fluorsubstituierten, aromatischen Aziden
(sechs Molekile, jeweils sechs Stufen) oder Azide mit kleinem Rest (zwei Molekile, jeweils
zwei Stufen) umgesetzt. Rontgenkristallstrukturen von Galectin-1 mit den Liganden wurden
zusammen mit Dr. Clemens Grimm gemessen und zeigten fur die fluorierten Liganden nur
partielle Elektronendichten, aber vollstandige Elektronendichten fir die Liganden mit kurzem
Rest (PDB-ID: 8B0Z und 8BOW). Die Dissoziationskonstanten wurden durch isotherme
Titrationskalorimetrie bestimmt und sind in der GréRenordnung des natirlichen Liganden
Lactosamin (Kp(LacNAc) = 91 um). Die zusatzlichen Wechselwirkungen zwischen Ligand und
Protein steigern die Enthalpie AH, werden jedoch durch verdrangtes Wasser und dem

verbundenen Verlust der Entropie AS kompensiert.

AnschlieRend sollten die Galectin-1 Liganden fur das glycoengineering durch die Einfihrung
einer weiteren Azidgruppe angepasst werden, damit diese kovalent an die Zellmembran
gebunden werden kénnen (nach Futterung mit Alkinzuckern). Dazu wurde einmal tber finf
Stufen ein Azido-Tetrazin dargestellt, das eine orthogonale Cycloaddition mit den zuvor
dargestellten Liganden an der Doppelbindung eingeht. Ein fluorsubstituierter, aromatischer
Ligand wurde somit erweitert (zwei Stufen) und fur die bereits erwahnten Messungen zur
Zellsteifigkeit zur Verfiigung gestellt. Eine weitere Modifikation der Galectin-1 Liganden ist, die
Erweiterung mit einer Azidgruppe und gleichzeitig der Einfihrung eines Fluorophors. Dazu
wurde eine orthogonale Syntheseroute entwickelt, die Uber das Biomolekul Lysin diese drei
Eigenschaften vereint (sieben Stufen). Als Fluorophor wurde das kleine Molekul ,,Pacific Blue*

ausgewahlt.

Zuletzt wurden ebenfalls als mogliche Derivate fir metabolisch verédnderte Zellen Azid-
funktionalisierte Oligosaccharide (insgesamt sechs Reaktionsstufen, zwei Trisaccharide, ein
Tetrasaccharid) zusammen mit Dr. Maria Ortiz-Soto hergestellt. Die Variationen der
Glycosylierungsmotive an den Glycoproteinen erlauben eine Vielzahl spezifischer
Interaktionen zwischen Proteinen und den Glycobindungspartnern, was sich wiederum auf das

Zellverhalten auswirkt.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit diverse humane Saccharid-Analoga synthetisiert und die
Molekdile hinsichtlich ihrer Struktur und der biologischen Wirkung charakterisiert werden.
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Overview

In the field of biofabrication, cells are mixed with biomaterials (forming bioinks) to produce
hierarchical structures using additive manufacturing such as 3D printing. A detailed
understanding of cells is crucial for the production of artificial tissue and, in the future, also of
functional organs. In this work, systems were generated to specifically modify the cell
membranes of mesenchymal stromal cells. Unnatural saccharides are introduced into the cell
metabolism during incubation and transferred onto extra- and intracellular glycoproteins. This
method is known as metabolic glycoengineering. For this purpose, various human saccharide
analogues with a bioorthogonal group (azide or alkyne) were synthesised. All molecules

presented in this work were characterised by NMR spectroscopy and mass spectrometry.

Acetylated mannosamine and sialic acid derivatives were synthesised over two and six steps,
respectively. Sialic acid is the terminal saccharide in complex glycan chains of proteins and
mediates biological functions. The incorporation of the synthetic saccharides in mesenchymal
stromal cells were evaluated by fluorescence microscopy in cooperation with the research
group of Prof. Dr. R. Ebert (within the framework SFB TRR225). The alkyne variant displayed
a more efficient incorporation and was chosen for the following mass spectrometric analysis.
Therefore, lysates from stromal cells incubated with SiaNAI or AcsManNAI were measured by
Dr. Marc Driessen. 55 and 94 glycoproteins were identified using SiaNAl and AcsManNAl,
respectively. A comparison of protein databases indicated an enrichment for SiaNAIl labelled
proteins involved in signal transduction, cell junction and differentiation and thus metabolic

glycoengineering can be used to optimize biofabrication processes.

This hypothesis was also investigated by measuring the cell stiffness and the correlating
protection from shear stress of modified cells with the research group of Prof. Dr. B. Fabry.
These experiments showed a tendency to increase the stiffness, but the results could not be

reproduced. A synthetic galectin-1 ligand was used as maodification of the cell membrane.

For this a bifunctionalised disaccharide (12 steps) was synthesised and expanded with six
fluoraromatic azides (each six steps) and two azides with short chains (each two steps). In
cooperation with Dr. Clemens Grimm galectin-1 crystals soaked with the ligands were
measured and evaluated. A complete electron density for the truncated variants (PDB-ID:
8B0Z und 8BOW). To finally enable covalent coupling to the cell membrane (after incubating
cells with alkyne sugars) the ligands were further reacted in an orthogonal cycloaddition with
an azido tetrazine (7 steps overall). In another synthetic route the ligand was combined with a

fluorophore for visualisation (pacific blue) with the azide in the side chain (seven steps).

In total, various human saccharide analogues were synthesised and were characterised in this

work with regard to their structure and biological effect.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Knapp 40 % der Deutschen besafRen im Jahr 2020 einen Organspendeausweis, der beim
Eintreten eines Todesfalls den Arzten erlaubt, Organe zu entnehmen und diese einem anderen
Patienten zu transplantieren.”! Aufgrund bestimmter Voraussetzungen sind Organspenden
verhaltnismaRig selten. Erst beim seltenen Fall eines Hirntodes kann der Patient als Spender
in Betracht gezogen werden. Dabei missen die restlichen Organe bis zur Operation mit
Nahrstoffen und Sauerstoff durch kinstliche Herz-Kreislaufsysteme versorgt werden.
Hirnblutungen oder Hirnschaden sind die haufigsten Todesursachen (51.3 % und 23.4 %) von
Organspendern.®! AuBerdem muss der Spender gesund sein und viele Infektionen oder

Krebserkrankungen verhindern eine sichere Ubertragung des gefragten Organs.™

Beispielsweise wurden im Jahr 2021 in Deutschland 1992 Nieren transplantiert, wahrend 6593
Patienten auf eine Niere warten. Durch den fortlaufenden medizinischen Fortschritt sind ein
Jahr nach der Spende 88 % und nach funf Jahren 75 % der Nieren an den Korper des

Empfangers angepasst.®

Eine L6sung zur Deckung des hohen Bedarfs an Spenderorganen bietet der Ansatz der
regenerativen Medizin. Ziel ist es, kinstliche Organe und Gewebe zu erzeugen und bendétigte
Materialien auf ihre Biovertraglichkeit zu testen. So wurde im Jahr 1997 ein Polymerkonstrukt
in Form eines menschlichen Ohres mit Chondrozyten (Knorpelzellen) besiedelt und 12
Wochen unter der Haut einer Maus inkubiert. Die Neubildung von Knorpel wurde beobachtet,
jedoch war dieses Ohr nicht funktional, womit es letztlich nur eine Ansammlung von Zellen in

der Form eines menschlichen Ohres war.[8!

In einem weiter entwickelten Beispiel wurde einem Patienten ein kinstlicher Kieferknochen
hergestellt und eingesetzt. Dem Mann wurde der Unterkiefer aufgrund einer Krebserkrankung
entfernt. Acht Jahre spater wurde von Wanke et al. der fehlende Kieferknochen kinstlich
ersetzt. Dazu wurde ein Titannetz mit Knochenmineralien, einem Wachstumsfaktor (bone
morphogenic protein 7) und Kollagen | befillt. SchlieBlich wurde noch Knochenmark des
Patienten zugegeben, dessen Stammzellen durch die Anwesenheit des Wachstumsfaktors in
Knochenzellen differenzieren.[”? Auch wenn die chemische Zusammensetzung des Gemisches
nahezu mit dem eines natlrlichen Knochens Ubereinstimmt, muss dieses zuerst reifen und die
Zellen mineralisieren, um schlie3lich als Knochenersatz zu fungieren. Dieses wurde dem
Patienten selber fiir sieben Wochen in den Riicken (latissimus dorsi) eingesetzt, wo dieses mit
Blut und Nahrstoffen versorgt wurde. Wahrend den Operationen und der Reifung im Ricken
des Patienten wurden keine Infektionen oder andere Komplikationen festgestellt. Das gereifte

Gebilde wurde zusammen mit einem Teil des Muskels fur die Blutversorgung an den
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Unterkiefer angebracht. Nach knapp zwei Wochen konnte weiterhin Knochenbildung und
Mineralisierung beobachtet werden. Vier Wochen nach der Montur des kunstlichen
Unterkiefers konnte der Patient seit neun Jahren seine erste feste Mahlzeit, trotz fehlender

Zahne an der Unterseite, genieRRen.

Dieses Beispiel zeigt grundlegende Vorgehen, die analog zu den Prozessen im folgenden
Kapitel beschriebenen Biofabrikation angewendet werden (Schema 1). Die Schlusselschritte
sind die Enthahme von humanen Zellen (Stammzellen), Vermischung mit einem
biokompatiblen Material (Knochenmark, Kollagen | und ein Wachstumsfaktor), Nachreifung
sowie Versorgung mit Nahrstoffen (siebenwéchige Einlagerung in den Riicken) und schlieflich

der Einsatz in den Patienten (Montur des kinstlichen Knochens an den fehlenden Unterkiefer).



2. Kenntnisstand

2 Kenntnisstand

2.1 Kiunstliche Gewebeziichtung und Biofabrikation

Gewebezichtung und regenerative Medizin (eng. tissue engineering and regenerative
medicine, TERM) arbeitet an einer Losung, um kiinstliche Organe zu erzeugen. Unter diesem
Begriff werden mehrere Disziplinen vereint, unter anderem die Stammzellforschung,
Nanotechnologie, funktionale Gerilistmaterialien und additive Fertigung.®! Ziel dieser

Forschung ist fehlendes oder beschadigtes Korpergewebe zu ersetzen.%

Gewebe bestehen aus mehreren Zelltypen und aus extrazellularer Matrix (ECM), die meistens
mit einem neuronalen Netzwerk durchwachsen und vaskularisiert (mit Blutgefal3en versorgt)
sind.*Y Die klassische Gewebeziichtung, bei der ein vorgefertigtes Gertist mit Zellen besiedelt
wird, ist nicht in der Lage, die Zellen gezielt zu platzieren und somit hierarchische Geriiste und
komplexe Mikrostrukturen zu erzeugen, weswegen die Methoden weiterentwickelt werden.
Additive Fertigungsmethoden wie der 3D-Druck uberwinden diese Probleme und sind durch
das Drucken mehrerer Schichten (multilayer) mit diversen Zellen in der Lage, komplexe Mikro-
und Makrostrukturen zu erzeugen (Schema 1).1%2

Die Biofabrikation wird in drei Phasen unterteilt. Im ersten Schritt (pre-processing) muss die
zuklnftige Form des Konstrukts geplant und modelliert werden. Parallel dazu werden einem
Patienten Zellen entnommen (1) und diese in vitro kultiviert (2). Hier eignen sich besonders
Stammzellen mit der Fahigkeit in andere Zelltypen zu differenzieren. Bei ausreichend
gewachsener Anzahl an Zellen werden diese mit einem Biomaterial vermischt (3). Wichtig ist
die Unterscheidung der Begriffe Biomaterial-Tinten und Biotinten. Von Biomaterial-Tinten wird
gesprochen wenn azellulare Konstrukte danach mit Zellen besiedelt werden oder als Implantat
fungieren, wohingegen Biotinten bereits vor dem Druck lebende Zellen enthalten.®! In der
Verarbeitungsphase (processing) werden die Biotinten mit einem geeigneten 3D-Drucker in
das gewlnschte Gerlist gebracht (4). Hierfir werden haufig die Druckmethoden
Tintenstrahldruck, Dispensdruck und laserinduzierter Vorwartstransfer verwendet.!2% Das
frisch gebildete Gertist enthalt in der Regel eine verhaltnismaRig geringe Zellzahl und muss
noch zum fertigen Gewebe reifen (post-processing, 5). Dazu werden beispielsweise in vitro
Bioreaktoren verwendet, die in der Lage sind, das Gerlist aus Hydrogel und Zellen mit
Néhrstoffen zu versorgen. So kdnnen pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffzufuhr genau
kontrolliert und die nattrliche Mikroumgebung des Gewebes simuliert werden. Zuletzt kann
das gereifte Gewebe dem Patienten fehlende oder beschadigte Stellen ersetzen (6).12 4
Weiterhin werden diese Gewebe ebenfalls fur in vitro Studien und auch fur

Arzneimitteluntersuchungen verwendet.*S! Eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen 2D-



und 3D- Zellkulturen stellt der sogenannte organ-on-a-chip dar. Dieses mikrofluidische
Zellkulturgerat simuliert die Physiologie von Gewebe und Organen, das grol3es Potential fur

die Erforschung von Krankheitsursachen und Gewebeentwicklung mit sich bringt.[8

bl T
s Humane Zellen

"

Mensch Zellkultur
6) 3)
gereiftes Gewebe | Fabrikation

R,

NaEE'reifung

Schema 1: Prinzip von Biofabrikation. 1) Entnahme von humanen Zellen aus einem Patienten. 2) Vermehrung der
Zellen. 3) Vermischung zu einer 3D-Druck geeigneten Biotinte und Herstellung des Konstrukts. 4) Nachreifung des
fabrizierten Konstrukts, z.B. in einem Bioreaktor. 5) Zersetzung des Biomaterials und Reifung zu einem Gewebe.
6) Ersatz durch kinstliches Gewebe an beschadigten oder fehlenden Stellen. Erstellt mit BioRender.com

Aufgrund der Zell-ECM-Wechselwirkung ist die Wahl der Biotinte entscheidend fir die
Proliferation der Zellen. Zusatzlich muss diese flr den Druckprozess geeignet sein, um
einerseits die hohe Uberlebensrate der Zellen zu garantieren und anschlieRend ein
formstabiles 3D-Konstrukt zu bilden.! Bisher wurden diverse Biotinten aus natirlichen
Proteinen oder komplexen Kohlenhydraten verwendet, die in der ECM der Zelle enthalten sind
wie beispielsweise Hyaluronsauren, Alginat oder Gelatine. Aber auch synthetische Polymere
werden als Biotintenmaterial verwendet und kdnnen oft leichter modifiziert und somit den
gewunschten rheologischen Anforderungen angepasst werden. Eine Ubersicht ausgewahlter
Biotinten ist in Tabelle 1 dargestellt. Haufig werden auch Kombinationen aus mehreren
Polymeren flr den 3D-Druck verarbeitet. Beispielsweise konnte Schmid et al. zeigen, dass ein
Gemisch aus Alginat (0.5 %), Hyaluronsédure (0.1 %) und Gelatine (3 %) die in vitro
Tumorumgebung hervorragend imitiert. Weiterhin konnten Formstabilitdten der 3D-Modelle
sowie mit bis zu 80 % hohe Uberlebenszahlen der Zellen auch nach dem Druck garantiert

werden."]
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Tabelle 1: Verwendete Biomaterialien zur Anwendung am 3D-Druck.[**13 Monosacchrid-Einheiten sind b-Zucker,
wenn nicht anders genannt.

Biotinten Aufbau Besonderheit

Polysaccharide

Hyaluronséaure Glycosaminoglycan (GAG) aus bioabbaubar, hochgradig bioaktiv,
Glucoronséure und N-Acetylglycosamin | enthalt Adhasionsmotive, beeinflusst
Viskositét
Alginat Monomereinheiten Mannuronsaure und biologisch inert, Gelierung mit Ca2*

Guluronsaure

Agarose Monomereinheiten Galactose und biologisch inert, bioabbaubar,
3,6-Anhydro-L-galactopyranose beeinflusst Viskositét, Gelierung ist
thermoreversibel

Gellan Tetrasaccharid-Wiederholungseinheit bioabbaubar, beeinflusst Viskositat
aus zwei Glucose-, Glucuronséure- und

L-Rhamnose-Einheiten

Polypeptide

Gelatine denaturiertes Kollagen, hauptséchlich bioabbaubar, enthalt
Gly-Pro-X (X fur eine beliebige Adhasionsmotive, pH-abhangige
Aminosaure) Gewinnung bestimmt die Ladung

Kollagen Gly-Pro-X (X fur eine beliebige bioabbaubar, enthalt
Aminosaure) Adhésionsmotive, pH-abhéngige

Aggregation (fibrillogenesis)
Fibrinogen/Fibrin Glycoprotein bioabbaubar, enthalt
Adhasionsmotive
Seide verschiedene Peptide je nach bioabbaubar, wenig

Gewinnung (Spinnenseide oder Adhasionsmotive

Seidenspinner-Kokon)

Synthetische Materialien

Polycaprolacton (CsH10C(O)O)n bioabbaubarf!8l
Polyethylenglycol H(OCH2-CH2)nOH biologisch inert
Poloxamer Triblock-Copolymer aus biologisch inert, haufige Verwendung
(Pluronic) Poly(ethylenoxid) als Opfermaterial
ECM Gemische
Matrigel Proteine und Peptide, hauptsachlich bioabbaubar, hochgradig bioaktiv,
Laminin und Collagen IV enthalt Adhasionsmotive
dECM dezellularisierte Matrix aus bioabbaubar, bioaktiv, enthalt
verschiedenen Gewebe Adhésionsmotive

Die Entwicklung der 3D-Druckmethoden und Hydrogele erweitert die Mdglichkeiten fur das

Forschungsgebiet der regenerativen Medizin. Zur Herstellung von vollstéandig funktionsfahigen
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Organen mussen noch limitierende Hindernisse wie die Versorgung des gedruckten Modells
im Zentrum mit Sauerstoff und Nahrstoffen tiberwunden werden.”®! 3D-Biodruck ist nicht nur
zur Herstellung von Ersatzgewebe und kinstlichen Organen von Nutzen, sondern hilft auch
erkrankte kinstliche Modelle in vitro zu erforschen.* Zur Veranschaulichung des Potentials
und der Mdoglichkeiten sind in Tabelle 2 gedruckte Gewebetypen beispielhaft

zusammengefasst.

Tabelle 2: Beispiele fir 3D gedrucktes Gewebe in vitro.

Gewebeart Grundlegende Errungenschaften zur Erzeugung kiinstlicher Gewebe
Vaskulares Generierung von BlutgefaBmodellen mit einer Wanddicke von 425 ym und einem
Gewebe Durchmesser von 1000 pm(t®!

Nervengewebe Optimierung eines Hydrogel-Gemisches aus Alignat, Fibrin, Hyaluronséure zu
hoher Zellviabilitat und Proliferation von Schwann-Zellen nach dem Druck!?%

Hautgewebe Beobachtete Proliferation und Migration von Zellen;[21-24]

Nutzung von mehrschichtigen Konstrukten als Hautersatz zur Wundheilung!25-26]

Leber Fortsetzung von biologischen Prozessen (Harnstoff-und Albumin-Produktion) bei

primaren humanen Hepatozyten und Sternzellen (stellate cells)?7]

Niere Wachstum und Bildung von Gewebe durch Besiedelung eines makropordsen

Gerlsts mit epithelialen Nierenzellen und Fibroblasten(2s]

Muskel Verwendung von dezellularisiertem Muskelgewebe vom Schwein;[29-30 Fgrderung
der Zellorientierung und Myogenese durch Zugabe von Poly(lacaide-co-glycolide)

zum dECM-Hydrogel;1 Muskelerneuerung im Rattenmodel32

Knorpel Forderung der Proliferation und der Osteogenese bei MSC (Hasenknochen) durch
gemischtes Hydrogel aus Polycaprolacton und selbst organisierenden
Proteinen;33! Luftrohrentransplantat im Rattenmodell nach Reifung von

gedruckten Chondrozyten, ECs und MSCs in einem Bioreaktor!34

Knochen Knochenneubildung im Kaninchenmodell durch Einsatz eines gedruckten,
pordsen Gerusts aus Magnesium, Poly(lacaide-co-glycolide) und
B-Tricalciumphosphat(s®]

Herz Organisierte Struktur mit einzigartigen biomechanischen Eigenschaften durch
gedruckte Rattenkardiomyozyten in einem fibrinbasierten Hydrogel mit Gelatine

(Opferhydrogel) und Polycaprolacton(3€]

Das noch relativ junge Gebiet der Biofabrikation bietet viel Potential fur die zukinftigen
Forschungen und diverse Anwendungsmaglichkeiten fur die regenerative Medizin.B"! Limitiert
ist die Methode beim Drucken von grol3en Konstrukten, die bei momentaner Geschwindigkeit

bis zu Tagen dauern kdnnte. Aufgrund der Dauer ist eine ausreichende Zellviabilitat nicht
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garantiert. Im Gegensatz dazu ist die Herstellung von kleinen Modellen unproblematisch, denn
diese bendtigen nur eine Zeitspanne zwischen einigen Minuten und Stunden. Von grof3er
Wichtigkeit sind die Untersuchungen der Zell-Biomaterial- bzw. der Zell-Matrix-Interaktionen.
Die Optimierung in Hinsicht auf Zellproliferation und Zellwachstum ist essentiell fir die Reifung

des kunstlichen Gewebes.[2

Die extrazellulare Matrix ist der Gewebeanteil zwischen den Zellen und setzt sich aus
Kollagenfasern, Fibronektin, Laminin, Proteoglycanen (PG) und Glycosaminogylcanen (GAG),

sowie weiteren Glycoproteinen zusammen. %!

Die Kollagenfasern bestehen aus Proteinen mit der Wiederholungseinheit [Gly-X-Y] und bisher
wurden 29 verschiedene Typen beschrieben. Drei Kollagenmolekiile sind helikal zu Fibrillen
von 280 nm L&nge verbunden. Kollagen-Fibrillen sind fur die mechanische Belastbarkeit des
Gewebes und fur die Elastizitat und Stabilitat der Zelle notwendig.®® Fibronectin bildet
ebenfalls Fibrillen aus und wechselwirkt mit Integrinen, die Zelladhasion und

Signaltransduktion vermitteln.0-41

Proteogylcane hingegen bestehen aus einem Proteingrundkdrper auf dem GAGs gebunden
sind. Diese tragen groRtenteils Sulfatgruppen und sind ebenfalls fiir die mechanische
Druckfestigkeit und fir die Hydratation des Gewebes notwendig.® Ausnahme bildet hier die
Hyaluronsaure, die keine Sulfatgruppen tragen und auch nicht an Transmembranproteine
gebunden sind. Diese kann zum Beispiel an Adhasionsmolekiille wie CD44 binden und

Entztindungen und das Zellverhalten regulieren.?

Die Gesamtheit der Saccharide auflerhalb der Zelle wird auch als Glykokalyx
zusammengefasst.[*®l Der Aufbau, die Benennung, der Metabolismus und die Funktion von

Sacchariden auf Glycoproteinen wird im folgenden Kapitel naher erlautert.



2.2 Saccharide

Saccharide, Kohlenhydrate, Zucker oder Glycane sind verschiedene Namen fir die
Beschreibung der selben Stoffklasse. Definiert sind sie als Polyhydroxylaldehyde oder
Polyhydroxylketone. Die Erforschung der Zucker brachte einige Nobelpreistréager wie Prof. Dr.
E. Fischer 1902 fiir seine Arbeiten an Zucker- und Purinsynthesen® oder Prof. Dr. N. Haworth
1937 fur die Untersuchung von Kohlenhydraten und Vitamin C hervor.s! Nach ihnen sind
heute noch gelaufige Darstellungen benannt. Die Fischerprojektion beschreibt die Anordnung
der Hydroxylgruppen der offenen Kette mit dem hdchst oxidierten Kohlenstoff an oberste Stelle
gezeichnet. Die Haworth-Projektion zeigt die Anordnung der Hydroxylgruppen nach der
Bildung des Halbacetals, im Falle von Glucose zwischen O-5 und C-1 (Abbildung 1). Die
meisten naturlichen Monosaccharide sind D-Zucker (D vom lateinischen dexter fur rechts), am
Beispiel von Glucose ist die Hydroxylgruppe OH-5 auf der rechten Seite die ausschlaggebende

Gruppe fur die Benennung.!

Abbildung 1: Verschiedene Darstellungen von Zuckern am Beispiel von D-Glucose: a) Offene Kettenform;
b) Uberfiihrung in die Fischer-Projektion; c) Fischer-Projektion (,ta ti ta ta“); d) Sesselstruktur nach gebildetem
Acetal zwischen O-5 und C-1 als 8-Anomer (OH-1 in griin ist Aquatorial); e) Haworth-Projektion als S-Anomer (OH-1
in gruin steht nach oben).[!

Alle einfachen Monosaccharide kénnen mit der Summenformel [C(H20)]» (mit n = 3 bis 9)
beschrieben werden und haben bei steigender Anzahl von chiralen Kohlenstoffatomen eine
Vielzahl an Epimeren. Wahrend fur n = 3 lediglich Glyceraldehyd existiert, gibt es fir n = 6 acht
verschiedene Aldosen (Hexosen mit Aldehydgruppe). Die biologisch relevantesten
Monosaccharide sind in folgender Abbildung mit dem entsprechenden etablierten
Wiedererkennungssymbol dargestellt (Abbildung 2). Die einfachen Monosaccharide Glucose
(Glc), Mannose (Man) und Galactose (Gal) werden als Kreis in blau, griin oder gelb dargestellt

und die jeweiligen 2-Acetylamin-Derivate in entsprechend selbigen Farben durch ein Quadrat



2. Kenntnisstand

symbolisiert. Ohne Acetylgruppen und somit als freies Amin sind diese lediglich zur Halfte
ausgemalt (z.B. GIcN). Sialinsdure wird durch einen lila Diamanten, Xylose durch einen

orangen Stern und L-Fucose durch ein rotes Dreieck reprasentiert.[46-48]

OH OH OH HO OH
OH HO OH HO 0
HO o HO -0 o o Hm..,
HO o HO HO AcHN_" COy HO "OH
oH OH OH oH OH HO OH
Glc Man Gal Sia/NeubAc Xyl
OH OH HO OH OH OH
NHAc HO -0
HO 0 HO -0 o HO 0
s HO HO HO Me "OH
OH OH OH
NHAcC OH NHAG NH» OH
GlcNAc ManNAc GalNAc GlcN L-Fuc

Abbildung 2: Haufig genutzte Monosaccharide mit jeweiligen etablierten Symbolen und Farben.[*”! Erstellt mit
BioRender.com

Kohlenhydrate sind fur Lebewesen eine unverzichtbare Energiequelle.*? Dartiber hinaus hat
die Glycosylierung von Proteinen und Lipiden einen fundamentalen Einfluss auf deren
Eigenschaften und biologischen Funktionen. Die Untersuchung von Glycanen im biologischem
System gibt einen Einblick in die Diversitat und Strukturvielfalt und deren Zusammenspiel des

Lebens.

2.2.1 Glycosphingolipide

Zellen trennen sich raumlich von ihrer Umgebung durch ihre Zellmembran ab. Diese besteht
hauptséchlich aus Phospholipiden, Cholesterol und Sphingolipiden. Der Grundkorper
Sphingosin kann mit einer langkettigen Fettsédure eine Amidbindung eingehen und bildet somit
die Klasse der Ceramide. Die primare Hydroxylgruppe eignet sich fir Glycosylierungen,
wodurch Glycosphingolipide (GSL) entstehen, die eine hydrophile Kopfgruppe sowie ein
lipophiles Ruckgrat haben und somit in &ul3eren Membranen angereichert sind. Die
Glycosylierungen erfolgen dabei im endoplasmatischen Retikulum (ER) oder im
Golgi-Apparat. GSL bilden die haufigste Klasse unter den Glycolipiden. Einige glycosylierte
Ceramide sind beispielhaft in Abbildung 3 abgebildet.5%-52
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Abbildung 3: Beispielhafte Mono- und Oligosaccharide verknipft mit Ceramid zur Bildung von GalCer, GB3 und
GM2.55% Erstellt mit BioRender.com

GSLs sind  verantwortlich  fir  Signaltransduktion,  Zell-Zell-Erkennungen  und
Membranorganisation.®! Im Gehirn von Saugetieren ist der Lipidanteil durch GalCer bis zu
16 % abgedeckt und isoliert dort die Axone von Nervenzellen.%2 Globotriaosylceramide
(Gb3, al,4Gal-B1,4Gal-BGlu-Cer) nutzen Escherichia coli (Kolibakterien) als
Infektionsstrategie, indem diese ein Toxin zur Bindung des Trisaccharids produzieren.® Die
Erbkrankheit Morbus Fabry beschreibt eine Stoffwechselstérung mit resultierender
Anreicherung von Gb3 in den Lysosomen, was zu einer Reihe von Beschwerden und
Krankheitserscheinungen fuhrt.5 Ebenso konnen verzweigte Oligosaccharide mit
Sialinsauren an das Sphingolipid aufgebaut werden, wie am Beispiel von
Monosialodihexosylgangliosid 2 (GM2, a2,8Sia-1,4Gal(81,3GalNAc)-BGlc-Cer) gezeigt.
Dieses ist fur Zelladhasion und Signaltransduktion zustandig. In Tumorzellen konnte die
Wechselwirkung von GM2 an das Adhasionsprotein B1-Integrin®®® und damit eine assoziierte

Wanderung nachgewiesen werden.®"]

Glycosylierungen von Biomolekilen steuern demnach essentielle Funktionen und erfolgen

neben Lipiden auch an Proteinen.
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2.2.2 Glycoproteine

Nach der Expression von Proteinen werden weitere post-translationale Modifikationen (PTM)
durchgefihrt. Diese kénnen die physikalischen und chemischen Eigenschaften und somit auch
die Faltung, Stabilitdt, Konformation und letztlich die Aktivitdt und Funktion beeinflussen. Zu
den gelaufigsten Modifikationen gehdren die Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung,
Sulfatierung, Amidierung, Binden von Fettsauren und Glycosylierung.58%°  Beim
letztgenannten wird zusatzlich zwischen N- und O- Glycanen durch die Bindung an die
jeweilige Aminosaure unterschieden. N-Glycane binden Uber den Stickstoff von Asparagin
(Asp, N), wahrend O-Glycane Uber den Sauerstoff an Serin (Ser, S) oder Threonin (Thr, T)
binden (Abbildung 4).1°¢1 Ebenfalls sind C-Glycane bekannt, diese stehen bislang jedoch
aufgrund ihrer seltenen Erscheinung nicht im Fokus der Forschung.!®?

o)
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C
(I)I
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Glycan _Aminosaure; Glycan _ X . Aminosaure,
(o) N o N
H H
HN\C,Aminoséurez HN\C,Aminoséurez
1 I
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Abbildung 4: Bindung von N-Glycan (blau) an die Aminosaure Asparagin eines Proteins und Bindung eines
O-Glycans (rot) an die Aminoséaure Serin (links) oder Threonin (rechts) eines Proteins.

2.2.2.1 O-Glycosylierung

Bei O-Glycanen bindet die Hydroxylgruppe von Ser oder Thr typischerweise an ein GalNAc
und bildet die mucin-type O-Glycane (mucin, dt.: Schleim). Die weiteren daran gebundenen
Monosaccharide bei mucin-type O-Glycanen sind GalNAc, Gal, GIcNAc, Fuc und Sia. Die
Saccharide Glc, Man und Xyl sind dabei nicht vertreten, wéahrend diese jedoch direkt an einem
Protein O-verknipft sein konnen.® 1 Mucin-type O-Glycane binden ausschlieRlich tber

GalNAc an das Protein und erhalten bislang den groRten Fokus in der Literatur.%

O-Glycosylierungen erfolgen im Golgi-Apparat.® Die dazu notwendigen Glycosyltransferasen
sind Typ-2-Transmembranproteine, demnach befinden sich ihre N-terminalen Enden im
Cytosol und eine katalytische Doméane im Lumen des Golgi.5® ¢ Viele Enzyme sind in
verschiedenen Bereichen des Golgi-Apparats vorhanden, wobei frihe
Glycosylierungsreaktionen im cis-Golgi (dem ER zugewandt) und héhere Glycosylierungen im

trans-Golgi (Plasmamembran zugewandt) stattfinden. Der einfache GalNAc-Baustein auf Ser
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oder Thr ist auch als Tn-Antigen definiert. Dieser kann je nach weiteren Zucker-Bausteinen zu
insgesamt acht verschiedenen Cores (dt.: Grundgeriist) erweitert werden. Abbildung 5 zeigt

die Antigene und die gelaufigsten vier Cores.”

; I TN s

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

Tn-Antigen  Sialyl-Tn- Core 1 Core?2 Core 3 Core4
Antigen

Abbildung 5: Gelaufigste Cores (dt.: Grundgeriste) bei mucin-type O-Glycanen mit direkt gebundenem GalNAc.
Erstellt mit Biorender.com

Core-1-Strukturen sind auf allen Zellen zu finden und auf von der Leber produzierten
Glycoproteinen.  Core-Strukturen  2-4  dekorieren primar die sekretierten und
membrangebundenen Glycoproteine von Epithelzellen, insbesondere die Epithelzellen der

Speicheldriise, der Atemwege und des Magen-Darm-Trakts.[%

Die Cores werden mit zusatzlichen Zucker-Bausteinen erweitert. Zum Beispiel weisen die
diversen Oligosaccharide haufig LacNAc (Disaccharid aus Gal-GIcNAc) und auch die
wiederholende Struktur (PolyLacNAc) auf. Andere Oligosaccharide tragen Fuc, Sia oder
Blutgruppenantigene wie die ABO-Lewis-Strukturen, die vor Abbau und Immunerkennung

schutzen oder auch als Leitmotiv fiir Lectine (Kohlenhydrat bindende Proteine) dienen."

2.2.2.2 N-Glycosylierung

Die N-Glycosylierung von Proteinen in S&ugetieren erfolgt am rauen endoplasmatischen
Retikulum (ER). Dort Ubertragt die Oligosaccharyltransferase (OST) ein Oligosaccharid
bestehend aus 14 Monosaccharideinheiten (GIcNAc:ManqGlcs) auf einen Asparagin-Rest
eines Proteins, das die Aminosauresequenz Asp-X-Thr/Ser enthalt, wobei X einer beliebigen
AS auBer Prolin entspricht (Schema 2). Das Oligosaccharid wird vorher an der
AuBBenmembran des ER enzymatisch aufgebaut. Als fester Anker mit der Membran verbunden
dient Dolichol, welches aus trans- und cis-Isopreneinheiten aufgebaut ist. Die Hydroxylgruppe
wird phosphoryliert und kann somit das erste Glucosamin binden (1). Weiterhin wird dieses
enzymatisch auf ein Oligosaccharid, bestehend aus sieben Monomereinheiten
(MansGIcNAcy), erweitert (2). Das entstandene Dol-P-P-GIcNAc:Mans wird in die Innenseite
des ER, in das ER-Lumen, transferiert (3) und anschlieBend enzymatisch zum Oligosaccharid,
bestehend aus 14 Einheiten (GIcNAc:ManeGlcs), vervollstandigt (4). Dort wird es wie oben

beschrieben auf ein Asparagin-Rest eines Proteins tbertragen (5).[60 64661

12



2. Kenntnisstand

Endoplasmatisches Retikulum

5)

Schema 2: 1) Glycosylierung von Dolicholdiphosphat an der &uReren Membran des endoplasmatischen
Retikulums. 2) Reifung des Oligosaccharids. 3) Transfer aus der auf3eren Membran in die innere. 4) Weitere
Reifung des Oligosaccharids zum GIcNAczMansGlcs. 5) Ubertragung auf ein Glycoprotein mit der Sequenz N-X-S/T
(X ist eine beliebige AS aufler Prolin) durch Oligosaccharyltransferase (OST). Erstellt mit Biorender.com

Nach erfolgter Ubertragung des 14-Zucker Oligosaccharids wird dieses weiterhin im ER und
im Golgi-Apparat modifiziert. Zuerst werden die drei terminalen Glc-Einheiten entfernt, gefolgt
von anschlieRendem Verlust von ein oder zwei Man-Einheiten beim Transport zum Golgi-
Apparat. Bei den meisten Proteinen werden im cis-Golgi (dem ER zugewandt) weitere
Man-Einheiten bis zur Entstehung von MansGIcNAc: entfernt. Im medial-Golgi kbnnen weitere
Mannose-Strukturen entfernt und durch GIcNAc ersetzt werden, wodurch die Glycan-Ketten
zu komplexen oder hybriden N-Glycanen differenziert werden (Abbildung 6a).5"1 Komplexe
Glycan-Ketten sind stark verzweigt mit GIcNAc und konnen weiterhin mit den
Monosacchariden Gal, GIcNAc, Sia und Fuc erweitert werden.!*”! Im Falle von Gal entsteht die
Erkennungseinheit N-Acetyllactosamin (LacNAc), die auch durch wiederholte Addition als
Poly-LacNAc vorliegt. Haufiger terminaler Zucker der Glycan-Kette ist die Sialinsdure mit
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besonderer Wichtigkeit fur die Zelle. Diese wird im nachsten Kapitel genauer erlautert
(Abbildung 6b).[67-68]

a)

Oligomannose Komplex
b)

®

Abbildung 6: a) Unterscheidung von N-Glycanen in drei Typen: Oligomannose, Komplex und Hybrid. b) Typische
Strukturen von héheren N-Glycanen. %869 Erstellt mit Biorender.com

Die meisten Proteine der Zelloberfliche sind glycosyliert und vermitteln interzellulare
Kommunikation und Zelladhasion.['” Beispielsweise tragen adhasionszustandige Integrine
N-Glycane, sodass sich eine Veranderung der Zuckerketten direkt auf die Wechselwirkung mit
der Umgebung und somit auf die Zelladhasion, Migration oder auf die Tumorentwicklung
auswirkt. In Epithelzellen wurden durch erhdhte Aktivitat der N-Acetylglycosamintransferase V
(GnT-V) verzweigte Glycanketten auf den Proteinen erzeugt, resultierend in einer verringerten
Zelladhasion, sowie einer erhohten Mobilitat und Tumorigenitat.l’Y! Die stark verzweigten

Glycane stehen in Korrelation mit Tumormetastasierung und Tumoraggressivitat.[2-73l
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2.2.2.3 Sialinsaure

Unter den Monosacchariden ist der Aufbau der Sialinsauren besonders, denn diese bestehen
aus neun Kohlenstoffatomen im Grundgerust und einer Carboxylgruppe. Der wichtigste
Vertreter und biochemische Vorlaufer ist N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac). Dieser ist der
haufigste Vertreter beim Menschen und ist die Vorstufe fir weitere Modifikationen wie
Acetylierung,  Methylierung, Lactonisierung,  Phosphatierung,  Sulfatierung  oder
Hydroxylierung, wodurch Uber 40 Derivate entdeckt wurden.’#75 Daher wird in vielen
Publikationen, vor allem im Kontext mit menschlichen Zellen, der Oberbegriff Sialinsaure fur
Neu5Ac verwendet. Die N-Glycolylneuraminsaure existiert in vielen Wirbeltieren, Menschen
nicht eingeschlossen (Abbildung 7).[’®

Neuraminsaure N-Acetylneuraminsaure N-Glycolylneuraminsaure
Neu Neu5Ac (Sia) Neu5Gc

Abbildung 7: Strukturformeln  von  wichtigen Vertretern der Sialinsduren: Neuraminsadure (Neu),
N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), haufig als Sialinsdure (Sia) bezeichnet, und N-Glycolylneuraminsaure
(Neu5Gc).

Die Biosynthese von Sialinsdure ist im Roseman-Warren-Biosyntheseweg beschrieben
(Schema 3). Galactosamin wird mit Uridindiphosphat (UDP) aktiviert und anschlielend zum
Mannosamin epimerisiert (a). Wirkende Enzyme sind dabei UDP-GIcNAc 2-Epimerase und
ManNAc-Kinase (GNE/MNK). Letzteres phosphoryliert (P) ManNAc an der Position 6 (b), das
anschliel3end, katalysiert durch Neuraminsauresynthase (N-acetylneuraminic acid synthase,
NANS oder haufig auch SAS), aldolartig mit Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Sia-9P reagiert (c).
Dieses wird durch Neuraminsaure-9-phosphatase (NANP) zur freien Sialinsaure

umgesetzt (d).[7-78

Fur die Glycosylierung werden die Monosaccharide typischerweise mit den Nukleotiden
Guanosin-, Uridin, Adenosintriphosphat (GTP, UTP oder ATP) im Cytosol aktiviert. Einzigartig
ist die Aktivierung fir Sialinsaure, die im Zellkern mit Cytidintriphosphat (CTP) erfolgt (e). Uber
die Konzentration des CMP-Sia wird dariiber hinaus die Transkription des Epimerase GNE
Gens kontrolliert, dieser Vorgang reguliert somit automatisch die Biosynthese von Sia. Uber
Vesikel wird CMP-Sia in den Golgi-Apparat transportiert und dort auf diverse Glycoproteine

(oder Glycolipide) tibertragen.[’
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Schema 3: Roseman-Warren-Biosyntheseweg von Sialinsaure. (a) UDP-GIcNAc 2-Epimerase (GNE); b) ManNAc-
Kinase (MNK); c) Neuraminsauresynthase (NANS/SAS) und Phospoenolpyruvat (PEP), Bildung des Halbacetals;
d) Neuraminsaure-9-phosphatase (NANP); e) CMP-Sialinsauresynthetase (CMP-SA) und CTP.["

Sialyltransferasen (ST) katalysieren die Reaktion zwischen dem Donor CMP-Sia und dem
jeweiligen Akzeptor unter Inversion der Konfiguration, wodurch Sia jeweils als a-Anomer
gebunden ist. Je nach Akzeptor werden die Transferasen entsprechend ihrer
Verbindungsstelle in vier Klassen unterschieden (Schema 4). So entstehen die Bindungen

Siaa2-3Sia durch ST8Sia, Siaa2-3Gal durch ST3Gal und Siaa2-6Gal/Siaa2-6GalNAc durch
ST6Gal/ST6GalNACc. B
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2. Kenntnisstand

ST8Sia
OH
HO OCMP ST3Gal
> s 0 OGlycan
AcHN 3 o CO, ACHl_h:d O%\ -Protein
HO OH OH HO “oH
OH
HO, CO, R = OH
ST6Gal o R = NHAc
ST6GalNAc AcHN < (o]
HO o4 HO
OGlycan
HO -Protein

Schema 4: Mdégliche Glycosylierungen katalysiert durch Sialyltransferasen (ST) von Sia-CMP auf gebundene
Zuckerreste. Die Substitution von CMP erfolgt unter Inversion, wodurch ausschlie3lich a-glycosidische Bindungen
entstehen.

Als endstandiger Zucker ist die Sialinsdure fir viele biologische Wechselwirkungen
verantwortlich. Sogenannte Siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins) sind
Proteine auf der Zelloberflache, die sialylierte Glycane binden. Diese Interaktion erméglicht die
Erkennung von spezifischen korpereigenen oder fremden Strukturen, bei denen eine
Immunreaktion ausgelost wird.®!! Pathogene wie Bakterien und Viren imitieren Glycane von

Saugetieren, um an die Zellen zu adhérieren.®?

Selectine sind transmembrane Zelladhasionsmolekile (cell adhesion molecules, CAM) und
binden an Sialyl Lewis X (Tetrasaccharid: Neu5Aca2-3GalB1-4[Fucal-3]GIcNAc), wodurch
diese Thrombozyten (Blutplattchen) an geschadigtes Gewebe oder Leukozyten (wei3e

Blutkdrperchen) an entziindete Stellen leiten.l® 83l

Durch die Carboxylgruppe sind Sialinsauren negativ geladen, wodurch sie ebenfalls
elektronische Einflusse ausiben. Erythrozyten (rote Blutkérperchen) und Endothelzellen
(innere Zellen der BlutgefalRe) weisen beide eine hohe Dichte des Zuckers auf, wodurch sie
sich physikalisch abstozen.8? 84

Die komplexen Zuckerstrukturen der Glycoproteine kénnen durch synthetische Derivate
ersetzt werden. Das sogenannte metabolic glycoengineering wird im folgenden Kapitel

genauer beschrieben.
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2.3 Metabolic glycoengineering

Beim metabolic glycoengineering (MGE) oder auch metabolic labeling werden Bakterien,
Zellen oder Lebewesen mit unnatirlichen Monosacchariden kultiviert und somit in die
Zellbiologie eingefiihrt.’®) Dabei werden diverse Zucker in zahlreichen Zellkolonien zugegeben
und der Einbau in die Glycocalyx wie auch die biologische Veranderung evaluiert. Unter den
eingesetzten Zuckern werden hauptsachlich Derivate von GalNAc,®87 GIcNAc, 8890 Fyclei-3l
und ManNAc,P*9! sowie das daraus resultierende metabolische Produkt, Sial®-%9

eingesetzt.[62 79. 100]

2.3.1 Prinzip von metabolic glycoengineering

Die Bedeutung der Sialinsdure und ihr Metabolismus wurde im vorherigen Kapitel
beschrieben. Als haufiges terminales Element von Glycanketten wechselwirkt diese mit ihrer
Umgebung und eignet sich daher hervorragend als Ausgangspunkt flr Modifikationen. Die
Synthese von Sialinsaure-Derivaten ist im Vergleich zu Mannosamin-Derivaten aufwendiger
und schwieriger, weswegen haufig Mannosamin-Analoga als metabolische Vorstufe fir das
glycoengineering eingesetzt wurden. Dabei werden unnaturliche Modifikationen in der
Seitenkette oder an der Position 6  toleriert und entsprechend des
Roseman-Warren-Biosynthesewegs in das jeweilige Sialinsdure-Analogon metabolisiert
(Schema 5).[79-€0. 101]

OH

HO -0
HO

OH

0 OH
®)k ® OH
6 (HN p— H
HO -0 —_— N3 0 COy”
HO . \n/HO OH
OH

Schema 5: Derivate von Mannosamin mit bioorthogonalen Gruppen in der Seitenkette (oben) und an Position 6
(unten) metabolisiert zu den jeweiligen Sialinsduren mit den Funktionalisierungen in der Seitenketten (oben) oder
Position 9 (unten).

Zahlreiche Publikationen berichten tber den Einsatz von peracetylierten Monosacchariden
in vitro, wodurch die Molekile aufgrund ihres unpolaren Charakters die Zellmembran
penetrieren und ins Cytosol gelangen,’® wo Esterasen die Acetylgruppen abspalten und die

synthetischen Saccharide ihre biologische Aktivitdt entfalten (Schema 6 am Beispiel eines
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2. Kenntnisstand

AcsManNAc-Derivats).*%2 Nach weiterer Metabolisierung und Aktivierung erfolgt die
Glycosylierung in den Organellen ER und Golgi-Apparat als N- und O-Glycane an die Proteine,
die anschliel3end auf die Zelloberflache transportiert werden. Das Kultivieren von Zellen mit

unnaturlichen Zuckern erlaubt die Einfihrung diverser funktioneller Gruppen.

Schema 6: Prinzip von metabolic glycoengineering. Reprasentativ hier peracetylierte Mannosamin-Derivate mit
einer bioorthogonalen Gruppe (R) in der Seitenkette. Diese kann fur weitere Konjugationen und Nachweise genutzt
werden. 1) Diffusion in die Zelle; 2) Deacetylierung im Cytosol; 3) Biochemische Transformation zur Sialinséure,
Aktivierung im Zellkern und Transport zum Golgi-Apparat; 4) Ubertragung auf ein Glycoprotein im Golgi-Apparat
durch Sialyltransferasen; 5) Transport des ausgereiften Glycoproteins auf die Zellmembran oder extrazellulare
Matrix. 6) Eingefuhrte bioorthogonale Gruppen (R) reagieren in Click-Reaktionen mit einem Fluorophor zur
Visualisierung der Glycocalyx. Erstellt mit Biorender.com

Um das Interferieren mit dem biologischen System zu vermeiden, werden bioorthogonale
funktionelle Gruppen eingefuhrt, die fur weitere Konjugationen genutzt werden. Die
geforderten Reaktionen sind unter dem Begriff Click-Chemie bekannt und werden in
Kapitel 2.4 genauer erlautert. Diese missen eine Strukturvielfalt an Edukten zulassen, schnell
und nahezu quantitativ reagieren, keine oder unbedenkliche Nebenprodukte zulassen und sie

miissen sowohl Wasser als auch Sauerstoff tolerieren.[103-104]

Eine beliebte bioorthogonale Gruppe ist das Azid. Es ist vergleichsweise klein und lasst sich
durch eine Substitutionsreaktion relativ leicht in Molekile einfihren. Azido-Zucker auf der

Zelloberflache ermdglichen die Reaktion mit Phosphanen in einer Staudinger-Ligation(t°>-106]
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und mit Alkinen in einer Cycloaddition.["®: 9. 100. 1071091 Epenfalls moglich ist der Einbau von

Alkin-Zuckern in die Glycocalyx.[°® 110112

Somit kdnnen Fluoreszenzfarbstoffe kovalent an Glycoproteine konjugiert (,clicken®) und Teile
der Glycocalyx visualisiert werden.[”®- %0 111-1141 Byrch Click-Chemie konnen auch Glycoproteine
angereichert und durch Massenspektrometrie (MS, siehe Kapitel 2.3.2) effizient untersucht

werden.[62 87, 115-118]

2.3.2 Massenspektrometrie von Glycoproteinen

Massenspektrometrie (MS) ist eine effiziente Methode zur Bestimmung des Proteoms,
wodurch die Gesamtheit aller Proteine eines Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt
erfasst wird (proteomics). Die Aminosauresequenzen sind im Genom codiert, daher kénnen
durch genomics genau die moéglichen Proteine bestimmt werden. Das Genom ist stabil und
verandert sich nicht, wahrend das Proteom sich durch Umwelteinflisse standig anpassen

muss. 119

Vorteil der MS im Vergleich zu anderen Verfahren wie Westernblot ist das Erfassen von
posttranslationalen Modifikationen (PTM) der Proteine und eine effiziente Analyse von
Proteingemischen. Uber 300 verschiedene PTM wie Phosphorylierung, Acetylierung,
Methylierung, Sulfatierung, Amidierung, Binden von Fettsauren und Glycosylierung sind
bekannt, wodurch die Funktion und Stabilitat stark beeinflusst wird. 5% Im Gegensatz zu den
exprimierten Proteinen werden die Glycosylierungen nicht im Genom kodiert. Die hohe
Struktur- und Verknipfungsvielfalt der Monosaccharide auf den N- und O-Glycoproteinen einer
Zelle zu einem definierten Zeitpunkt wird in glycoproteomics erfasst. Durch extrinsische

Einfliusse werden die Glycane stetig angepasst.**®

Ein Schlusselschritt zur Analyse ist die Anreicherung von Glycoproteinen, woflur
unterschiedliche Verfahren entwickelt wurden (Tabelle 3).
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2. Kenntnisstand

Tabelle 3: Verschiedene Strategien zur Anreicherung von Glycoproteinen. Affinitdtschromatographien (blau
hinterlegt), Chromatographie durch attraktive Wechselwirkung mit Tragermaterial (griin hinterlegt), chemische

Reaktionen mit Zuckerresten (grau hinterlegt) und biologisch eingefiihrte unnatiirliche Zucker (lila hinterlegt).

Methode

Prinzip

Lectinelt20

Affinitatschromatographie durch
spezifische Wechselwirkung mit Zuckern

Inaktivierte Enzymel21-122]

Affinitét durch Glycosidasen die Zucker binden, diese jedoch
nicht hydrolysieren

Antikdrperl123-124]

Affinitdtschromatographie durch Antigen-
Wechselwirkung (z.B. Tn-Antigen)

Ubergangsmetallel125-126]

Affinitat von Ubergangsmetallen (Fe3*, Ga3*, Ti4*, Zr%*) zu
negativ geladenen Sauerstoff

Hydrophilie Interaktionen
(HILICI27/ERLICI2281)

Chromatographie durch attraktive Wechselwirkung von
Glycoproteinen mit hydrophiler stationarer Phase

Pordses Graphen!129-130]
(porous graphitic carbon, PGC)

Chromatographie durch Proteinform, Ladung und
Hydrophobie

Hydrazinel'31 und Aminoxy(32

Oxidation der Hydroxylgruppen von Sia zum Aldehyd und
Kupplung mit Hydrazin- oder Aminoxy-Gruppen; diese sind
auf einem Harz oder Vermittler mobilisiert

Borsaurenl133-134]

Reversible Bildung von Penta- und Hexacyclischen-
Borsaureestern mit cis-standigen Hydroxylgruppen

Bioorthogonale Metabolisierungt62
135]

Einfiihrung von unnatirlichen Zuckern durch MGE fir Click-
Reaktionen

Chemoenzymatische
Markierung!t36-137]

Enzymatische Glycosylierung mit unnattrlichen Zuckern fir
Click-Reaktionen

Die MS nach Anreicherung von Glycoproteinen liefert Informationen tber deren Aufbau, auch

bei niedrig dosierten Proben (bis zu attomolaren Konzentrationen).!*¥! Die strukturelle

Aufklarung von Glycoproteinen ist essentiell fir das Verstandnis ihrer Funktion und um die

Auswirkung  von

Strukturveranderungen

auf Krankheiten wie

nachzuvollziehen und mdgliche Therapieansatze zu entwickeln. 8 84

Tumorwachstum
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2.4 Click-Chemie

Der Begriff der Click-Chemie wurde 1999 von Prof Dr. B. Sharpless auf dem 217ten Treffen
der american chemical society (ACS) vorgestellt und gewann seither massiv an Bedeutung.!2%4
Als solche werden Reaktionen bezeichnet, die eine Strukturvielfalt an Edukten zulassen, die
in hohen Ausbeuten und stereospezifisch reagieren, hdchstens unbedenkliche Nebenprodukte
zulassen, Aufreinigungen mit geringem Aufwand ermdglichen (z.B. Umkristallisation oder
Destillation) und sowohl die Anwesenheit von Wasser als auch Sauerstoff tolerieren.[13-104 Dje
hohen Selektivitaten erlauben die Anwendung in biologischen Systemen, ohne dabei mit den
biochemischen Prozessen des Organismus zu interferieren.® 19 138 Daf(ir wurde von Prof.
Dr. C Bertozzi der Begriff bioorthgonal labeling (dt.: Bioorthogonale Markierung) gepragt. 3
Im Jahre 2022 wurden Prof. Dr. C. Bertozzi, Prof. Dr. B. Sharpless und Prof. Dr. M. Meldal der
Nobelpreis fiir die Entwicklung der Click-Chemie verliehen.*® Neben Reaktionen wie
Ring6ffnung von Epoxiden oder Aziridinen mit Nukleophilen, Bildung von Harnstoff-,
Thioharnstoff-, Oxim-, Hydrazon- oder Amid-Derivaten aus Carbonylen oder der Thiol-En-
Click-Reaktion#! zahlen Cycloadditionen zu den gelaufigsten und werden im Folgenden
genauer beschrieben.l!'? Schema 7 zeigt die jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeiten der
Staudinger-Reaktion, der CuAAC (copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition), der
SPAAC (strain promoted azide-alkyne cycloaddition) und iEDDA (inverse electron demand

diels-alder reaction).[*4?

Q o]
Staudinger-Reaktjon ' ' ' o S .\N
SPAAC
o (%~ Ty
CUuAAC W
o - =0 = &~ 0
=N
iIEDDA NN—N
N—-N 2 . i
'. ! ] ! ! ! ] ._Q;FN\)_R :
-4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 log k

Schema 7: Reaktionsgeschwindigkeiten der gelaufigsten Click-Reaktionen.[*42
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2. Kenntnisstand

2.4.1 Staudinger-Reaktion

1919 beschrieb Staudinger die Reaktion zwischen einem Phosphan und einem Azid, wodurch
ein Phosphinimin-Derivat entsteht, das in wassrigem Milieu zum entsprechendem Amin und
Phosphanoxid reagiert.'*3! Dieses Prinzip wurde weiter entwickelt und ein elektrophiler
Methylester in rAumliche N&he des Phosphors eingebaut. Das Azid reagiert mit dem Phosphan
unter Abspaltung von Stickstoff und bildet ein nukleophiles Aza-Ylid, welches intramolekular
am elektrophilen Ester angreift und letztlich ein stabiles Amid bildet (Schema 8).1105: 144

OMe OMe

Q . 0 — Q°
N=NZ=N ; _ o+
*- Ph,P N2 N—P
Ph,

@ ! T
: — @0

/
P
Ph,OP B,

Schema 8: Reaktionsverlauf der Staudinger-Reaktion. Erste beschriebene bioorthogonale Reaktion.[1%%

Die Staudinger-Ligation ist die erste bioorthogonale Reaktion und wurde von Bertozzi und
Mitarbeitern verwendet, die Azid-funktionalisierte Monosaccharide in glycosylierte
Membranproteine einbauten, um diese anschlieRend mit einem Biotin-Phosphan %! oder mit
einem FLAG-Phosphan (ein Octapeptid DYKDDDDK)!*44 reagieren zu lassen. Ein Nachteil der
Methode ist die relativ geringe Reaktionsgeschwidigkeit (Vergleich Schema 7).
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2.4.2 Copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition

Erstmalig beschrieb Prof. Dr. R. Huisgen 1961 die [3+2]-Cycloaddition ungesattigter
Kohlenwasserstoff-Verbindungen mit Aziden zur Bildung von 1,2,3-Triazolen.!**%! Die Reaktion
verlauft erst bei hohen Temperaturen und verlauft nicht regioselektiv.!4¢l Unter der
Anwesenheit von Cu(l)-lonen reagieren Azide mit terminalen Alkinen Dbereits bei
Raumtemperatur und bilden regioselektiv 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole.[*46-149 Weitere
Vorteile von CUAAC sind die Toleranz gegentiber Wasser und pH-Werten zwischen 4-12. Das
Cu(l) kann durch eine Reduktion von CuSO, mit Natriumascorbat in situ generiert werden.[*4¢:
149 Der im Jahr 2013 vorgeschlagene Mechanismus von Prof. Dr. V. Folkin unter Beteiligung

von zwei Kupfer-lonen ist in Schema 9 abgebildet.[*4”]

N$N\ .
't
—

[Cu] [Cul®P
[ "
N//N—N‘:“,‘[Cu] [Cur®
— “[éu] == lcup

Schema 9: Mechanismus der Kupfer(l)-katalysierten Reaktion eines Azids mit einem terminalen Alkin zur Bildung
eines 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazols.['50

Azide und terminale Alkine sind in der Natur kaum anzutreffen, wodurch CuAAC besonders
fur bioorthogonale Markierung geeignet ist und diverse Anwendungsmdglichkeiten wie die
Markierung von Kohlenhydraten (glycoengineering, glycoproteomics)i 118 151 Aminosauren

(proteomics)*52 und Sphingolipiden (sphingolipidomics) bietet.!
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2. Kenntnisstand

2.4.3 Strain-promoted azide-alkyne cycloaddition

Im Gegensatz zu CuAAC reagiert das gespannte Cyclooctin mit einem Azid ohne die
Anwesenheit von Cu(l)-lonen aufgrund der Abweichung vom 180° Bindungswinkel gegeniiber
des ublichen Alkins. Bei der kupferfreien Variante ist die Reaktionsgeschwindigkeit
verhaltnismaRig geringer, bietet jedoch den Vorteil, die Zytotoxizitat von Cu-lonen zu umgehen
(Schema 10).142 153

Schema 10: Reaktionsverlauf der [3+2]-Cycloaddition durch Abbau der Ringspannung eines Cyclooctin-
Derivats.[*4?]

Die relativ geringe Reaktionsgeschwindigkeit motivierte viele Wissenschaftler weitere
gespannte Alkine zu synthetisieren. Beispielsweise zeigte das von Prof. Dr. C. Bertozzi
dargestellte  BARAC (biarylazacyclooctynone) eine 400-fache Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit mit Aziden gegenlber dem einfachen Cylcooctin, besall jedoch
eine geringere Stabilitat.'>*1%% Cyclooctin-Derivate wurden bislang zur Konjugation von
diversen Biomolekiilen wie Lipident**®!, Proteinen*>! und Sacchariden® in vitro und in vivo

verwendet.

2.4.4 Inverse electron demand Diels-Alder reaction

Die Reaktion zwischen einem 1,2,4,5-Tetrazin und einem Dienophil ist die bisher am
schnellsten ablaufende bioorthogonale Kopplungsmethode und erfolgt auch unkatalysiert.*5!
Bei der klassischen [4+2]-Diels-Alder-Reaktion reagiert ein elektronenreiches Dien mit einem
elektronenarmen Dienophil, 5 wahrend bei iIEDDA ein elektronenarmes Dien wie Tetrazin mit
einem elektronenreichen Dienophil reagiert (Schema 11). Dieser Sachverhalt wird in der
Literatur teilweise unterschiedlich betitelt: iEDDA (inverse electron demand Diels-Alder

reaction)*%8 160 oder DAInv/DAR;, (Diels-Alder reaction with inverse electron demand)61-162,
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Schema 11: Reaktionsverlauf eines Tetrazins mit einer ungeséattigten Kohlenwasserstoff-Verbindung (z.B. einem
Alken).[162]

Beispielhaft in Schema 11 ist die Reaktion zwischen einem Alken und einem Tetrazin
abgebildet. Zunachst entsteht durch die [4+2]-Addition ein Bizyklus, der sich unter Freisetzung
von Stickstoff irreversibel stabilisiert. Nach einem 1,3-H-Shift erfolgt durch Oxidation mit

Luftsauerstoff die Rearomatisierung.*5!

Die Wahl des Dienophils hat einen entscheidenden Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit
(Vergleich Schema 7). trans-Cycloocten (TCO) reagiert unter Abbau der Ringspannung mit
Geschwindigkeiten von bis zu 108 M1 [1%8 163164 Bijeses wurde genutzt, um unnatirliche
Aminosauren in biologische Systeme einzuflihren und anschlie3end mit Tetrazin-modifizierten
Fluoreszenzfarbstoffen anzufarben.['%5-1661 TCO-markierte Aminosauren zeigten teilweise ein
hohes Hintergrundrauschen in den Fluoreszenzbildern, weil sich der unpolare Anker in der
Membran festsetzt. Aus diesem Grund wurde ein hydrophileres dioxo-TCO entwickelt
(Abbildung 8), das vergleichbare Reaktionsgeschwindigkeiten zu Tetrazinen aufweist,
Uberschissiges Substrat jedoch besser aus Zellen gewaschen wird und somit das

Hintergrundrauschen senkt.[*67]
Abbildung 8: Strukturformeln von TCO und dioxo-TCO.
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2. Kenntnisstand

2.5 Glycan-bindende Proteine

Glycan-bindende Proteine (glycan-binding proteins, GBPs) werden in zwei Oberklassen
eingeteilt, Lectine und Glycosaminoglycan-bindende (GAG-bindende) Proteine. GAGs sind
durch Sulfat- und Carboxylgruppen negativ geladene Polysaccharide und wechselwirken
elektrostatisch mit positiv geladenen Aminosauren von Proteinen.'®8l Lectine erkennen

Kohlenhydratstrukturen und kénnen spezifisch binden. 6

GAGs binden an Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine und Adhéasionsmolekiile, wodurch
Proteinfunktionen, Signaltibertragung und Zelladhasion gesteuert werden.!*%8 Im Zeitraum
dieser Promotion war die Corona-Pandemie seit Anfang 2020 in Europa ein stéandiges Thema
in den Nachrichten. SARS-CoV-2 dringt tiber die Atemwege in den Organismus ein und heftet
sich mit dem Glycan-bindenden Spike-Protein an Heparansulfat der Wirtszelle.!!”®
Heparansulfat ist ein Polysaccharid und besteht aus den alternierenden Monomereinheiten
Glucoronsaure (partiell auch das 6-Epimer Iduronsaure) und Glucosamin.[*’172 Die Adhéasion
des Virus an die menschliche Zelle erleichtert das Eindringen Uber das Angiotensin-

konvertierendes Enzym 2 (ACE2), ein humaner Proteinrezeptor.*7

Auch andere Viren wie Hepatitis C”3 und humane Papillomviren*’ oder Bakterien wie
Listeria monocytogenes,*”®! welches firr die Infektionskrankheit Listeriose verantwortlich ist,
nutzen eigene GBPs, um an die extrazellularen und membranen Polysaccharide

Heparansulfat, Dermatansulfat oder Chondroitsulfat zu binden.

Die zweite Kategorie der Glycan-bindenden Proteine sind Lectine, die sich durch ihre
Kohlenhydratbindestelle (carbohydrate-recognition domain, CRD) auszeichnen und héufig
sehr spezifisch an Kohlenhydratkomplexe von Glycolipiden und Glycoproteinen binden.[*6% 176l
Teilweise kénnen GBPs nur hohe Bindungskonstanten aufweisen, wenn die Umgebung des
Glycans die Wechselwirkung synergetisch begulnstigt. Konkret bindet das P-Selectin nur
optimal an Sialyl Lewis X unter Anwesenheit eines benachbarten sulfatierten Tyrosin-Rests
am PSGL-1 Protein, wahrend E-Selectin an selbiges Tetrasaccharid von CD44 bindet.[77-178l
Die Interaktion von Selectinen und ihren Glycokonjugaten vermittelt die Adhasion von
Leukozyten an Endothelzellen und steuert die Signalkaskade zu Entziindungen und
Verletzungen.!”®  Durch Lectin-Ligand-Wechselwirkungen werden weitere biologische
Prozesse wie Apoptose,7®11  Zelladhasion,'8183  Endozytose,l*®2  Zell-Matrix-
Wechselwirkung,*®3 Immunantwort,*8% 84 (Jperleben von T-Zellen™®! und Wirt-Erreger-
Wechselwirkung gesteuert.l*82 184185 | etztere beiden Prozesse werden von Galectinen

gesteuert, die im Folgenden genauer beschrieben werden.
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2.5.1 Galectine

Die Familie der Galectine weist eine hohe Homologie in ihrer Aminosauresequenz aus
ungefahr 135 Aminosauren der Bindedoméne (carbohydrate recognition domain, CRD) auf
und alle besitzen die Fahigkeit, B-Galactose zu binden.[*8¢-187 Bisher wurden in Wirbeltieren 15
Galectine identifiziert und diese in drei Klassen unterteilt. Prototypische Galectine
(Galectin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15) haben jeweils eine CRD und kénnen Dimere
ausbilden, tandem-repeat Galectine (Galectin-4, -6, -8, -9, und -12) besitzen zwei Doméanen,
die durch einen Peptidlinker unterschiedlicher Aminosaurelange (5 bis Gber 50) miteinander
verbunden sind. Chiméares Galectin hat mit Galectin-3 nur einen Vertreter und zeichnet sich
durch eine Aminosaurekette zur Ausbildung von Oligomeren mit den haufig auftretenden

Aminosauren Prolin, Glycin und Tyrosin (Abbildung 9) aus.[*8

- —
prototypische chimare
prototypical tandem-repeat chimeric

Abbildung 9: Unterteilung von Galectinen in drei Klassen. Prototypisch (Galectin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14
und -15), tandem-repeat (Galectin-4, -6, -8, -9, und -12) und chimar (Galectin-3). Erstellt mit BioRender.com

Durch die Wechselwirkung der CRD mit endogenen und komplexen N-Glycanen, tragen
Galectine zur Steuerung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen sowie
Signaltibertragung bei.*®-1%1 Dimere Galectine besitzen mehrere Bindestellen und kénnen
somit mehrere Glycoproteine verknipfen. So fihrt die Bindung von Galectin an glycosylierte
Proteine wie CD44 und a581-Integrin (Adhasionsprotein) zu Oligomerisierung von Galectinen
und somit zur Membrankrimmung, wodurch endozytische Gruben entstehen und Galectine
tber Endozytose in die Zelle gelangen.*®Y Sie werden im Cytosol exprimiert und befinden sich
nicht nur auf der &uReren Plasmamembran und extrazellularen Matrix (ECM), sondern
fungieren auch im Zellkern und im Cytosol. Intrazellulares Galectin bindet haufig keine
B-Galactose, kann aber daftr mit der CRD und anderen eigenen Bindestellen mit Proteinen

wechselwirken. Beispielsweise beteiligen sie sich am RNA-SpleiBen im Zellkern.[*92

Erhohte Expression von Galectin-1 (Gal-1) wurde in einigen Tumoren wie Gliomen (Tumoren
des zentralen  Nervensystems),!®®l  Hodgkin-Lymphomen  (Lymphdrisenkrebs),%4
Lungenkrebs,% Kopf-Hals-Karzinom, 196l Eierstockkrebs, %71 Kaposi-Sarkom, ™%
Brustkrebs'®! oder Prostatakrebs festgestellt.?°” Die Uberexpression von Galectinen in

Tumorzellen korreliert mit der Aggressivitat des Tumors und dessen Metastasierung. Ebenso
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2. Kenntnisstand

aktiviert dieses durch Binden an die komplexen N-Glycane des VEGF-Rezeptor 2 (vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktoren) die Tumorangiogenese.?°:-2021 Bej Knock-Down-Studien
wurde zusatzlich gezeigt, dass bei niedriger Expression von Gal-1 und dem daraus
resultierenden erhohten Uberleben von interferonproduzierenden T-Zellen der Tumor
abgewehrt wird. %]

Das tumorassoziierte Protein riickte dadurch als moglicher Therapieansatz in den Fokus.[?%
Ein rationaler Ansatz ist die Unterdriickung seiner Funktion. Im nachsten Abschnitt werden

Liganden fir das Galectin-1 vorgestellt, die das Protein binden und somit inhibieren.

2.5.2 Design eines spezifischen Liganden fur Galectin-1

Galectin-1 (Gal-1) ist ein kleines Protein mit einer Masse von 14.5 kDA pro Monomereinheit,
welches terminale B-Galactose von komplexen Glycoproteinen auf der &uf3eren Zellmembran
bindet. Die Bindung mit den natirlichen Substraten Lactose (Lac, GalB1-4Glc) oder
Lactoseamin (LacNAc, GalB1-4GIcNAc) ist moderat mit Dissoziationskonstanten Kp im pum bis
mm Bereich. Eine kleine Kp deutet auf eine geringe Konzentration von ungebundenen Ligand
und Protein und im Umkehrschluss auf eine hohe Konzentration vom gebildeten Protein-

Ligand-Komplex hin.[205-208]

B c(Ligand)-c(Protein)
" c(Protein-Ligand-Komplex)

D

Derivate der naturlichen Liganden waren oftmals die Basis fur weitere Modifizierungen zur
Erhdhung der Bindungsaffinitat und Spezifitat. Im Vergleich zur natirlichen Lactose konnte
beispielsweise durch Konjugation von para-Nitrophenol an Position 1 bereits eine doppelte

Affinitdt zum Gal-1 erzielt werden.[207-208]

Andere B-Galactose-Derivate zeigten eine weitaus deutlichere Steigerung der Affinitat zum
Gal-1 (Abbildung 10). Im Vergleich zur Galactose bindet Verbindung 1 40-fach starker an
Gal-1, gleichzeitig wird durch den Triazolring eine leichte Selektivitat gegentiber Gal-3 erzeugt
und bindet dieses mit lediglich 10-facher Erh6hung.!2°%)
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Abbildung 10: B-Galactose-Derivate als Inhibitoren fir Gal-1. 1 bindet 40-fach starker (Kp = 250 um) im Vergleich
zur Galactose.?% 2 bindet Gal-1 mit einer Dissoziationskonstante Kp(2) = 24 um und seine Ableitungen 3 und 4 mit
Kb(3) = 49 nm und Kp(4) = 13 nm.22% Im Vergleich Kp(Gal) = 10 mm und Kp(Lac) = 190 pm.[2071

Die Dissoziationskonstanten der natlrlichen Substrate Galactose und Lactose zu Gal-1 liegen
jeweils bei Kp(Gal) = 10 mm und Kp(Lac) = 190 pum.2” Thiodigalactosid 2 weist bereits eine
starkere Bindung mit einer Kp(2) = 24 pm auf. Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. J. Pieters
konnte durch Einfihrung von aromatischen Resten an Position3 weitere
Kation-Tr-Interaktionen erzeugen.?*!l Die Hydroxylgruppe wurde durch ein Azid substituiert und
durch CuAAC entsteht ein Triazol-Ring mit beliebig variablen Rest. 3 und 4 zeigen eine enorme
Steigerung in ihrer Affinitdt mit Kp(3) =49 nM und Kp(4) =13 nMm. Daflr missen diese
Inhibitoren in ihrer Selektivitat einbifRen mit Dissoziationskonstanten zu Gal-3 in gleicher

GroRenordnung.?t9

Die Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Seibel modulierte und synthetisierte ein Molekdl, das ebenfalls
an der Position 3 der Galactose CuAAC zulasst und somit leicht modifizierbar ist. Durch
Kristallstrukturen vom natirlich bindenden Lactosamin (LacNAc) mit einer Bindungskonstante
von Kp(LacNAc) =91 +5 um wurde gezeigt, dass die Position3 nur schwache
Wechselwirkungen mit dem Protein eingeht und sich daher gut flr weitere Konjugationen
eignet.?%!  Durch orthogonale Schutzgruppenchemie wurde aus den jeweiligen
Monosacchariden das LacNAc-Analoga mit einer Alkingruppe an Position 3 der Galactose (3b)
fur CuAAC synthetisiert. Die Hydroxylgruppe an Position 1 der Glucose (1a) zeigt aus der
Bindestelle heraus, wodurch dieses ebenfalls fir weitere Modifikationen kandidiert.
Doppelbindungen sind orthogonal zu CuAAC und lassen diverse Konjugationen wie
Olefinmetathese,?122131  Thijol-En-Click-Reaktion?¥ oder inverse Diels-Alder-Reaktion!*>8
(Vergleich Kapitel 2.4.4 iEDDA) zu, die fir Microarray-Experimente oder zur Ausbildung

multivalenter Inhibitoren nutzbar sind (Abbildung 11).[20%
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OH
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Abbildung 11: Strukturformel des LacNAc-Derivats mit Allylfunktionalisierung an anomerer Position (1a) von
GIcNAc und Propargylfunktionalisierung an Position 3 von Gal. Dissoziationskonstante zum Gal-1
Kp(5) = 107 + 9 pm. Im Vergleich das natirliche LacNAc zum Gal-1 Kp(LacNAc) = 91 £ 5 pm.

Affinitatsmessungen von 5 zeigten mit Kp(5) =107 £ 9 uMm eine nahezu unveranderte
Bindungskonstante zum natirlichen Zucker Kp(LacNAc) =91 + 5 um. Zusatzlich wurde der
Bindungsmodus durch eine Réntgenstruktur bestimmt (Abbildung 12). Die konservierte CRD
von Gal-1 bindet mit den Aminoséuren His44, Asn46, Arg48, His52, Asp54, Val49, Asn6l,
Trp68, Glu7l und Arg73 an das Disaccharid, zusatzlich dbt Trp68 mit dem Alkin

-1-Wechselwirkungen aus. 2%

Abbildung 12: Réntgenstruktur von Galectin-1 mit synthetischem 5. Die wechselwirkenden Aminosauren der
Bindungsdomane sind blaulich markiert. Wasserstoffbriicken sind gestrichelt gezeigt und bindungsbeitragende
Wassermolekiile als gelber Punkt dargestellt. (PDB ID: 4Q27, Auflésung 1.40 A).

AnschlieRend wurden durch Reaktionen mit ausgewahlten Aziden zehn potentielle Liganden
dargestellt, deren Bindungskonstanten jeweils in der GroRRenordnung des natirlichen
Substrats liegen. Die Kristallstrukturen verdeutlichten die Dominanz der CRD, wodurch die
Disaccharide der zehn Konjugate jeweils den gleichen Bindungsmodus aufweisen.2%!
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Um einen weiteren Bereich der Peptidoberflache anzusprechen wurde 5 so modifiziert, dass
ein aromatischer Ring die Orientierung einer Amino-Gruppe zulasst, die nach Verlangerung
mit einem internem Alkin die Aminoséure Aspl125 adressiert (Abbildung 13).

=g JL;_

H2N

(o) HO

Abbildung 13: Strukturformeln der erweiterten LacNAc-Derivate. Uber CUAAC wurde das Alkin erweitert und ein
aromatischer Ring eingefuhrt mit einem starren, internalen Alkin. Terminal (griin) sitzt eine Aminogruppe mit R = H
6 oder eine Guanidinogruppe mit R = C(NH)NH 7.[20%]

Kristallstrukturen zeigen ionische Wechselwirkungen der Aminosdure Aspl25 und dem
terminalen Amin mit einem Abstand von 2.8 A (Abbildung 14). Uber ein Wassermolekiil bildet
der Triazolring H-Briicken zur Aminosaure Asn33 aus, wahrend der Benzolring in rdumlicher
Néhe zu Aspl123 ist. Die LacNAc-Struktur bei dieser Verbindung befindet sich entsprechend
des natirlichen Zuckers gleichermafen in der Bindetasche.?%!

Abbildung 14: Kristallstruktur von Gal-1 mit synthetischem 6. Die wechselwirkenden Aminoséauren der
Bindungsdomane sind blaulich und rot markiert. Wasserstoffbriicken sind gestrichelt gezeigt und
bindungsbeitragende Wassermolekiile als gelber Punkt dargestellt. (PDB ID: SMWX, Auflésung 1.29 A).[209]
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3. Motivation

3 Motivation

Der Bedarf an Organ- und Gewebeersatz motiviert die Wissenschaft zur kinstlichen
Erzeugung der lebenswichtigen Elemente. Dazu werden Zellen mit einem Biomaterial versetzt
(vereint werden diese als Biotinte definiert) und durch additive Fertigungsmethoden wie dem
3D-Druck zu hierarchischen Strukturen aufgebaut.!¥! Im Rahmen der Dissertation, war das
Ziel, ein System zu generieren, dass es ermdglicht, die Zellmembranen von mesenchymalen
Stromazellen gezielt verandern zu kénnen, damit sowohl Proliferation, Funktion der Zelle,
Differenzierung und Steifigkeit an den Druckprozess und das Material fir die Anwendung
angepasst bzw. variiert werden koénnen. Dazu sollte in dieser Arbeit metabolic

glycoengineering (auch metabolic labeling genannt) durchgefiihrt werden.["

Zur Untersuchung von Zell-Matrix-Wechselwirkung sollen diverse humane Saccharid-Derivate
dargestellt werden. Dieses Projekt wurde von der Deutschen Fordergemeinschaft im
Sonderforschungsbereich TRR225 Biofabrikation finanziert. Die Kooperationen sollen genutzt

werden, um synthetische Zucker an biologischen Systemen zu testen.

Fur das metabolic glycoengineering sollen diverse bioorthogonale Monosaccharide
synthetisiert und strukturell als auch biosynthetisch charakterisiert werden. Im Vordergrund
stehen dabei die Sialinsduren 8 (Abbildung 15) neben weiteren bioorthogonalen Zuckern.
Eine langkettige Seitenkette versetzt mit einer bioorthogonalen Funktion (Azid, Alkin) soll die
Aufnahme in die mesenchymalen Stammzellen erméglichen. Die Sialinsdure ist der letzte
Zucker der komplexen Oligosaccharide und nimmt bei der Erkennung von Viren und Bakterien
aber auch von Siglec-Liganden (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins) eine
besondere Stellung ein.®? Im Vergleich mit den metabolischen Vorstufen, den Mannosamin
Derivaten, soll der Einsatz von bioorthogonalen Sialinsauren einen héheren Einbau in die
Glycoproteine ermdglichen. In diesem Zusammenhang soll ebenfalls untersucht werden, ob
der metabolische Einbau mit Hilfe unterschiedlicher Monosaccharide eine Auswirkung auf die

Markierung von Glycoproteinen zeigt.

HO OH

O OH
(0]
SiaNAIl 8a R: }J\/\\\ SiaNAz 8b R: }{/Ns

Abbildung 15: Strukturformeln der bioorthogonalen Sialinséuren fir das metabolic glycoengineering.
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Die artifiziellen Monosaccharide sollen im Forschungsverbund von der Forschungsgruppe
Prof. Dr. R. Ebert an humanen mesenchymalen Stromazellen (hMSC) hinsichtlich

Einbaueffizienz und Zellverhalten evaluiert werden.

Nach erfolgreichem Einbau der Monosaccharide in die Glycocalyx der AuRenmembran sollen
die mit bioorthogonalen Gruppen versehenen hMSC mit Liganden konjugiert werden, die eine
Steuerung der Adhasion und/oder die Steifigkeit der Zelle zu erwarten lassen. Als komplexe
Liganden sollten dazu Galetin-1 Liganden entwickelt werden. Galectin-1 soll im Kontext mit

hMSC und Tumoren genauer untersucht werden.

Die Synthese der Gal-1 Liganden wurde teilweise bereits in der eigenen Masterarbeit 2018
bearbeitet.?!® Die Synthesen sollen vollendet und die Molekile charakterisiert werden
(Abbildung 16). Zusatzlich sollen die Affinitdten zum Protein mittels isothermer Kalorimetrie

bestimmt und Réntgenstrukturen der Protein-Ligand-Komplexe untersucht werden.

NH
H
R3 = N oder HZNJLSé

N

N/Y\
R3HN N—N "'°
HO oH NHAc

R'=H oder F; R2 H oder F

Abbildung 16: Strukturformeln der Gal-1 Liganden.

Fur eine kovalente Konjugation auf die Zelloberflachen sollen die Galectin-1 Liganden um eine
bioorthogonale Gruppe erweitert werden. Dafiir dient die Doppelbindung, die keine

Wechselwirkungen mit dem Gal-1 ausbildet.

Diese sollen anschlie3end zur Zellmodifikation genutzt und der Effekt evaluiert werden. Durch
diverse Kooperation im Verbund kénnen Messungen der Zellsteifigkeit bei Prof. Dr. B. Fabry

erfolgen.

34



4. Ergebnisse und Diskussion

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Metabolic glycoengineering

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von bioorthogonal funktionalisierten
Monosacchariden, die fiir das metabolic glycoengineering an humanen mesenchymalen
Stromazellen (hMSC) oder auch telomerase-immortalisierte Zellen (hMSC-TERT) geeignet

sind.

4.1.1 Synthese von Monosacchariden

Fur Untersuchungen zum metabolischen Einbau in humane mesenchymale Stromazellen
(hMSC) oder auch telomerase-immortalisierte Zellen (hMSC-TERT) wurden geeignete
Monosaccharide hergestellt. Die Azidozucker AcsGalNAz 10 und AcsGIcNAz 11 sind
kommerziell erhaltlich, wohingegen die Mannosaminderivate 12a und 12b dargestellt wurden.
(Abbildung 17).

AcO J]\/\ J]\/ N3
éﬁ éﬁ o o
0 0

NH OAc NH OAc AcO AcO
AcO AcO

OAc OAc

Ac,GalNAz, 10 Ac,GlcNAz, 11 AcsManNAl|, 12a Ac;ManNAz, 12b

Abbildung 17: Strukturformel ausgewahlter bioorthogonaler Monosaccharide.

4.1.1.1 Acetylierte Monosaccharide

In der Literatur wurden fir das glycoengineering haufig die Azidozucker Ac.GalNAz 10,
AcsGIcNAz 11, und AcsManNAz 12b verwendet.®” 9 1191 Dje Azidogruppe erlaubt weitere
Modifikationen durch Staudinger-Ligation, CUAAC oder SpAAC.1103 105, 154 Ac,ManNAz 12b
und AcsManNAIl 12a mit einem Alkin (Pentin) wurden synthetisiert, um die Vielfalt der

Reaktionsmdglichkeiten auf der Zelloberflache zu erweitern.

Dazu wurde Mannosaminhydrochlorid zuerst mit einer N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktivierten
Saure (Azidoessigsaure oder Pentinsdure) in MeOH und Na,COs als Hilfsbase zur Reaktion
gebracht. Nach Aufreinigung wurde das Amid mit Ac.O und Pyridin peracetyliert (Schema 12)
und nach Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit Gesamtausbeuten von 78 % oder 85 %
erhalten.
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H2HCI AcO HN R ManNAI 12a R
— > AcO /\\\
AcO ManNAz 12b R:3s{_-N3
13 12

Schema12: Synthese von bioorthogonalen = Mannosamin-Derivaten. a) Pentinsdure-NHS-ester  oder
Azidoessigsaure-NHS-ester, Na2COs, MeOH, RT, 16 h, 85 % fiir 12a und 78 % fir 12b. b) Ac20, Py, RT, 16 h,
quant.

Zur Visualisierung eignen sich Cyanin-Fluoreszenzfarbstoffe, die eine Zellvertraglichkeit und
Wasserloslichkeit aufweisen (Abbildung 18). Das Cy5-Azid 14 wurde von Dr. Natalia Wolf aus
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Seibel zur Verfiigung gestellt.?8! Cy3-Alkin 15 wurden
kommerziell erworben.

- SO;H -— SO;H
0,S 038

+N N
N HO s//) N
3 ? =
HO,S o
Cy5-Azid 14 Cy3-Alkin 15

Abbildung 18: Strukturformel der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe zur Farbung der Zellen.

Die peracetylierten Monosaccharide wurden fir 72 h in der Zelllinie hMSC-TERT Kkultiviert und
der Einbau anschlieBend durch Click-Reaktion mit einem Farbstoff nachgewiesen. Dazu
wurden die Zellen fir 5min mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff, CuSO.,
Natriumascorbat (NaAsc) und der Kupferligand Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
(THPTA) zur Senkung der Schwermetalltoxizitat versetzt. Uberschiissiger Farbstoff wurde
durch dreimaliges Waschen der Zellen mit Phosphatpuffer (phosphate buffered saline, PBS)
entfernt. Diese Arbeiten wurden von Dr. Stephan Altmann aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. R.

Ebert im Rahmen seiner Promotion durchgefiihrt.%!

Die Zellen wurden fir die Fluoreszenzaufnahmen mit einer Losung aus Formaldehyd und
Glyceraldehyd fixiert. Die Verwendung von Mannosamin zeigt unter ansonsten gleichen

Bedingungen eine starkere Farbung der Glycocalyx im Vergleich zu den anderen
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Monosacchariden (Abbildung 19). Mannosamin wird in die entsprechende Sialinsaure
metabolisiert und in N- und O-Glycoproteinen auf die Zelloberfliche gebracht, wahrend
GalNAz und GIcNAz bevorzugt in cytosolische O-Glycoproteinen eingebaut werden, die
demnach fur die in vitro Click-Reaktion nicht zur Verfligung stehen.’®! Andere Zelllinien jedoch
zeigten hervorragende Farbung der Oberflachen durch Fitterung mit AcsGIcNAz oder
AcsGalNAz, was auf eine zellspezifische Aufnahme und Einbau der jeweiligen Zellen

hindeutet.!8%

Ac,GIcNAz 20 uM

Ac,GalNAz 20 uM Ac,ManNAz 20 uM Ac,ManNAI 20 pM

5 £
.

R
<A .

Ac,GIcNAz 50 uM

Ac,GalNAz 50 uM " Ac,ManNAz 50 uM Ac,ManNAI 50 uM

. A
-
.

Abbildung 19: Fluoreszenzaufnahmen von hMSC-TERT nach 72h Inkubation mit bioorthogonalen
Monosacchariden in 20 um- oder 50 pm-Konzentration. Gelbes Fluoreszenzsignal entsteht nach CuAAC mit
Cy3-Alkin 15 oder Cy5-Azid 14 fir 5 min. Zur Entfernung von ungebundenem Farbstoff wurden die Zellen drei Mal
mit PBS gewaschen. Blaues Fluoreszenzsignal durch Zellkernfarbung (DAPI). Diese Abbildung wurde von Dr.
Stephan Altmann erzeugt und aus Altmann et al. entnommen, das als open access article im International Journal
of Molecular Science publiziert wurde.[*0%

Stromazellen koénnen in andere Zelltypen differenzieren, weswegen Dr. Stephan Altmann
weiterhin die Auswirkung der Zucker auf die Multipotenz analysierte. Die Differenzierung zu
Osteoblasten (Knochenzellen) kann durch Farbung mit Alizarinrot nachgewiesen werden. 7]
Dabei bindet Alizarin an das Calcium der Knochen und lasst dieses hellrot erscheinen.
Weiterhin wird die Differenzierung zu Adipozyten (Fettzellen) durch Farbung mit dem

Bisazofarbstoff Oil Red O visualisiert, indem dieses Triglyceride dunkelrot farbt.[218]

Die Experimente zeigten keine Auswirkungen der Zucker bei 20 pm- oder 50 pmM-Konzentration
auf die osteogene oder adipogene Differenzierung. Zusatzlich wurde von Dr. Stephan Altmann
die Genexpression von sieben Genen untersucht, bei denen in der Literatur bereits Uber eine
veranderte Expression nach Zugabe von 12b berichtet wurde.?'®" Auch hier wurde keine
signifikante Veranderung festgestellt, so dass glycoengineering mit Mannosaminen keinen

negativen Einfluss auf die Zellbiologie und die Differenzierung der hnMSC-TERT hat.[%

Zahlreiche Publikationen verwendeten aufgrund ihrer Membranpermeabilitat peracetylierte

Monosaccharide fur das glycoengineering. 2018 konnten Prof. Dr. C. Wang und Prof. Dr. X.
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Chen einen wichtigen Nachteil dieser Zucker zeigen, indem sie eine vorher nicht beachtete
unspezifische Nebenreaktion nachwiesen. Nukleophile Thiole von Cysteinresten reagieren mit
der anomeren Position und substituieren dort das Acetat (Schema 13). Zusatzlich konnten

partiell deacetylierte Zucker auf den Proteinen detektiert werden.[*18l

o) o)

Jl\/N3 Jl\/N3
AcO—HN RO—HN

AcO -0 o RO -0
ACO&L% HS—Protein RO&AH

OAc S—Protein
12b R =Ac oder H

Schema 13: S-Glycosylierung von Cysteinresten an Proteinen durch AcaManNAz.[118]

Diese Reaktion wurde ebenfalls bei Zugabe von AcsManNAz 12b zum Zelllysat beobachtet,
wodurch eine enzymatische S-Glycosylierung ausgeschlossen wurde, da beim Lysat die
Enzyme inaktiv sind. Zusatzlich konnte bei der Verwendung von nicht-acetylierten Zuckern
sowohl in vitro als auch im Zelllysat keine Glycosylierung am Cystein beobachtet werden,

weswegen die Autoren die Verwendung von ungeschitzten Zuckern vorschlugen. %l

Dazu sollten die bioorthogonalen Mannosamin-Analoga vor ihrer Acetylierung fir das
glycoengineering getestet werden. Diese werden im Roseman-Warren-Biosyntheseweg in die
entsprechende Sialinsdure metabolisiert und terminieren haufig die Glycanketten von
Oberflachenproteinen. Zusatzlich sollten die bioorthogonalen Sialinsauren synthetisiert und
evaluiert werden. Mogliche Vorteile sind ein schnellerer Einbaul*?l und eine erhohte
Selektivitat, da ManNAc durch Epimerasen im Gleichgewicht mit GIcNAc??Y und somit auch

mit GalNAc stehenl(’ 22l die haufig auch als O-Glycoprotein im Cytosol enden.%
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4.1.1.2 Sialinsaure-Derivate
Zur Darstellung von Sialinsduren kdnnen verschiedene Strategien verfolgt werden, von
totalsynthetischen tber partiell enzymatische Reaktionspfade.[®% 222l |n dieser Arbeit wurde

die Synthesestrategien von Wong et al. und Homann et al. verfolgt.[®® 223l

Der erste Syntheseschritt sieht eine Mehrkomponentenreaktion vor, bei der drei
Reaktionsschritte ohne Aufarbeitung durchgefiihrt werden. b-Arabinose 16 wurde mit 1.00 Aqg.
Arylamin 17 und mit 2.00 Aq. Vinyldibutylborsaureester 18 in einer Petasisreaktion fur 72 h bei
50 °C in wassrigem Ethanol (80 % EtOH) zur Reaktion gebracht. Dabei reagiert der Aldehyd
zuerst zum Imin. Die Borsaure wird hydrolysiert und koordiniert danach am benachbarten
Sauerstoff, wodurch der anschlieBende nukleophile Angriff zu einem nahezu
diastereomerenreinen Molekul 19 fuhrt (Schema 14). Die eingefuhrte Doppelbildung steht fir
vorgesehene Cycloadditionsreaktionen zur Verfligung.?!

NH _Diaryl
OH O 2 oH oH N- Y
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Schema 14: Stereoselektive Petasis-Reaktion, EtOH/H20, 50 °C, 72 h. p-Arabinose 16 wird mit einer Vinylgruppe
und einem Amin erweitert.[223]

Entsprechend der Literaturvorschrift haben die Experimentatoren der Gruppe Wong et al. ohne
Aufarbeitung Trifluoressigsaure (TFA) hinzugegeben und die Reaktionslésung fir 16 h auf
50 °C erhitzt. Das entstandene primare Amin (Vergleich 21 aus Schema 15) reagiert
anschlieRend mit einer aktivierten Saure zu einem stabilen Amid. Das Losungsmittel wurde
anschliel3end entfernt und die aktivierte Saure mit Na,COs als Hilfsbase in Methanol fur 1 h
bei RT zur Reaktion gebracht. Fur die dreistufige Synthese wurden hier Ausbeuten von
50-60 % angegeben.??! Dieser beschriebene Syntheseweg konnte nicht reproduziert werden

und musste verbessert werden.
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Beim ersten Teilschritt dieser Synthese wurde eine deutliche Braunfarbung beobachtet und
Edukt 16 konnte auf der DC (Dunnschichtchromatographie) nicht mehr detektiert werden,
daflr ein neuer Fleck (spot) 19, der positiv auf Zuckerfarbung oder Oxidationsfarbung reagiert.
Eine Vergleichsprobe wurde entnommen und dem Reaktionsgemisch TFA hinzugegeben.
Nach Uber 16 h konnte der spot der Zwischenstufe 19 immer noch detektiert werden,
weswegen die Reaktionszeit auf 40 h erweitert wurde. Anschlie3end wurde entsprechend der
Vorschrift das Losungsmittel entfernt und 2.00 Aq. der entsprechenden Saure (Pentinsaure
oder Azidoessigsaure) als N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) und Hilfsbase in Methanol
zugegeben. Auf der DC konnten nach 1 h mehrere spots detektiert werden. Zur Sicherstellung
einer quantitativen Reaktion wurde das Gemisch weitere 16 h gerthrt und die doppelte
Stoffmenge an aktivierter Saure zugegeben. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde ein
dunkelrot-braunlichnes Ol erhalten, dessen Komponenten s&ulenchromatographisch
aufgetrennt wurden. Die Zielmolekile 23 konnten in mehreren Anlaufen jeweils in Ausbeuten
von 7-19 % isoliert werden und mussten dabei mindestens zwei Mal sdulenchromatographisch
gereinigt werden. Weiterhin wurde die Zwischenstufe 19 in 5-13 % isoliert, obwohl die
Reaktionszeit fur die saure Abspaltung des Aryls mehr als verdoppelt und auch die

Konzentration der S&aure erhdht wurde.

Als effizientere Route zeichnete sich die Isolierung von 19 nach der Petasis-Reaktion aus
(Schema 14). Dieses konnte nach einer Saulenfiltration mit einem Uberschuss an Ac,O und
Pyridin per-O-acetyliert werden (a). Acetylierungen von Zuckern verlaufen weitgehend
guantitativ und veréndern die Polaritat, weswegen die Produkte mit Dichlormethan (DCM) oder
Essigsaureethylester (EE) aus der wassrigen Phase extrahiert werden kénnen, wahrend die
Bor-Salze in wassriger Losung verbleiben. Zusatzlich erfolgt die Entschitzung meistens mit
NaOMe und das Produkt wird nach Aufarbeitung quantitativ erhalten. Somit konnte die
peracetylierte Verbindung 20 mit 59 % Ausbeute synthetisiert werden (Schema 15). Ein
weiterer Vorteil durch die unpolaren Eigenschaften zeigte die saure Abspaltung des Diaryl-
Restes. Diese erfolgte in DCM und verfarbte sich nach Zugabe von TFA rétlich. Nach 10 min
konnte das Edukt auf der DC nicht mehr detektiert werden (b). Im Vergleich dazu sieht die

Literaturvorschrift hierfir eine Reaktionszeit von 16 h im wassrigen Milieu vor.?]

Das erhaltene primare Amin 21 wurde mit 1.50 Ag. der jeweiligen Sauren zur Reaktion
gebracht, nachdem diese mit HATU in DIPEA und N,N-Dimethylformamid (DMF) aktiviert
wurden. Die Amide 22 wurden mit bis zu 73 % Ausbeute isoliert (c) und die Acetylgruppen
anschlieBend mit einem Uberschuss NaOMe (d) entfernt. Mit lonentauscher wurde die Lésung
neutralisiert und die Olefine 23 in quantitativen Ausbeuten erhalten. Die *H-NMR-Spektren
sind in Abbildung 20 abgebildet. Die Allylprotonen sind bei etwa 6.0 ppm und 5.2-5.3 ppm
tieffeldverschoben und kdnnen durch ihr Kopplungsmuster (ddd) wund ihren

Kopplungskonstanten (17.3 Hz fir H-1gans und 10.5 Hz H-1¢s) von H-2 zugeordnet werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Das Multiplett H-3 kann durch die Korrelation im HMBC zu C-1 und C-2 bei 136.6 und
116.7 ppm identifiziert werden. Die Protonen H-7 sind diastereotop und erscheinen als zwei
Signale mit der typischen geminalen Kopplung von 11.0 Hz. Das Kopplungsmuster vom
benachbarten H-6 ist ein ddd. H-4 und H-5 kdnnen durch Korrelationen im COSY zugeordnet
werden. FUr Azid 23b resoniert H-2* als Singulett bei 3.97 ppm, wéahrend diese bei Alkin 23a
als Multiplett mit H-3° bei 2.44-2.50 ppm zusammenfallen. Das Alkinproton H-5° ist als
Multiplett bei 2.30 ppm zu sehen.
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Abbildung 20: *H-NMR-Spektren (400 MHz, MeOD) der Verbindungen 23.

Im folgenden Schritt wurden die Olefine 23 entsprechend der Literaturvorschrift mit 2.00 Aqg.
Nitron 24 fir 2 Wochen bei 30 °C in einer [3+2]-Cycloaddition zur Reaktion gebracht (e). Die
Azidogruppe ist orthogonal zum Nitron, weswegen 25b mit einer Ausbeute von 69 % isoliert
wurde, wahrend das Alkin ebenfalls mit dem Nitron reagierte. Trotzdem wurde das gewiinschte
Produkt 25a mit 54 % Ausbeute erhalten. Durch die sterisch anspruchsvolle tert-Butylgruppe
verlauft die Cyclisierung zum jeweiligen Isoxazolidin stereoselektiv. In den *H-NMR-Spektren
(hier nicht abgebildet, siehe Experimentalteil) fehlen die Signale der olefinischen Protonen,

dafir resonieren die Protonen der tert-Butylgruppe charakteristisch als Singulett bei 1.29 ppm.
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Schema 15: Synthese der Sialinsdure-Derivate mit bioorthogonalen Gruppen in der Seitenkette von C-5. a) EtOH,
H20, 1d, 50 °C; dann Ac20, Py, RT, 20 h, 59 %; b) TFA, DCM, 10 min, RT, quant.; c) Azidoessigsaure oder
Pentinsaure, HATU, DIPEA, DMF, RT, 15 h, 52-73 %; d) NaOMe, MeOH, RT, 30 min, quant. ) Nitron 24, Dioxan,
30 °C, 2-4 Wochen, 54-69 %; f) NaOMe, 24 h, RT, dann H20, 24 h, RT, 77-82 %.

Im letzten Reaktionsschritt wurde das a-Proton des Esters im basischen Milieu deprotoniert,
wodurch sich ein Imin und das Alkoholat bilden. Um eine quantitative Reaktion zu garantieren,
wurde ein Uberschuss an NaOMe eingesetzt und die Reaktionszeit auf 24 h erhoht.

AnschlieBend wurde durch Zugabe von Wasser das Imin zum Keton hydrolysiert. Das
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4. Ergebnisse und Diskussion

entstehende NaOH verseift den Ester zur Carbonsaure (Schema 16). Wie alle Saccharide
bilden auch Sialinsduren hexacyclische Acetale zwischen C-2 und OH-6. (Vergleich
Schema 15).

X X,

OH OH HN R OH OH HN
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Schema 16: Mechanismus der basischen Spaltung von Isoxazolidin 25 mit anschlieBender Hydrolyse des Imins
und Verseifung des Esters.

Die Diskussion der NMR-Daten (Abbildungen 21 und 22) erfolgt reprasentativ anhand von
Verbindung 8b, da sich lediglich die Seitenkette unterscheidet. Der Erfolg der Reaktion ist an
den fehlenden Signalen fiir die tert-Butylgruppe und des Ethylesters zu erkennen. Fir
Sialinsaure charakteristisch sind die beiden Protonen H-3, die vergleichsweise
hochfeldverschoben bei etwa 1.8 und 2.2 ppm mit einer geminalen Kopplung von 12.1 Hz
resonieren. Das axiale Proton koppelt zusatzlich mit 12.0 Hz zu H-4, das aquatoriale hingegen
mit einer wesentlich kleineren cis-Kopplung von 4.7 Hz. C-3 resoniert bei 41.0 ppm. Die
guartaren Kohlenstoffatome des Amids und der Saure sind stark tieffeldverschoben und
resonieren bei 171.6 und 173.6 ppm. Die typische Verschiebung fur das Kohlenstoffatom des

Acetals ist bei 96.6 ppm zu sehen und ist auch durch die Korrelation zu H-3 bestéatigt.
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Abbildung 21: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOD) der Verbindung SiaNAz 8b.
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Abbildung 22: *C-NMR-Spektrum (100 MHz, MeOD) der Verbindung SiaNAz 8b.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Uber 2D-Korrelationsspektren kénnen die weiteren *H- und '3C-Signale zugeordnet werden.
Aufgrund des anomeren Gemisches und der sehr &hnlichen Verschiebungen kdnnen manche
Kopplungskonstanten wie z.B. die geminale Kopplung fir H-9 nicht bestimmt werden.
Dennoch sind die Signale der Kohlenstoffatome aufgeldst und C-6 bis C-9 resonieren
zwischen 64.8 und 71.8 ppm. C-5 hat mit 54.2 ppm eine typische Verschiebung fur
C-N-Bindungen, genauso wie C-2‘ bei 52.9 ppm.

Die bioorthogonalen Sialinsduren wurden nach erfolgreicher Synthese und

Vollcharakterisierung fur das metabolic glycoengineering eingesetzt und evaluiert.

4.1.2 Glycoengineering mit nicht acetylierten Sialins&auren
Die nicht-acetylierten Sialinsduren werden Uber Endozytose (Schema17) in die Zellen
aufgenommen und penetrieren nicht passiv durch die Zellmembran. Die passive Aufnahme

von peracetylierten Monosacchariden am Beispiel von Mannosamin-Derivaten istin Schema 6

aus Kapitel 2.3.1 abgebildet.

N-Glycoprotein

ST

O-Glycoprotein

Schema 17: Die Aufnahme von nicht-acetylierten Sialinsduren am Beispiel von SiaNAIl Uber Endozytose und
Eingliederung in den Zellmetabolismus. Aktivierung durch Cytidintriphosphat (CTP) im Zellkern und Transport zum
Golgi-Apparat. Ubertragung auf Glycoproteine durch Sialyltransferasen (ST). Erstellt mir BioRender.com
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Ein erfolgreicher Nachweis der unnatirlich eingebauten Sialinsauren 8 durch Reaktion mit
dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff konnte erst bei Konzentrationen ab 1.0 mm
wahrend der Inkubation erreicht werden (Tabelle 4). Fur die Zelllinie wurden nahezu
identische Fluoreszenzaufnahmen und Intensitdten aufgenommen wie bei den Primarzellen.
Zusatzlich muss bedacht werden, dass der Sialinsdure-Haushalt der Zellen hierbei massiv
manipuliert wird, wie Bork et al. bereits zeigte, als sie die Konzentration an intrazellularer
Sialinsdure durch Inkubation von 10 mm ManNAc uber 50 h hinweg drastisch erhdhten.
Parallel dazu wurde ebenfalls eine hohe Sialylierung am neutralen Zelladh&sionsmolekul
(NCAM) beobachtet.”?¥ Die unter normalen Bedingungen stattfindende Kontrolle der Sia-
Konzentration durch Inhibition von GNE (Schlissel-Enzym beim Roseman-Warren-
Biosyntheseweq) verliert inre Wirkung unter den kiinstlich erzeugten Bedingungen.[’® 224 |m
vorliegendem Fall wurden Stammzellen mit 0.5 — 2.0 mM SiaNAI 8a oder SiaNAz 8b versetzt.
Diese kénnen im Gegensatz zum Mannosamin-Analogon direkt im Zellkern aktiviert und durch

Sialyltransferasen auf Proteine konjugiert werden.["

Tabelle 4: Fluoreszenzintensitat relativ zur Kontrolle. Daten wurden von Dr. Stephan Altmann erzeugt und zur
Verfligung gestellt.

_ 1.16 1.38 1.41
SiaNAz 1.15 1.55 1.59
hMSC-TERT 1.09 1.26 1.93
_ 2.55 4.10 2.20
SiaNAl 1.58 2.25 3.44
1.19 1.49 5.83
_ 1.46 1.85 2.15
SiaNAz 1.52 2.10 2.24
hMSC
_ 1.76 2.50 6.72
SiaNAl 2.45 3.82 6.80
1.81 2.61 5.37

Durch die Fitterung der Zellen mit Sia-Konzentration ab 1.0 mm konnten diese visualisiert
werden. Der Einbau von SiaNAI 8a ist im Vergleich zu SiaNAz 8b deutlich effizienter. Bei
2.0 mM Konzentration wurde fiir erstes ein fast doppelt so starkes Fluoreszenzsignal fir die
Zelllinie und fast dreifache erhohtes Fluoreszenzsignal fur die Primarzellen festgestellt. Der

Trend wurde in der Literatur bereits beobachtet.

Bertozzi et al. berichtete, dass der Zusatz von AcsManNAI zur metabolischen Markierung der
Sialinsdure fuhrt und effizienter erfolgt als mit AcaManNAz. Hierbei handelt es sich allerdings
um  peracetylierte =~ Mannosamin-Derivate. = Mdgliche  Ursachen  kénnten  eine
konzentrationsabhéngige Reaktionsgeschwindigkeit sein. Diese Vermutung wurde jedoch

verworfen, da eine niedrige Konzentration an Alkin und eine hohere an Azid eine langsamere
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4. Ergebnisse und Diskussion

Reaktion versprechen und widersprichlich dazu in diesem Experiment, sowie in der Literatur,
das gefutterte Alkin (verhaltnism&Rig niedrige Konzentration) und Zugabe des Azido-

Fluorphors (hohe Konzentration) starker zu sehen sind.!*1%

Die Pentinsaure hat im Vergleich zur Azidoessigsaure mehr Rotationsfreiheitsgrade und wird
wahrscheinlich von der CMP-Sialinsauresynthetase oder den diversen Sialyltransferasen

schneller gebunden und somit schneller metabolisiert.

Die Experimente zeigen, dass beide Verbindungen 8 fir das metabolic glycoengineering
geeignet und folglich chemische Reaktionen optimal durchfiihrbar sind. Die Zellviabilitdt und
Apoptose ist bei den Priméarzellen (hMSC) kaum beeinflusst, wahrend die Zelllinie (hMSC-
TERT) bei hohen Konzentrationen von 1.0 und 2.0 mM gesenkte Viabilitdt und Apoptose durch
SiaNAl beobachtet wurde.

Ebenfalls ist das Differenzierungsverhalten der Zellen auch bei hohen Konzentrationen
unverandert. Interessant ist dartiber hinaus zu klaren, ob sich die Unterschiede bei der
Markierung der Glycoproteine ergeben zwischen der Metabolisierung der Mannosamin-

Derivate und der Sialinsdure-Analoga.

Dazu wurden im nachsten Schritt die markierten Glycoproteine identifiziert.
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4.1.3 Glycoproteomics

Beim metabolic glycoengineering werden verschiedene Zucker in den jeweiligen Zelllinien
unterschiedlich metabolisiert.l”®! Der Einbau unnatirlicher Zucker wurde bei hMSC bisher nur
gualitativ nachgewiesen und eine genaue Analyse der markierten Glycoproteine war daher der
nachste rationale Schritt. Somit wurden die synthetisierten Zucker AcsManNAl 12a und
SiaNAl 8a fur weitere Untersuchungen ausgewahlt, da SiaNAI 8a eine effizientere Markierung
bei hMSC zeigte als das entsprechende Azid-Analoga 8b. Acetylierte Monosaccharide wie
AcsManNAl 12a  (oder AcsManNAz 12b) wurden in  der Literatur haufig for
massenspektrometrisch analysiert.®? 9 Diese penetrieren durch die Zellmembran und
werden im Cytosol deacetyliert und zur Sialinsaure metabolisiert.[’*° Zusatzlich ist eine
unspezifische Reaktion mit Cysteinresten mdglich,**®! wodurch die Gegenlberstellung von

AcsManNAl und SiaNAI Einblick in den Zuckermetabolismus liefern kann.

Die hMSC-TERT wurden von Dr. Stephan Altmann mit AcsManNAIl 12a (20 um) oder
SiaNAl 8a (1.0 mMm, Schema 18) fur drei Tage entsprechend der vorangegangenen
Experimente inkubiert (1) und anschlieend die Zelllysate gewonnen (2). Die Glycoproteine
wurden in Eigenarbeiten isoliert. Dazu wurden die Lysate Uber Nacht mit Trypsin versetzt,
welches die Proteine enzymatisch in kleinere Peptidfragmente zersetzt (siehe Experimentalteil
S-Trap protocol), indem die C-terminalen Enden der Aminosduren Arginin und Lysin
hydrolysiert werden (3).2?%1 Durch Einbau der synthetischen Saccharide trugen die markierten
Glycopeptide ein Alkin, das fur CUAAC zur Verfligung stand. Dieses wurde im Anschluss unter
Click-Bedingung mit Biotin-Azid fur 3.5 h zur Reaktion gebracht (4), eine etablierte Methode
um markierte Proteine bzw. Peptide mit einem IsoTaG (isotope targeted glycoproteomics)
anzureichern.'35 2261 Dije geclickten Molekille helfen auBerdem bei der spateren
massenspektrometrischen (MS) Analyse der Proben durch Erkennung der spezifischen
Verknupfung an den Glycanketten.[*5t 2272281 |n diesem Fall bildete sich ein Triazolring an der
Seitenkette des Zuckers, an dem kovalent ein Hydroxyhexyl-Rest gebunden ist (7a). Der
Lésung wurde ein Streptavidin-Agarose-Harz zur Absorption von Biotin zugegeben und
weitere 14 h inkubiert (5). Die Dissoziationskonstante Kp fur Streptavidin und Biotin liegt in der
GroRenordnung von 107 M, eine der starksten nicht kovalenten Bindungen.???! Uberschiissige
Biomolekile wurden durch Waschen vom Harz entfernt (6). Letztlich wurden die Glycopeptide
durch Zugabe von Ameisensaure (2 %) und Spaltung des Silicium-Ankers freigesetzt (7). Die

erhaltenen Proben wurden anschlieRend durch LC-MS/MS von Dr. Marc Driel3en analysiert

(8).
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Schema 18: Isolierung der Glycoproteine fur die massenspektrometrische Analyse. 1) Kultivierung von
hMSC-TERT mit SiaNAl 8a (bzw. in einer anderen Zellkultur AcaManNAI 12a) und Einbau des Zuckers in die
Glycoproteine; 2) Gewinnung von Zelllysaten (Glycoproteine in griin und blau); 3) Versetzung mit Trypsin zur
Spaltung in kleinere Glycopeptide; 4) CuAAC mit Biotin-Azid (Biotin in blau und Azidogruppe rot hinterlegt);
5) Absorption des geknipften Biotins durch Streptavidin-Harz; 6) Entfernung der ungebundenen Peptide;
7a) Isolierung der Glycopeptide durch Abspaltung des Silylethers (rot) mit 2 %iger HCOOH; 7b) Absorbierter Biotin-
Rest am Harz; 8) Massenspektrometrie der Glycopeptide. Erstellt mit BioRender.com

Durch die Messungen konnten insgesamt 339 Proteine erfasst werden, von denen 119 als
Glycoproteine identifiziert wurden. 55 Proteine wurden durch Inkubation von 8a markiert und
werden somit der Fraktion SiaNAl zugeordnet, wahrend 94 Proteine aus der Fraktion
AcsManNAl zugeordnet werden (Abbildung 23). Hierbei wurde lediglich eine Uberschneidung
von 30 Proteinen beobachtet, obwohl anhand einigen Berichten, das Mannosamin in das
entsprechende Sialinsdure-Analoga metabolisiert werden sollte (Vergleich Kapitel 2.3.1). Eine

Liste der Proteine kann dem Anhang 9 entnommen werden. Im Experiment von Bork et al.
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wurden Zellen fir 48 h mit eine 10 mm Lésung aus ManNAc inkubiert, wobei eine Steigerung
von ungebundener Sialinsdure in den Zellen gemessen wurde. Bei Erhohung der
Konzentration bis zu 50 mm steigt auch die Menge an ungebundener Sialinsdure, was
wahrscheinlich auf eine Sattigung von endstandigen Galactose-Einheiten der Glycoproteine
zurtickzufiihren ist.??4 Ahnlich wird auch bei einer Inkubation der Zellen mit 1.0 mm SiaNAI 8a
fur 72h ein gesteigerter Grad an Sialylierung angenommen. Zusatzlich wird das
Schlisselenzym GNE fur Sialinsaure-Biosynthese inhibiert, weswegen den Zellen

hauptsachlich die unnatirliche Variante zur Verfligung steht.?30

55 30 94

Abbildung 23: Mengendiagramm der identifizierten Glycoproteine durch Inkubation von SiaNAl 8a (lila) oder
AcsManNAI 12a (grin).

Die zuvor berichtete S-Glycosylierung lasst hier die Vermutung zu, dass durch AcsManNAI
eine teilweise fehlerhafte Markierung erfolgte, die nicht auf einen metabolischen Einbau,
sondern auf eine unspezifische chemische Reaktion zurickzufiihren ist. Die Daten der
Massenspektrometrie gaben fur diese Hypothese keinen endgultigen Aufschluss. Aufgrund
der geringeren Anzahl an markierten Glycoproteinen durch SiaNAI, ist eine hdhere Selektivitat
durch Bevorzugung bestimmter Proteinklassen méglich. Weiterhin muss AcsManNAI neben
den enzymatischen Entfernungen der Acetylgruppen anschlieBend erst zu SiaNAl

metabolisiert werden.[7®- 102

Um diese Uberlegungen zu stiitzen, wurde die gene onotology (GO) der UniProt-Datenbank
genutzt, welches die ,zellulare Komponente® (cell component) und die ,molekulare Funktion®
(molecular functions) fur die einzelnen Proteine beinhaltet und miteinander vergleicht. Diese
Datenbank sammelt Informationen fir die biologische bzw. biomedizinische Forschung Uber
die Proteinsequenzen, Expression und deren Funktion.?3!l Die GO-Termini bzw. annotations
wurden fir die jeweiligen Zuckerfraktionen quantifiziert. Die Originalsprache soll hierbei
erhalten bleiben, weswegen die folgenden Terme auf Englisch sind (Abbildung 24).
Beispielsweise gehoren 63 % der Proteine aus AcsManNAlI-Fraktion zu ,Cytosol“, wahrend es
fur Proteine aus der SiaNAl-Fraktion 58 % sind. In der folgenden Abbildung sind die einzelnen
GO-Terme der relativen Verhaltnisse der Zucker-Fraktionen zugeordnet. Dabei ist die relative

Gesamtverteilung auf 100 % normiert.
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Abbildung 24: GO-Termini (annotations) aus UniProt fir cellular component (links) and molecular function (rechts).
Die relativen Verhéltnisse der identifizierten Glycoproteine der AcsManNAIl 12a-Fraktion (grin) und der
SiaNAl 8a-Fraktion (lila).

Aus der Abbildung kdonnen Unterschiede bei den cell components (links) bei ,cell junction®,
.cytoskeletal part und ,desmosome* sowie bei den molecular function bei ,DNA binding®,

,cation binding®, ,actin binding“ und ,signal transducer activity” festgestellt werden.

Bis auf ,DNA-binding" sind hier die genannten GO-Termini fir Proteine der SiaNAIl 8a-Fraktion
dominierend. Cytosolische und nucleosolische Glycoproteine sind typischerweise O-GIcNAc-
Glycane.[?®? Interessanterweise sind Sialinsaure, entsprechend der Tendenz der Abbildung,
auf der Zellmembran und in der extrazellularen Matrix essentiell fir biologische Prozesse wie
Zelladhasion und Signaltransduktion.® Dort wechselwirken sie mit Bindungspartner Siglecs
und Selectinen (Vergleich Kapitel 2.2.2.3). Die Ubertragung von Sialinsauren auf Galactose-
Reste durch ST6Gall ist in humanen pluripotenten Stammzellen entscheidend fir die
Differenzierung.?®¥! ST6Gall reguliert beispielsweise die Sialylierung von B1-Integrin,®¥ ein
Adhasionsmolekil und Differenzierungsmarker,?*4 welches ebenfalls in unserem Experiment
als Glycoprotein in Stromazellen identifiziert wurde. Weitere Adhasionsverbindungen?®® sowie
die Ausbildung von Desmosomen/?3¢l sind Ca?" abhangige Mechanismen, bei der die
beteiligten Glycoproteine ebenfalls sialyliert sind. Durch die negative Ladung des Zuckers
konnen die Kationen auf der Zelloberflache gebunden werden,?37-238 weswegen die Proteine,
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die darauf gebundenen Zucker und die Kationen synergetisch zu den biologischen Prozessen

beitragen. 84 23

Der Versuch wurde als Pilot-Experiment nur einmal durchgefuhrt, weshalb die einzelnen
Proteine hier im Detail nicht weiter ausgefihrt und diskutiert werden. Zusammenfassend
wurden hMSC-TERT mit zwei verschiedenen Zuckern inkubiert und die Glycopeptide durch
eine Click-Reaktion mit der eingefihrten bioorthogonalen Gruppe isoliert. Das Experiment
weist einen Unterschied an Proteinen auf, die durch verschiedene Monosaccharide beim
metabolic glycoengineering adressiert werden. Die Daten deuten auf eine Selektivitat durch
die Verwendung von ungeschitzten Sialinsauren hin, die in der Lage sein kénnten, die Zellen
in ihrer Adhasion, Signaltransduktion und im Falle von Stammzellen auch in ihrer

Differenzierung zu manipulieren.

Nicht bei allen Glycoproteinen ist die Sialinsdure stets das terminale Saccharid in der
Glycankette. Bei Abwesenheit enden diese haufig mit der Galactose bzw. mit Lactosamin.[9
Diese Muster werden von Galectinen gebunden.?*°! Speziell in hMSC ist das Gal-1 einer der
am meisten exprimierten Proteine.?*Yl Daher sollte auf Basis des natirlichen LacNAc-Motivs
ein Inhibitor bzw. Ligand mit erhohter Affinitat synthetisiert werden. Die Synthesen, Analyse
der Bindungsmodi, Bestimmung der Affinitdten und Erweiterung des Liganden sind im

folgenden Kapitel beschrieben.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2 Galectin-1

Die Wechselwirkungen von Glycanen mit Lectinen steuern diverse biologische Prozesse wie
Adhésion, Signaltransduktion oder Zell-Matrix-Interaktionen.**®! Galectin-1 (Gal-1) gehort zur
Familie der B-Galactose bindenden Lectine.l’®® Die Korrelation von Tumorwachstum und
Metastasierung mit erhdhter Gal-1 Expression stellt dieses in den Fokus vieler
Forschungsgruppen (Vergleich Kapitel 2.5.1).2421 Zusatzlich wurde gezeigt, dass Gal-1 in
humanen mesenchymalen Stromazellen (hMSC) eines der haufigsten exprimierten Proteine

mit immunmodulatorischen Funktionen ist.[241]

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese eines Liganden, der Gal-1 mit einer hoheren Affinitat

und Selektivitat als das nattirliche Substrat LacNAc bindet.

4.2.1 LacNAc-Analoga als Galectin-1 Liganden

Um die Funktion von Gal-1 zu beeinflussen, wurde ein Ligand bzw. Inhibitor auf Basis des
natlrlichen Zuckermotivs LacNAc moduliert. Die Synthese des LacNAc-Analogons 5 erfolgte
bereits durch Dr. Nadja Bertleff-Zieschang und Julian Bechold (Vergleich Kapitel 2.5.2).12%I
Die etablierte Route wurde bereits selbststandig in der Masterarbeit 2018 durchgefiihrt und ist

im Folgenden zusammengefasst. 219

Die Methylgalactose 26 wurde in Position 3 mit einer Alkingruppe fir spéatere Click-Reaktionen
versehen und in Position 1 aktiviert, damit dieses als Glycosylierungsdonor fungiert
(Schema 19). Im ersten Schritt wurden die cis-standigen Hydroxylgruppen von 26 mit BuzSnO
komplexiert, wodurch die Nukleophilie von OH-3 stark erhéht wird. Dieses substituiert selektiv
das Brom von Propargylbromid (a). Die Zugabe von Uberschiissigem Ac,O mit katalytischen
Mengen H,SO. 6ffnet das Vollacetal, wodurch dieses und die freien Hydroxylgruppen
acetyliert wurden. Die Acetylgruppe an Position 1 ist das beste Elektrophil und reagierte
nahezu selektiv mit nukleophilem 1,3-N,N‘-Dimethyl-1,3-diaminopropan, womit die anomere
Position von 28 eine freie Hydroxylgruppe aufweist (b). Diese wurde mit einem Uberschuss an
Trichloracetonitril mit 1.00 Aq. DBU als Hilfsbase in a-Position aktiviert (c), wodurch die

Glycosylierung selektive B-Saccharide darstellt.[2%]
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Schema 19: Synthese von Galactose-Donor 29. a) BuzSnO, MeOH, 90 °C, 4 h; dann Propargylbromid, DMF, 42 °C,
3d, 70 %; b) 1: Acz0, H2S04, RT, 17 h, quant.; 2: 1,3-N,N'-Dimethyl-1,3-diaminopropan, DCM, RT, 1.5 h, 52 %;
c) DBU, CIsCN, DCM, RT, 2 h, 67 %.

Fur die Kupplung von LacNAc (GalB1,4GIcNAc) muss der Glucosamin-Baustein selektiv mit
der Position 4 reagieren. Ausgehend von Ac.GIcNAc 30 sind daftir mehrere orthogonale
Schritte notwendig (Schema 20). Im ersten Schritt wird die anomere Position mit einer
Doppelbindung fur spatere Konjugationsmoglichkeiten versehen. Dazu wurde 30 in DCM und
mit der Lewis-Saure Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMS-OTf) zur Reaktion gebracht.
Dem entstandenem Oxazolin wurde ohne Aufarbeitung ein Uberschuss an Allylalkohol
zugegeben, welcher nukleophil an der anomeren Position angriff und selektiv das B-Glycan
bildete. AnschlieBend wurden die Acetylgruppen von 31 durch NaOMe verseift (a). Die
Hydroxylgruppen von 32 OH-4 und OH-6 kénnen mit Carbonyl-Verbindungen hexacyclische
Acetale bilden. Hier reagierten diese unter Saurekatalyse mit Benzaldehyd (b). Anschliel3end
wurde OH-3 mit einem Uberschuss Acz0 in Pyridin geschitzt. Eine selektive Reduktion des
Acetals erfolgte durch Zugabe von Trifluoressigsaure (TFA) und Trifluoressigsaureanhydrid
(TFAA). Dieses koordinierte zwischen den Sauerstoffatomen O-3 und O-4, wodurch die
Bindung zwischen O-4 und dem Acetal-C geschwécht wurde. Das Reduktionsmittel Et;SiH
Ubertrug das Hydrid auf das Acetal-C und spaltete die gelockerte Bindung, wodurch der
Benzylether bei O-6 und die freie Hydroxylgruppe OH-4 entstanden (c). Die Kupplung der
Monomere 29 und 33 zum Disaccharid erfolgte unter Zugabe von 1.00 Aq BF3-OEt, (d). Zuletzt
wurden noch die verbleibenden Schutzgruppen entfernt. Typischerweise reagiert der
Benzylether unter reduktiven Bedingungen (z.B. Hz, Pd/C) zu Toluol und dem entsprechenden

Alkohol. Da hier auch die ungesattigten Kohlenwasserstoffe reduziert wirden, wurde hier die
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abspaltung mit einem Uberschuss an DDQ durchgefiihrt. Die Acetylgruppen wurden mit
NaOMe verseift (g).12%%)

OAc OH
N 5.0 2 o)
AcO > HO
AcO 10Ac HO o\/\
® " NHAc NHAc
30 31
b)
OBn
c) P 2\ o

HO ° o < o o\/\
AcO ~X HO AN

NHAc NHAc

33 32

d)+e)
OH
OH
(o) (o)
z °§TH0 AN

OH “OH NHAc

5

Schema 20: Synthese von LacNAc-Derivat 5, mit ,clickbarem® Alkinrest an C-3 der Gal-Einheit und Allylfunktion
an der anomeren Position der GIcNAc-Einheit. a) 1: TMS-OTf, DCM, 45 °C, 3 d, dann Allylalkohol, DCM, 45 °C,
4 h, 50 %; 2: NaOMe, MeOH, RT, 20 min, quant.; b) PhCH(OMe)2, CSA, MeCN, RT, 3 d, 68 %; c) 1: Ac20, Py, RT,
18 h, quant.; 2: TFA, TFAA, EtsSiH, DCM, 0 °C, 5 h, 80 %; d) 29 (Galactose-Donor), BF3-OEt2, DCM, RT, 1 h,
37 %; e) 1: DDQ, DCM, 45 °C, 48 h, 77 %; 2: NaOMe, MeOH, RT, 30 min, 94 %.

In vorangegangen Arbeiten wurden von Dr. Nadja Bertleff-Zieschang und Julian Bechold tber
CUuACC das Alkin 5 mit einer Vielzahl an Aziden konjugiert. Unter anderem wurden die
Zielverbindungen 6 und 7 synthetisiert (Abbildung 25) und der Bindungsmodus durch
Kristallstrukturen untersucht. Diese beiden Liganden wechselwirken Uber einen gréReren
Bereich der Proteinoberflache. Die Dissoziationskonstanten sind mit 104 = 23 uMm (Amin 6)
und 117 + 20 pM (Guanidin 7) im Vergleich zum naturlichen Substrat mit 81 + 12 uM jedoch

nicht wesentlich verandert.[20°]
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Abbildung 25: Strukturformel der Gal-1 Liganden 6 und 7.

Im Rahmen der Masterarbeit 2018 ,Synthese von Fluor-substituierten, aromatischen
Galektin-1 Inhibitoren® wurde auf Basis dieser Molekiile der aromatische Ring mit Fluoratomen
versehen. 2

4.2.2 Fluorsubstituierte, aromatische Galectin-1 Liganden

Die Bindungstasche von 6 (Vergleich Abbildung 14 in Kapitel 2.5.2) zeigt die
Wechselwirkung zwischen Asp123 und dem Aromaten. Fluor ist das elektronegativste Element
und entzieht seinen Bindungspartner die Elektronendichte. Durch Substitution der
aromatischen Protonen durch Fluoratome wird der Ring positiv polarisiert, wodurch eine
starkere Wechselwirkung zur negativ geladenen Carboxylgruppe von Asp zu erwarten ist.
Zusatzlich sind Fluoratome auch in der Lage, Wasserstoffbriickenbindungen (H-Briicken) zu
bilden, die jedoch im Vergleich zu Stickstoff- oder Sauerstoffatomen oft nur eine schwache
Interaktion versprechen.[243-244]

Fiur die Click-Reaktion mit 5 wurden fluoraromatische Azide synthetisiert, analog zu den
modulierten Molekilen 6 und 7 (Schema 21). Die Synthese wurde bereits in der
Masterarbeit 2018 durchgefiihrt und wird im Folgenden zusammengefasst. Die NMR-Spektren
einer Azido-Verbindung 37 und einer geclickten und entschitzten Endverbindung 39 werden

reprasentativ diskutiert.

2.,4-Difluorbenzoesaure 34a, 2-Fluorbenzoesaure 34b oder 4-Fluorbenzoesaure 34c wurden
im ersten Schritt mit N-lodsuccinimid (NIS) in H.SO4bei 0 °C umgesetzt.[*s! Der —M-Effekt der
Carboxylgruppe ist meta dirigierend und durch den Einsatz von 1.10 Aqg NIS konnte Mehrfach-
lodierung verhindert werden. Die Carboxylgruppe wurde anschlieRend mit einem Uberschuss
BHj; in Tetrahydrofuran (THF) bei RT zur Hydroxylgruppe reduziert (a).[24¢)

Nachfolgend wurden die lodaryle in einer Sonogashira-Kupplung mit N-Boc-propargylamin
(BocNH-CH>C=C) oder N,N-Diboc-propargylguanidin (BocNHC(NBoc)NH-CH,C=C) zur
Reaktion gebracht. Diese Namensreaktion ermdglicht die Palladium- und Kupfer-katalysierte

Kreuzkupplung von terminalen Alkinen und Arylhalogeniden.?47-2481 Die Reaktion wurde mit
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4. Ergebnisse und Diskussion

katalytischen Mengen [PdClx(PPhs);] und Cul in THF/NEts bei RT durchgefiihrt (b).[24)
Aufgrund der héheren Reaktivitat von lod konnte kein Kreuzkupplungsprodukt zwischen den
Alkinen und dem Fluoraryl beobachtet werden. Insgesamt wurden sechs Verbindungen 36a-f
synthetisert. Fur die CUAAC muss die Hydroxylgruppe durch ein Azid substituiert werden. Die
direkte Substitution ist nicht moglich, da Alkohole keine guten Abgangsgruppen sind. Deshalb
wird diese im ersten Schritt mit 1.50 Aq CBrs und 1.5 Ag. PPh; in einer Appel-Reaktion durch
Brom ersetzt®? und anschlieBend ohne Isolierung der Zwischenstufe mit 2.50 Aq. NaNs bei
75 °C umgesetzt (c).”°Y Die sechs dargestellten Azide 37a-f wurden unter etablierten
Click-Bedingungen mit 5 geknuipft.2%°!

| R3HN Y
OH —— s
R R?

o)

34 35 36
R'=H oder F NBoc lc)
2 3 _ Boc
R“=HoderF R3= ;,i oder BocHN ;i
R3HN
X
N3
ld) R1 R2
OH 37
N OH
R3HN = \N=N o HO AN
R2 HO “oH NHAc
1
R 38

Schema 21: Synthese von Fluor-substituierten, aromatischen Gal-1 Liganden ausgehend von den drei Edukten
2,4-Difluorbenzoesaure 34a (R'=F und R%2 =F), 2-Fluorbenzoesaure  34b (Rt=H, R?2=F),
4-Fluorbenzoesaure 34c (R'=F, R2=H). a) 1: NIS, H2S04, 2-4 h, 0°C, 61-91 %; 2: BHz in THF, 16 h, RT,
73-90 %; b) BocNH-CH2C=C oder BocNHC(NBoc)NH-CH2C=C, [PdCI2(PPhs)2], Cul, THF, NEts3, 16 h, RT,
33-67 %; c) 1: CBrs4, PPhs, DCM, 16 h, RT; dann NaNs, DMF, 2 h, 75 °C, 33-71 % uber zwei Stufen; d) 5, NaAsc,
CuSOs4, t-BuOH/H20, 2 h, RT, 52-82 %.

Die aromatischen Signale von Azid 37c¢ sind anhand ihrer Kopplungsmuster im *H-NMR-
Spektrum zuzuordnen (Abbildung 26). '°F koppelt ebenfalls mit den aromatischen Protonen,
weswegen H-5 in ein Dublett von Dubletts (dd) mit einer Kopplung von 8.6 Hz zu H-4 und
9.3 Hz zu F aufspaltet. H-4 ist als ddd zu sehen und koppelt ebenso zu H-5 mit 8.5 Hz, zu F
mit 5.1 Hz und H-2 mit 2.1 Hz. Die Kopplungskonstanten von H-2 zu H-4 sind 2.0 Hz und zu F
7.0 Hz. Das 'H-Spektrum wurde in CDCl; aufgenommen, weswegen das Amidproton bei

4.80 ppm zu sehen ist. Die benzylischen Protonen H-1“ resonieren bei 4.36 ppm als Singulett
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(s) und korrelieren im HMBC mit C-1, C-2 und C-6. Durch die Kopplung des Amidprotons
erscheinen H-3' als d mit 4.9 Hz. Die tert-Butylgruppe resoniert bei 1.46 ppm als Singulett. Im
BBC-NMR-Spektrum (Abbildung 27) ist die 1J Kopplung mit 251 Hz bei 160.4 ppm fir C-6
charakteristisch. Die anderen aromatischen Kohlenstoffe resonieren ebenfalls als Dubletts im
Bereich zwischen 135-115 ppm. Durch 2D-Korrelationsspektren konnten diese zugeordnet
werden. Die quartaren Alkin- und das tert-Butylkohlenstoffatom (C-1, C-2° und C-5°) sind bei
80-86 ppm zu sehen. C-1* resoniert bei 48.3 ppm als Dublett durch das Fluor, wahrend C-3*
weiter hochfeldverschoben bei 31.2 ppm ist. Die drei &aquivalenten C-6° haben eine
Verschiebung von 28.5 ppm.

5
2 4
| T T T T T T T
?45 740 735 730 725 7.20 715 7.10 705 pp:l'l'l [
-1,,
5
24 3’
NH
jL..J Y AN
T T T T T T T T T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm
Elg g ERERE 4
cSle S ] hucd I ] pd

Abbildung 26: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCIs) der Verbindung 37c.
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Abbildung 27: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz, CDClIs) der Verbindung 37c.

Zum Finalisieren der Liganden wurde unter sauren Bedingungen die Boc-Schutzgruppe
entfernt. Dazu wurden die Vorlaufer 37a-f in 30 % wassriger TFA-LOsung bei RT gerihrt. Der
Reaktionsfortschritt wurde mittels DC-Kontrolle tberpruft und die Reaktionen nach 1-2 h
beendet, wobei die doppelte Entfernung der Boc-Gruppen zum Guanidin beachtet werden
musste (Schema 22 ). Eine Hydrolyse der beiden Acetale zwischen den Monosacchariden

oder der Allylgruppe wurden unter diesen Bedingungen nicht beobachtet.
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Schema 22: Finalisierung der Galectin-1 Liganden 39 mit Fluoratomen im Aromaten. a) 30 % TFA/H20, RT, 1-2 h,
88-99 %.

Repréasentativ sind die NMR-Spektren von Amin 39c abgebildet (Abbildung 28 und 29).
Durch die Azid-Alkin-Cyclisierung entsteht ein Triazol-Ring. Das Proton am Triazol-Ring zeigt
bei einer Resonanz von 8.07 ppm die hiéchste Tieffeldverschiebung. Das Alkinproton von 5 bei
2.88 ppm wird nicht mehr detektiert. Die aromatischen Protonen erscheinen &hnlich zu ihrer

113

Vorstufe 37c, ebenso wie das Singulett H-1“ bei 5.69 ppm. Die Allylprotonen resonieren im
typischen Bereich fur olefinische Protonen. Die Protonen H-1 korrelieren im HMBC mit C-3*
und mit C-3b. Proton H-3b Uberlagert mit H-5a bei 3.36-3.40 ppm, dennoch kann dort ein
Dublett von Dubletts interpretiert werden. Bei Galactose steht die Hydroxylgruppe OH-4 axial,
wodurch H-3b sowohl eine trans-Kopplung zu H-2b (9.6 Hz) als auch eine cis-Kopplung zu
H-4b (3.2 Hz) hat. Entsprechend konnten die Zuckersignale durch 2D-Spektren zugeordnet
werden. Diese resonieren im Bereich zwischen 4.13-3.31 ppm, ausgenommen der anomeren
Protonen, die jeweils als Dublett bei 4.44 (H-1a) und 4.40 ppm (H-1b) resonieren. Die
Methylgruppe des N-Acetats erscheint als Singulett bei 1.97 ppm. Das fehlende Signal der

tert-Butylgruppe bei 1.45 ppm beweist die erfolgreiche Entschitzung.

Die Kohlenstoffatome konnten ebenfalls durch 2D-Spektren zugeordnet werden. Die Signale
des Disaccharids sind bei Verschiebungen von 82.6-56.6 ppm zu sehen. Die Ausnahme
bilden hier wieder die anomeren Positionen mit 105.0 (C-1b) und 101.9 (C-1a). Bei 82.0 und

86.1 ppm resonieren die Kohlenstoffe des internalen Alkins C-1d und C-2d.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die aromatischen Signale des Benzol-Rings sind der Vorstufe 37c sehr ahnlich. Auch hier ist
die auffallige 1J-Kopplung von 251 Hz fiir C-6¢ zu beobachten. Zusatzlich entstehen durch die
Click-Reaktion zwei weitere aromatische Signale, C-2" und C-3“ bei 146.6 und 124.8 ppm.
Der quartare Kohlenstoff der Acetylgruppe resoniert typisch fir Amide bei 173.6 und die
Methylgruppe bei 22.9 ppm.

Die Verbindungen wurden nach Aufreinigung durch Saulenchromatographie Uber reverse
phase 18 (RP-18) jeweils als TFA-Salz isoliert, das in den *Fluor-NMR-Spektren jeweils ein
zusatzliches Signal bei -77.0 ppm zeigt. Alle Verbindungen der vorgestellten Syntheseroute

konnten massenspektrometrisch detektiert werden.
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Abbildung 28: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOD) der Verbindung 39c.
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Abbildung 29: ¥¥C-NMR-Spektrum (100 MHz, MeOD) der Verbindung 39c.

AnschlieRend wurde der Bindungsmodus anhand von Kristallstrukturen bestimmt und die
Affinitat durch isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry, ITC) zum

Protein Galectin-1 gemessen.

4.2.3 Kristallographie und isotherme Titrationskalorimetrie

Zur Bestimmung der Wechselwirkung wurden Kristalle von Galectin-1 geziichtet und diese
anschlielend mit den Liganden versetzt. Dieser Vorgang wird als soaking bezeichnet (dt:
einweichen, trdnken) und bietet hier gegentiber der Co-Kristallisation den Vorteil, dass die
Proteinkristall unter bereits etablierten Bedingungen wachsen und erst anschlieend mit
mehreren verschiedenen Liganden versetzt werden.!?5? Auf diese Weise miissen keine neuen
Kristallisationsbedingungen optimiert werden. Die Kiristallisation des Gal-1, sowie die
Messungen und Auswertungen der Roéntgenstrukturdaten erfolgten zusammen mit Dr.
Clemens Grimm und Julian Bechold. Zum Heranziichten der Galectin-1-Kristalle wurden
Gasphasendiffusion am hangenden Tropfen mit einer Proteinkonzentration von 20 mg/mL in
2.20 M Ammoniumsulfat-Puffer, 100 mm BisTris (pH=5) und 1% [-Mercaptoethanol
verwendet. Innerhalb von zwei Wochen wurden bei 16 °C GréRen bis von mehreren 100 pm

erreicht.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Fur das anschlieRende soaking wurden die ausgereiften Protein-Kristalle fir 30 min mit den
jeweiligen Liganden versetzt. Diese wurden bereits im Cryo-Puffer zugegeben, dieser enthalt
statt Wasser 25 % Glycerin und schitzt die Protein-Ligand-Komplexe vor Zerstérung durch
expandierendes Wasser beim Einfrieren. Die Proben wurden anschlie3end am Bessy Il in
Berlin vermessen. Die fluoraromatischen Liganden 39a-f weisen fir die LacNAc-Struktur und
das Triazol hervorragende Elektronendichten auf, wahrend fiir den Aromaten und den Linker
keine Elektronendichte zu detektieren ist (Abbildung 30).

)

k_ ta. /\\’j‘m
R [ AN 6aN

Allyl -3

Allyl -3

Abbildung 30: Kristallstruktur mit Elektronendichtekarte (blau) am Beispiel des Liganden 39c in Coot. Links:
Vollstéandiger Ligand mit definierter Elektronendichte am Anker und am Triazolring. Fir den Aromaten und den
Linker sind keine Zusammenhange mehr zu erkennen. Rechts: Andere Perspektive des Liganden mit
abgeschnittener Ligand-Struktur. Die Elektronendichte des Leitmotivs LacNAc ist jeweils hervorragend aufgeldst.

Fur alle fluoraromatischen Liganden 39a-f konnten keine vollstandige Struktur erzeugt werden.
Aufgrund der Fluoratome entstehen destruktive Wechselwirkungen, wodurch sich der Aromat
am sp3-hybridisiertem Kohlenstoff C-1““ vom Protein wegdreht und unspezifische
Konformationen einnimmt. Diese konnten somit in der Rdntgenstrukturanalyse nicht erfasst
werden, jedoch kann Anhand der Roéntgenstruktur von Gal-1 mit dem Liganden 6
(PDB-ID: 5mwx) die Wechselwirkungen nachvollzogen werden (Abbildung 31). Die
Sauerstoffatome von Ser29 zeigen Abstéande zum Kohlenstoff von ca. 4 A und auch die
Heteroatome von Val31 und Leu32 zeigen Abstande von 5.0 und 6.5 A zum anderen
fluorierten Kohlenstoff. Die AbstoRBung der negativen Ladungen erklart die unspezifischen

Konformationen, die in der Rontgenstrukturanalyse nicht erfasst wurden.
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Abbildung 31: Mdgliche Wechselwirkung der Fluoratome entsprechend der Lage des Aromaten von Ligand 6 mit
Gal-1. Die Abstande der fluorierten Kohlenstoffatome zu den Heteroatomen des Proteins sind abgebildet (gelb).
Eine AbstoRBung der negativen Ladungen erklart die unspezifischen Konformationen.
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Zusatzlich sollte die Bindungsstérke der Liganden 39a-f zu Galectin-1 gemessen werden. Fir
Lectine wurde isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) haufig genutzt, da diese Methode sowohl
die Affinitatskonstante Ka (oder auch Dissoziationskonstante Kp = 1/Ka) als auch Enthalpie AH,

Entropie AS und die Stéchiometrie n bestimmt.

AG = —R-TIn(Ka) = AH — T-AS

Das Gerat besteht aus einer Mess- und einer Referenzzelle in einem adiabatischen Mantel
(ohne Warmeaustausch mit der Umgebung). Die Messzelle enthalt die Proteinlésung, wahrend
Uber die drehbare Kanile der Ligand titriert wird (Abbildung 32). Die dadurch entstehende
Warme der Messzelle wird von der Referenzzelle durch Energiezufuhr kompensiert, um

isotherme Bedingungen zu halten (AT = 0).120¢]

#
'/

" Referenzzelle Messzelle

Abbildung 32: Schematischer Aufbau einer isothermen Titrationskalorimetrie (ITC). Die Messzelle ist mit
Proteinlésung befullt, wahrend der Ligand Uber die drehbare Kaniile zugegeben wird. Die dadurch entstehende
Warmeénderung wird bei der Referenzzelle ausgeglichen.

Die Warmeleistung (uJ/s) jeder Injektion wird gegen die Zeit aufgetragen und ergibt das
ITC-Diagramm  (Abbildung 33 links). Um entstehende Dissoziationswarme durch
Konzentrationsunterschiede zu verhindern, wurde der Puffer des dialysierten Proteins
ebenfalls fir den Liganden verwendet. Die ersten Komplexbildungen zwischen Protein und
Ligand fuihren zu einer deutlichen Anderung der Energie. Durch Abséttigung der Bindestellen
wird stetig weniger Energie freigesetzt. Zur Auswertung der Messung wird die individuelle
Injektionswarme auf die eingesetzte Stoffmenge bezogen (kcal/mol) und gegen das
Stoffmengenverhéltnis zwischen Ligand und Protein aufgetragen. Aus der entstehenden
sigmoidalen Kurve lassen sich die Enthalpie AH, die Dissoziationskonstante Kp und die

Stochiometrie n bestimmen (Abbildung 33 rechts).[2%!
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4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 33: ITC-Diagramm. Links: Die erforderliche Energie, um beide Zellen auf isotherme Bedingungen zu
halten. Eine Warmeanderung entsteht durch Titration des Liganden. Rechts: Integrierte Warmeanderung pro
Injektion und sigmoidale angepasste Kurve. n: Stochiometrie, Mittelpunkt der Kurve; Kp: Dissoziationskonstante,
Steigung der Kurve am Mittelpunkt; AH: Enthalpie, direkt bestimmbar durch die frei gewordene Warme.

Die Liganden 39a-f wurden in 20 mm des identischen Protein-Puffers geldst und einer 1.0 mm
Lésung an Galectin-1 titriert. Die Affinitaten sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Eine kleinere
Dissoziationskonstante Kp deutet auf eine starke Komplexbildung hin (Vergleich
Kapitel 2.5.2).

Tabelle 5: Affinitaten durch ITC-Messungen zwischen Liganden 39a-f zum Galectin-1. Die angegebenen Werte
sind die Dissoziationskonstanten Kp in [um].

Terminale Gruppe R® und 39aR!'=F 39c R'=H 3%9e R'=F

aromatische Atome RY/R? 39b R?=F 39d R°=F 39f R2=H
Amino R®=H 155+ 8 151 + 22 1754

Guanidino R® = NH2(NH)C 162 + 20 238 £ 44 208 £12

Die Ergebnisse bestéatigen eine geringfiigig schlechtere Bindung der fluorierten Liganden im
Vergleich zum bereits publiziertem 6 (Kp(6) = 104 + 23 um)%!, liegen jedoch in der gleichen
GroRRenordnung. Dieser Ligand hat etwa die gleiche Affinitdt wie das natirliche LacNAc
(Ko(LacNAc) = 91 + 5 um)2%! da einerseits die Enthalpie AH durch die neue Wechselwirkung
zwar erhoéht ist, der Verlust von Entropie AS durch verdrangtes Wasser aber diesen

kompensiert. Deswegen ist AG und somit auch Ka nahezu unveréndert.

Die schlechtere Bindung der fluorierten Liganden wird auch durch die Kristallstrukturen
bestatigt. Das LacNAc-Motiv tragt am meisten zur Bindung mit dem Protein bei, wahrend der
erweiterte Linker keine erheblichen attraktiven Wechselwirkungen aufzeigt. Die Fluorierung

des Aromaten schwacht demnach die Interaktionen und erniedrigt die Affinitat.
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Alle Liganden weisen eine konservierte Wechselwirkung des Disaccharids mit der Bindetasche
und des Triazol-Rings auf. Dieser bildet H-Briicken tber ein Wassermolekiil mit N33 aus. Der
Entropieverlust durch verdrangtes Wasser soll minimiert werden, indem der Rest am Triazol
eine sterisch weniger anspruchsvolle Gruppe hat. Dazu sollten die Verbindungen 40 mit einer
Methylgruppe und 41 mit einem Wasserstoffatom dargestellt werden. Fir die Reaktion mit
Methylazid muss dieses generiert und in Lésung gehalten werden. Eine saubere Isolierung
und Charakterisierung ist aufgrund der Detonationsgefahr nicht zu empfehlen. Dazu wird
Methyliodid in THF vorgelegt und NaNs in H20 hinzugetropft. Die Losung wird tber Nacht bei
RT gerUhrt, um einen quantitativen Umsatz zu gewabhrleisten. AnschlieBend wird 5 im
Unterschuss unter bekannten Click-Bedingungen hinzugegeben und fir 1 h zur Reaktion
gebracht (Schema 23 a).

Das unsubstituierte Triazol ist nicht Uber die Reaktion mit N3~ zuganglich, ebenso ist eine
Reaktion mit HNs wegen der hohen Toxizitat nicht zu empfehlen. Dafur konnte 5 mit
Azidomethylpivalat zur Reaktion gebracht werden. Die folgende Umesterung mit NaOMe
spaltet das Zwischenprodukt in Methylpivalat, Formaldehyd und das gewinschte Produkt
41 (b).

OH

OH (o]
MeN;  + é/\oﬁg\&)‘ﬁ/o\/\ + >‘)ko/\N3
HO “OH s NHAc

- b

HO OH NHAc

Schema 23: Synthese von Galectin-1 Liganden mit kurzem Rest am Triazol. a) Mel, NaNs, THF, H20, RT, 16 h;
dann 5, NaAsc, CuSOq4, RT, 1 h, 67 %; b) 1: 5, Azidomethylpivalat, NaAsc, CuSQOas, t-BuOH/H20, 1 h, RT, 90 %;
2: NaOMe, MeOH, RT, 3 h, 66 %.

Gezuchtete Kristalle von Galectin-1 wurden nach vorherig beschriebener Prozedur mit diesen
gekirzten Liganden versetzt und am Elektronen-Synchrotron in Hamburg vermessen. Die

aufgeldsten Strukturen sind in Abbildung 34 gezeigt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 34: Kristallstrukturen der Molekile 40 (PDB ID: 8B0Z, Auflésung: 1.23 A, Kp =128 £9 pm) und 41
(PDB ID: 8BOW, Auflésung: 1.53 A, Kp = 238 £ 55 pm).

Die LacNAc-Einheiten beider Verbindungen wechselwirken gemald dem natirlichen
Saccharid. Der Triazol-Ring wechselwirkt Gber ein Wassermolekil mit der Aminoséure Asn 33.
Weiterhin bildet dieses Wassermolekil mit einer Kette von weiteren verankerten
Wassermolekillen ein stabiles Geriist. Die Molekiilabstande sind mit jeweils 2.5-2.8 A
zueinander im optimalen Abstand fir H-Brucken. Die Dissoziationskonstanten sind mit
128 £ 9 pMm und 238 £ 55 um ebenfalls in der Grof3enordnung der LacNAc-basierenden
Liganden. Durch die H-Bricken der Wassermolekile ist der Triazol-Rest fir alle
beschriebenen Liganden konserviert.?! Der groRe Unterschied der Dissoziationskonstanten
lasst sich lediglich durch die Methylgruppe am Triazolring erklaren. Beim 1,2,3-H-Triazol 41
kénnen zwei Tautomere auftreten, die 1H- und 2H-Form. Dabei dominiert in wassriger Lésung
die 2H-Form (Abbildung 35).%% Dieses Gleichgewicht stort die H-Briickenbildung zwischen
dem Wassermolekil auf der Oberflache des Galectin-1 und dem Triazol 41. Dieses
Gleichgewicht ist im Triazol 40 durch die Methylgruppe an Position 3 unterbunden, sodass die
Wasserstoffbriicke zwischen dem Triazol-Ring in 40 und dem Wassermolekil permanent

ausgebildet ist.

H
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r'l'\/) Nx

Abbildung 35: Tautomerie von 1H-1,2,3-Triazol (links) und das in wassriger Losung dominante 2H-1,2,3-Triazol
(rechts).

Dennoch konnten in dieser Arbeit erfolgreich mehrere Liganden synthetisiert und durch ITC-

Messungen und Kristallographie neue Erkenntnisse gewonnen werden. Fluoratome im
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aromatischen Ring fohren zu  destruktiven  Wechselwirkungen und  einem
Konformationswechsel des Linkers. Die Erweiterung tber die OH-3b der Galactose-Einheit
erbrachte keine Erhdhung der Affinitat. Durch die neuen moglichen Wechselwirkungen steigt
die Bindungsenthalphie AH, wird jedoch durch den Entropieverlust AS des verdrangten
Wassers kompensiert (Abbildung 36). Obwohl eine héhere Selektivitat durch die Nutzung der
Oberflache erzeugt wird, werden die Wassermolekile verdrangt, womit sich die Entropie

erniedrigt und die Dissoziationskonstante erhéht.

Abbildung 36: Uberlagerte Rontgenstrukturen des natirlichen Liganden LacNAc (blau) und des synthetischen
Liganden 41. Dunkelblaue Punkte entsprechen je einem Wassermolekil, dass durch den Triazol-Ring verdrangt
wurde.

Eine Steigerung der Bindungsaffinitdt konnte durch Modifikation an der LacNAc-Einheit
erzeugt werden. Die Substitution der Hydroxylgruppen durch Amino- oder Acetamidgruppen
kénnte einerseits die Anzahl der H-Briicken und somit die Bindung erhéhen und andererseits
Akzeptoren von H-Briicken einfiihren. Solche Uberlegungen miissen vor der aufwendigen

Synthese jedoch moduliert und berechnet werden.

LacNAc-Einheiten vermitteln durch Wechselwirkungen mit Lectinen, wie das Gal-1, diverse
biologische Interaktionen. Die beschriebenen hMSC und hMSC-TERT (Vergleich Kapitel 4.1)
exprimieren dieses Protein. Im Folgenden sollte daher ein Ligand (ber die unbeteiligte
Allylgruppe funktionalisiert werden, damit dieser fir CUAAC in glycoengineered cells (Zellen

die mit einem unnatdrlichen Zucker inkubiert wurden) zur Verfligung steht.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2.4 Erweiterung des Galectin-Liganden

Das metabolic glycoengineering (Vergleich Kapitel 4.1) bei hMSC zeigte einen effizienteren
Einbau von SiaNAI 8a im Vergleich zum SiaNAz 8b. Fir die weitere Konjugation an lebenden
Zellen ist daher eine Fitterung mit Alkin-Zuckern und anschlielBender Click-Reaktion mit
Aziden sinnvoll.

Stromazellen weisen eine hohe Expression an Galectin-1 auf.?* Um diese in der
extrazellularen Matrix zu adressieren, missen die Liganden 39a-f, bzw. 40 und 41
entsprechend um eine Azidgruppe erweitert werden, um sie an glycoengineered cells (Zellen

mit einem metabolisch eingebauten unnatirlichen Zucker) kovalent zu binden.

4.2.4.1 Azid-Funktionalisierung durch Oxidation der Doppelbindung

Die Liganden 39a-f tragen an der Position der GIcNAc-Einheit ein Olefin. Dieses kann mit einer
Reihe an Reaktionen wie Thiol-En,?* Kreuzmetathese,?*? Cyclisierung™*®® oder Oxidation
weiter funktionalisiert werden. In einem Vorversuch wurde AllylLacNAc 42 mit einem
Uberschuss an NalO4 mit katalytischen Mengen an RuClz zur Saure oxidiert®®¥ und diese
anschlieBend in einer Amidkupplung mit 6-Azidohexylaminhydrochlorid umgesetzt
(Schema 24). Zur Aktivierung der Saure wurde HATU in DMF und DIPEA verwendet.

OAc
OAC a) OH
AcO O C (o) —_
O AcO R Ac LacNAc’o\/J*o
AcO “oAc NHAc 6
42 43
OAc
OAc HN/\/\/\/Ns b)
o) 0]
Aco%co O\Ao
AcO “oAc NHAc
44

Schema 24: Synthese von azidofunktionalisiertem LacNAc. a) RuCls, NalO4, H20, MeCN, DCM, AcOH, RT, 3 h;
b) 6-Azidohexylaminhydrochlorid, HATU, DIPEA, DMF, 0 °C—RT, 16 h, 37 % (2 Stufen).

Die erfolgreiche Synthese ist jedoch nicht fur alle Edukte anwendbar, da NalOs ebenfalls

interne Alkine oder Alkohole oxidiert und sich deshalb nicht fiir die Liganden 39a-f eignet.
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4.2.4.2 Azid-Funktionalisierung durch Kreuzmetathese

Eine weitere Mdglichkeit Alkene zur Reaktion zu bringen, ist die Kreuz- bzw. Olefinmetathese.
Bei dieser Katalyse reagieren typischerweise zwei terminale Alkene inter- oder intramolekular
unter Abspaltung von Ethen miteinander, wodurch eine Kettenverlangerung erfolgt oder eine
cyclische Verbindung entsteht.?*2l Die Entwicklung dieser Methode ist bedeutend fir die
organische Synthese, weswegen die Ruthenium-Katalysatoren nach dem Entwickler Grubbs
benannt wurden.?*! Diese Reaktion ist trotz des Namens nicht selektiv fir Olefine sondern
toleriert auch Alkine als Reagenz.?'* 25¢1 Sonderfélle zeigen jedoch auch eine selektive
Reaktion zwischen zwei Doppelbindungen, trotz Anwesenheit eines Alkins. Konkret wurde die
Selektivitat durch rdumliche N&he der gewunschten Reaktionspartner und somit einer
intramolekularen Knlpfung begnstigt.[257

Im vorliegenden Fall wurde eine Diskriminierung des internen Alkins zugunsten der frei
zuganglichen Allylgruppe vermutet. Grubbs-Metathesen werden héaufig in DCM als
Lésungsmittel durchgefiihrt, dafiir wurde Verbindung 39¢ mit einem Uberschuss an Ac,O und
Pyridin quantitativ acetyliert. Daraufhin sollte die Allylfunktion mit einem Uberschuss an
5-Brom-1-penten unter Grubbs-Bedinungen zur Reaktion gebracht werden (Schema 25). Ein
Uberschuss an Linker soll der Dimerisierung von 45 vorbeugen und das entstehende
1,8-Dibrom-4-octen saulenchromatographisch entfernt werden. Das eingefihrte Bromatom

kann anschlieRend in einer Sy2-Reaktion mit NaNs substituiert werden.

OAc
BocHN N—N 0 A°° ~
AcO “OAc NHAc
% a) WBF

= N - SN Y
BocHN == N—N o AcO Br
AcO OAc NHAc

Schema 25: Grubbs-Metathese. a) 5-Brom-1-penten, Grubbs I, DCM, 45 °C, 3 h, 0 %.

Nach 3 h Reaktionszeit zeigte die DC einen zweiten spot. Das Edukt war nicht quantitativ
abreagiert und der Umsatz konnte auch durch weitere Zugabe von 5-Brom-1-penten,

Katalysator oder langere Reaktionszeit nicht erhoht werden. Eine Probe der Reaktion wurde

70



4. Ergebnisse und Diskussion

aufgearbeitet und das neu entstandene Produkt *H-NMR-spektroskopisch (Abbildung 37)
und massenspektrometrisch (Abbildung 38) untersucht, wobei das Produkt nicht vom Edukt

abgetrennt wurde.
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Abbildung 37: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren (400 MHz, CDCIs) des Edukts 45 (oben) und dem
Reaktionsgemisch der Kreuzmetathese (unten). Integrale der Allylprotonen zeigen keine Veréanderung, die auf eine
erfolgreiche Reaktion schlieen lassen.

Der Vergleich der tH-NMR-Spektren zeigt, dass die Allylgruppe an der Reaktion nicht beteiligt
war, da die Signale gleiche Intensitaten und die Intergrale dieser Protonen zu den anderen
Integralen passende Verhdltnisse aufweisen. Zusétzlich konnte neben dem Edukt bei
[E+Na]" 998 m/z ein Signal bei 1146 und 1148 m/z (Nebenprodukt, NP) gemessen werden.
Das gewunschte Produkt wiirde die Massen [P+Na]* 1118 und 1120 m/z im Spektrum zeigen.
Der beschriebene Mechanismus in der Literatur lasst das in Abbildung 38 abgebildete
Molekil vermuten,?%¢ dessen berechnete Molekiilmasse mit der gemessenen lbereinstimmt
und auf eine Reaktion mit dem Alkin schlie3en lasst.

Intens. | +MS, 0.2-2.5min #12-154
x105. BocHN +Na*
O.Bj [E+Na*] 998.36410 N \
319.21467 N=N 0 Ac
0.6 NHAc

0.4+ 615.43314
E 1148.34918 & [NP+Na*] 1146. 35462 100. 0%)
0.2 1148.35257 97 3%)
] 1442 50108
0.0+ \ ] e T T
250 500 750 1000 1 250 1 500 1750 2000 2250 m/z

Abbildung 38: Massenspektrum der Grubbs-Metathese. Abgebildetes postuliertes Nebenprodukt zu den Massen.
Im Vergleich die Massen des erwarteten Produkts: 1118.32332 (100.0 %) und 1120.32127 (97.3 %).
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4.2.4.3 IEDDA mit Pyrimidin-Tetrazin
Durch die Bildung von Nebenprodukten und keines nachweisbaren erwinschten Produkts

wurde die Olefin-Metathese als Strategie verworfen.

Weiterhin ist jedoch die Reaktion mit Tetrazinen in einer Diels-Alder Reaktion mit inversen
Elektronenbedarf méglich. Auch hier ist eine Nebenreaktion mit dem internen Alkin méglich,

die aufgrund der sterischen Wechselwirkung deutlich langsamer ablaufen sollte.

Zunachst sollte ein Tetrazin mit einer Azidogruppe dargestellt werden. Der Pyrimidin-Rest von
Verbindung 49 erhéht die Reaktionsgeschwindigkeit der Cyclisierung und soll zusétzlich das
interne Alkin von 39c durch sterische Hinderung diskriminieren. Pyrimidin- oder Pyridin

substituierte Tetrazine wurden auch fir Click-Reaktionen in lebenden Zellen verwendet.[259-260]

Die asymmetrische Tetrazin-Synthese wurde bereits mit Ausbeuten von 7 %25% und 11 %261
durchgefuihrt. Die Vorschrift mit der hoheren Erfolgserwartung wurde durchgefiihrt und
aufgrund der Bildung von symmetrischen Nebenprodukten ebenfalls nur sehr niedrige
Ausbeuten (3-6 %) erzielt. Die beiden Nitrile 47 und 48 wurden jeweils mit einem Uberschuss
an Hydrazinhydrat bei 70 °C zur Reaktion gebracht. Hauptséchlich wurden die Nebenprodukte
der Homokupplungen beobachtet (Schema 26).

—N —N N—N

Wk "C_C>j i

N NHBoc N N=N NHBoc
47 48 49

Schema 26: Synthese von Tetrazin 49. a) Ha2NNH2-H20, EtOH, 70 °C, 7 h, dann NaNOz, AcOH, H20, 0 °C, 1 h,
3-6 % (Uber zwei Stufen).

Fir die folgenden Reaktionsschritte (saure Boc-Entschiitzung zum Amin und Umwandlung
zum Azid) war diese direkte asymmetrische Synthese aufgrund der geringen Ausbeuten keine
effiziente Reaktionsfuihrung. Eine erfolgreiche Synthesestrategie gelang durch die selektive
Aktivierung und Kupplung der einzelnen Aromaten (Schema?27). Dazu wurde
2-Carboxylethylesterpyrimidin 50 in der Mikrowelle zum Hydrazid 51 umgesetzt. Im Gegensatz
zum Nitril reagiert dieses mit keinem weiteren Hydrazinmolekdl, um Dimere oder Oligomere

zu bilden (a).

Parallel dazu wurde das Bromatom bei 4-(Bromomethyl)methylbenzoat 52 in einer
Mikrowellenreaktion (130 °C, 300 W, 20 min) durch ein Azid substituiert und der Ester unter
wassrig basischen Bedingungen verseift (b). Die Saure 53 wurde mit Oxalylchlorid (COCI).
aktiviert (c) und bei RT unter Zugabe von Hilfsbase NEts mit 51 zur Reaktion gebracht (d).

Zuletzt wurde das doppelte Hydrazid 55 bzw. die N-N-verknipften Amide mit einem
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4. Ergebnisse und Diskussion

Uberschuss PCls bei 135 °C aktiviert. AnschlieRend erfolgte durch einen Uberschuss an
H2NNH2-H>O der Ringschluss mit anschlieRender Oxidation mit NaNO: unter sauren
Bedingungen zum Azido-Tetrazin 56 (e).

Gk >O

50 52

1a> :
CN : (0] : N,
/
\ N HN- NH2 HO
53

51

Jo
—N 0 O N, N— N,
SO = OO0
N HN—NH N
55 56

Schema 27: Synthese von Azido-Tetrazin 56. a) H2NNH2-H20, EtOH, MW, 95 °C, 30 min, 99 %; b) NaNs, DMF,
MW, 130 °C, 20 min, dann NaOH, RT, 16 h, 84 % (uber zwei Stufen); c) (COCl)2, DMF, DCM, 45 °C, 2 h direkte
Verwendung; d) 54, NEts, DCM, RT, 4 h, 41 %. e) PCls, Tol, 135 °C, 3 h, dann H2NNH2-H20, DCM, RT, 2 h, dann
NaNO2, AcOH, H20, 0 °C, 30 min, 34 %.

AnschlieRend wurde dieses mit 38c zur Reaktion gebracht. Endstandige Doppelbindungen
reagieren im Gegensatz zu gespannten Doppelbindungen wie in trans-Cycloocten (TCO) nur
sehr langsam. Daher wurde die Reaktion bei 60 °C fur 48 h durchgefuhrt (Schema 28a). Die
Verwendung eines kleinen Uberschusses 38c (1.10-1.20 Aq.) filhrte zum quantitativen
Umsatz von Tetrazin 56 und gleichzeitiger Minimierung von Nebenprodukten. Eine doppelte
Cyclisierung mit dem internen Alkin konnte massenspektrometrisch verfolgt werden
(Nebenprodukt + Na*: 1314.4900; Produkt 57 + Na*: 1049.3851). Durch den Uberschuss
konnte  verbleibendes  Edukt und  geringfigig entstandenes  Nebenprodukt
saulenchromatographisch und mittels préparativer DC abgetrennt werden. Die
Boc-Schutzgruppe wurde mit 50 % TFA in MeOH abgespalten. Das Produkt 58 wurde tber

RP-18 Kieselgel gereinigt und als roter Feststoff isoliert.
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Schema 28: Orthogonale Cycloaddition des ausgewahlten Galectin-Ligandens 39c¢ mit Azido-Tetrazin 56 zur
Konjugation des Liganden auf Zelloberflachen. a) 56, MeOH, DCM, 60 °C, 48 h, 58 %; b) TFA, MeOH, RT, 16 h,
76 %.

Die *H-NMR Spektren des Edukts 38c, der Zwischenstufe 57 und der Zielverbindung 58 sind
in Abbildung 39 gezeigt.

Die Allylgruppe reagiert mit dem Tetrazin 56 unter Abspaltung von N.. Das Fehlen der Signale
der Allylprotonen deutet auf eine erfolgreiche Cycloaddition hin. Zusatzlich erfahren die
Signale der H-1° Protonen eine Tieffeldverschiebung und Uberlagern dort mit den Protonen

H-1* und dem Wassersignal des Losungsmittels.

Eine Nebenreaktion mit dem internen Alkin wurde in der Masse nachgewiesen, bei der
isolierten Verbindung jedoch sind die Kohlenstoffsignale des Alkins bei 81.3 und 87.6 ppm
vorhanden. Die Azidobenzylgruppe resoniert als Singulett bei 4.01 ppm. Die restlichen
aromatischen Protonen resonieren tieffeldverschoben und sind gegeniiber den Signalen vom

fluorierten Aromaten gut zu unterscheiden.

Die Signale des Disaccharids sind nahezu unverandert (Vergleich *H-NMR- und *C-NMR-
Spektren in den Abbildungen 28 und 29 im Kapitel 4.2.2). Im letzten Syntheseschritt wurde
die Boc-Schutzgruppe entfernt, weswegen das Signal der tert-Butylgruppe bei 1.50 ppm in der

Zielverbindung nicht mehr zu sehen ist.

Zuséatzlich zu den NMR-Daten konnten alle Verbindungen massenspektrometrisch

nachgewiesen werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 39: *H-NMR Spektren (400 MHz, MeOD) der Verbindungen 38c, 57 und 58.

Durch geschickte Synthesestrategie wurde ein Galectin-1 Ligand erfolgreich um eine
Azidogruppe erweitert. Diese steht flr bioorthognale Reaktionen zur Verfigung. Durch
metabolic glycoengineering manipulierte Zellen wurden mit der dargestellten Verbindung
konjugiert, wodurch eine Anreicherung an Bindungsmotiven fir Galcetin-1 auf der
Zelloberflache von hMSC-TERT entstehen, die das Protein in hohem Mal3e exprimieren. Diese
Verbindung wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Ebert und Prof. Dr. B.
Fabry tGber CUAAC auf die Stammzellen gebunden und die Auswirkung auf die Steifigkeit der
Zellen gemessen (Kapitel 4.4).

Durch kovalente Bindung mit einem Fluoreszenzfarbstoff lasst sich der bioorthogonale Ligand
weiterhin verbessern. Dazu wurde ein Molekil moduliert und synthetisiert, welches geschickt

die Liganden-Einheit mit einem Fluorophor und einer Azidogruppe vereint.
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4.2.4.4 Fluoresziernder Galectin-1 Ligand zur Visualisierung in Zellen

Zusatzlich war es von Interesse einen Galectin-1 Liganden zu synthetisieren, der sowohl
bioorthogonal konjugierbar ist als auch gleichzeitig optisch nachverfolgt werden kann. Durch
die kovalente Bindung eines Fluorophors wird dieses gewaéhrleistet. Das Coumarin-Derivat
.Pacific Blue* AG10 ist klein genug, um die Ligand-Protein-Wechselwirkung nicht zu stéren.
Im Rahmen der Bachelorarbeit von Adrian Graef?® betreut durch Jirgen Mut im Arbeitskreis
von Prof. Dr. J. Seibel wurde dieses ahnlich zu bereits publizierten Vorschriften synthetisiert
(Schema 29).[2¢3]

F 0]

F COOH F
 ——— X OH
 —
E —

F HO o o

F F

59 60

Schema 29: Synthese des Fluorophors ,Pacific Blue* 60 durch Adrian Graef.

Die Arbeiten von Adrian Graef zeigten eine einfache Méglichkeit, bioorthogonale Gruppen Uber
Amid-Kupplungen mit der Saure einzufiihren (Schema 30).12621 Eine weitere Modifikation an
der aromatischen Hydroxylgruppe ist nicht sinnvoll, da das Molekdl z.B. durch Veresterung mit
Benzoylchlorid die Fahigkeit zu fluoreszieren verliert. Das Absorptionmaximum von 60 liegt bei

400 nm und das Emissionsmaximum bei 447 nm.[263]
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X OH a) X N N
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(0] (0] (o]
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Schema 30: Funktionalisierung des Fluorophors 60 durch Adrian Graef. Verlust der Fluoreszenz durch
Benzoylierung der aromatischen Hydroxylgruppe bei 62. a) 3-Azidopropylamin, HATU, DMF, DIPEA, RT, 18 h,
58 %; b) Benozylchlorid, Pyridin, DCM, RT, 3 d, 78 %.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Modifikation muss demnach Uber die Carboxylgruppe erfolgen. Aminoséuren erlauben
ebenfalls orthogonale Reaktionen durch Schutzgruppen-Chemie und bilden stabile
Amidbindungen. Die Aminoséure Lysin wurde ausgewahlt, da sie zwei nukleophile
Aminogruppen und eine elektrophile Carboxylgruppe enthalt, wodurch diverse
Verknupfungsmoglichkeiten gegeben sind. Die Aminogruppen des kommerziell erworbenen
Lysin-Derivats 63 kdnnen unter pH-spezifischen Bedingungen selektiv entschiitzt werden. Im
ersten Schritt wurde die Carboxylgruppe mit HATU aktiviert und mit 6-Azidohexylamin
verknipft. AnschlieRend wurde Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin abgespalten (Schema 31a)
und das primare Amin 64 mit ,Pacific Blue®* 60 zur Reaktion gebracht (b). Zur Minimierung der
sterischen Wechselwirkung zwischen dem Gal-1 Liganden und dem Fluorophor, eignet sich
die Aminogruppe der Seitenkette. Durch Zugabe von TFA wird dieses freigesetzt (¢). Das Amin

66 wurde saulenchromatographisch tUber RP-18 gereinigt und wurde als TFA-Salz isoliert.

NHFmoc l%le
= (0] a) BOCHN/\/\/YO
BocHN/\/\/Y >
63 OH HN\/\/\/\N3
64
OH OH
F F F F
(0] (0]
L y/
) «—29) )
HN N0 HN" o
+ 0 0
H3N/\/\/Y BocHN
F;CCOO- HN\/\/\/\ HN\/\/\/\
N; N;
66
65

Schema 31: Synthese von 66 zur Konjugation mit Biomolekilen Gber eine Amidkupplung. a) 1: 6-Azidohexylamin,
HATU, DMF, DIPEA, RT, 2 h, 97 %; 2: Piperidin, DMF, RT, 3 h, 90 %; b) HATU, DMF, DIPEA, RT, 2 h; c) TFA,
DCM, 1 h, 33 % (uber zwei Stufen).

Die zwei aromatischen Protonen H-3 und H-5 der Verbindung 66 resonieren im *H-NMR-
Spektrum (Abbildung 40) bei 8.71 ppm als Singulett und bei 7.40 ppm aufgrund der
Kopplungen mit den Fluoratomen als Dublett von Dubletts. Die Kopplungskonstanten sind
dabei 10.1 Hz fur das Fluoratom in der ortho-Position und 1.7 Hz fur das Fluoratom in der
para-Position. Ebenso spalten durch den Einfluss der Fluoratome die Kohlenstoffsignale
C-4 - C-9 im ¥C-NMR-Spektrum (Abbildung 41) auf. Am auffélligsten sind jeweils die
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Kopplungen der Kohlenstoffatome C-6 und C-8 mit 1J-Kopplungskonstanten von etwa 250 Hz.

Das Signal von C-7 ist das einzige mit zwei 2J-Kopplungskonstanten von 21.2 und 12.6 Hz.

Die Carbonyl-Kohlenstoffatome C-1 und C-10 bei 161.8 und 163.6 ppm korrelieren im HMBC-
Spektrum beide mit H-3. Diese kdnnen durch die Korrelation von H-5a zu C-10 unterschieden
werden. Zusatzlich korreliert H-5a im HMBC-Spektrum mit C-6a, welches beil73.4 ppm
resoniert. Im *H-NMR-Spektrum erscheint H-5a als Dublett von Dubletts, da aufgrund des
Stereozentrums die Protonen H-4a diastereotop sind. Deswegen resonieren die H-4a jeweils
als Multiplett von 1.99-1.90 und bei 1.87-1.78 ppm.

Bis auf die terminalen CH>-Gruppen (1a, 7a und 12a) Uberlagern die aliphatischen Protonen
im aliphatischen Bereich zwischen 1.77-1.32 ppm. Durch die Nutzung der COSY-, HSQC- und
HMBC-Spektren kénnen die Kohlenstoffatome zugeordnet werden. Fir diese Verbindung
liefern C-9a und C-10a ein Signal bei 27.4 ppm, da mit einer vergleichsweisen hohen
Signalintensitat auffallt. Auch die Signale C-la und C-7a erscheinen bei sehr &hnlichen
Verschiebungen bei 40.5 und 40.4 ppm. Beide binden an ein Amin- oder Amid-Stickstoffatom.
Das a-Kohlenstoffatom der Aminoséure C-5a resoniert durch den Einfluss der Carbonylgruppe
tieffeldverschoben bei 54.9 ppm, wahrend C-12a durch die Azidogruppe bei 52.3 ppm

resoniert.

Wie bereits angedeutet, resonieren die Protonen der terminalen CH2-Gruppen H-1a, H-7a und
H-12a jeweils als Triplett im Bereich zwischen 3.30-2.91 ppm. Die Kopplungskonstanten

entsprechen jeweils einer typischen 3J-Kopplung von etwa 7 Hz.

Aufgrund der saulenchromatographischen Aufreinigung tber RP-18 mit einem TFA-haltigen
Laufmittel wurde Fluorophor 66 als TFA-Salz isoliert. Dieses ist ein gelbes Pulver, das sehr

gut in polaren Losungsmitteln wie H,O oder MeOH Iéslich ist.

Im °Fluor-NMR-Spektrum ist das TFA bei -76.9 und die aromatischen Fluoratome von 66 bei
-137.2 und -154.4 ppm zu sehen. Zusatzlich sind die Kohlenstoffatome der TFA-Molekiile im
13C-NMR-Spektrum jeweils als Quartett bei 163.0 ppm mit 2J = 34.5 Hz und bei 118.2 ppm mit
1J = 293.4 Hz zu sehen.
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4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 40: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOD) von Verbindung 66.
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Abbildung 41: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz, MeOD) von Verbindung 66.
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Die peracetylierte Verbindung 67 wurde entsprechend der Bedingung des Vorversuchs
(Kapitel 4.1 Verbindung 44) mit NalO4 und RuCls zur Saure oxidiert. Diese wurde nicht isoliert,
sondern direkt mit HATU und DIPEA in DMF aktiviert und anschliefend mit Amin 66 zur
Reaktion gebracht (Schema 32 a). Das Produkt 68 wurde auch nach wiederholter
saulenchromatographischer Reinigung nicht sauber isoliert. Jedoch wurde die Molekilmasse
des Produkt bei m/z fur [M+Na]* bei 1245.42593 (|JAm/z| = 0.84 ppm) nachgewiesen. Alle
Fraktionen mit der gewunschten Verbindung wurden vereint und die Acetylgruppen mit
NaOMe-Loésung entfernt (b). Die Verbindung 69 wurde anschlielend zwei Mal
séulenchromatographisch Uber RP-18 gereinigt und letztlich erfolgreich isoliert. Die
Molektlmasse von 1011.38950 (JAm/z| = 1.81 ppm) bestéatigt den Erfolg der Synthese.

OAc
OAc
N=N © 0 AcO O
AcO “OAc NHAc
67
OAc
OAc OH
N=N O%CO 0 o
AcO “OAc NHAc on
F F
(0}
lb) =
(o]
HN (o]
‘N-_-_-N o RO = /\/\/Y
c
69R=H

Schema 32: Kniipfung eines Galectin-1 Liganden 40 mit einem Fluorophor. a) RuClz, NalO4, H20, MeCN, DCM,
HCI, RT, 3 h; b) 1: Amin 66, HATU, DIPEA, DMF, 0 °C—RT, 16 h; 2: NaOMe, MeOH, RT, 30 min, 16 % (Uber drei
Stufen).

Im Folgenden sind die *H-NMR-Spektren der Verbindungen 40, 66 und 69 zum besseren
Vergleich abgebildet (Abbildung 42). Die NMR-Spektren des Saccharids 40, als auch von 69

sind nahezu identisch mit den zuvor diskutierten NMR-Spektren des Saccharids 39c in den
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abbildungen 28 und 29. Durch die Oxidation des Olefins sind die Protonen H-2° und H-3*
nicht mehr zu erkennen. Bei 40 koppelten die Protonen H-1‘mit diesen und erschien daher als
Multiplett, wahrend bei 69 die Protonen H-1‘ diastereotop sind mit Verschiebungen von 4.28
sowie 4.01 ppm und geminalen Kopplungen von 2J = 15.1 Hz (orange). Das Kohlenstoffatom
der neu gebildeten Amidbindung C-2‘ resoniert bei 171.9 ppm.

Weiterhin geht aus Abbildung 42 hervor, dass die Protonen der benachbarten CH>-Gruppe
des Amins (Protonen H-l1a bzw. H-1d, blau hinterlegt) eine Tieffeldverschiebung erfahren.
Diese Uberlagern im Bereich zwischen 3.30-3.19 ppm mit den Protonen H-7d und H-12d. Von
den erwahnten Signalen abgesehen, setzt sich das *H-NMR-Spektrum von 69 aus den beiden
'H-NMR-Spektren von 40 und 66 zusammen. Dazu sollen einige charakteristische Signale
erwahnt werden. Das Triazol-Proton H-3" resoniert bei etwa 8.0 ppm (gelb), wahrend die
beiden Protonen des Fluorophors bei etwa 8.7 sowie 7.4 ppm erscheinen (lila). Die anomeren
Protonen der GIcNAc- und Gal-Einheit sowie das a-Proton der Lysin-Einheit resonieren
ungefahr bei 4.5 ppm (rot). Zuletzt sind die Methylgruppen am Triazol (CHs-4“) bei etwa
4.1 ppm und die Methylgruppe am Acetat von GIcNAc bei etwa 2.0 ppm zu sehen.

Triazol-H-3* 40 > Anyia 3 Allyl CH;
o L,
3 Fluorophor 5 Fl h
A M
3¢ Triazol-H-3“ CHj
Fluorophor 69
i 5c¢ Fluorophor
- J
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 " ppm

Abbildung 42: *H-NMR-Spektren (400 MHz, MeOD) der Verbindungen 40, 66 und 69.

Verbindung 69 ist eine Kombination aus einem synthetischen Gal-1 Liganden, einer
Azidogruppe und einem Fluorophor. Durch metabolic glycoengineering (Vergleich Kapitel 4.1)
werden Alkingruppen auf die Zelloberflache gebracht. Diese kdnnen durch Click-Chemie mit
der Azidogruppe von 69 zur Reaktion gebracht werden, womit der Ligand fur Galectin-1 auf
der Zelloberflache angereichert wird. Die optische Nachverfolgung und Evaluation des
Einbaus ist durch den Fluorophor gegeben. Zusatzlich kann somit auch die Dauer der

unnaturlichen Modifikationen auf den Zellen nachvollzogen werden.
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4.3 Oligosaccharide

Saccharide von Proteinen auf der Zelloberflache mit terminalen Polysialinsaure-, Sia-LacNAc-
oder N-Acetyllactosamin-Einheiten steuern viele biologische Prozesse (Vergleich Kapitel
2.2.2). Die Stoffklasse der Glycosphingolipide (GSL) enthalten andere Oligosaccharide,
beispielweise Lactose als Basis. Auch hier entstehen komplexe Oligosaccharide durch
Bindung weiterer Zuckereinheiten (ganglio-, lacto-, neolacto-, globo-, isoglobo-Glycolipide).®!
Die Variationen der Glycosylierungsmotive erlauben eine Vielzahl spezifischer Interaktionen
zwischen Proteinen und den Glycobindungspartnern, was sich wiederum auf das Zellverhalten
auswirkt. Fur die Konjugation an Zellen (Click-Reaktion nach metabolic glycoengineering der
Zellen mit Alkinzuckern) muissen die Saccharide Azidogruppen enthalten. Ausgehend von
Azido-Lactose sollen weitere Oligosaccharide inspiriert durch natirliche GSL synthetisiert

werden.

Zur Einfihrung eines Azido-funktionalisierten Linkers ist die anomere Position von
Sacchariden synthetisch aufgrund der erhohten Reaktivitat gut geeignet.?54 So wurde Lactose
zuerst mit Ac;O und Pyridin verestert (Schema 33a), anschlieBend mit 3-Azidopropanol zur
Reaktion gebracht (b) und die Acetylgruppen final mit NaOMe entfernt (c). Die Reaktion b)
wurde in der Mikrowelle mit FeCl; als Lewis-Saure in Toluol durchgefuhrt. Die Mikrowellen
erhitzen die FeCls-Partikel sehr stark, wahrend Toluol einen geringen Effekt erfahrt.?¢% Die
anomere Acetylgruppe wird abgespalten und das entstehende Kation durch den
Nachbargruppeneffekt stabilisiert. Der Angriff des nukleophilen 3-Azidopropanols fuhrt selektiv

zur Bildung des B-Anomers.26¢]

(o) HO& (0) Ac&‘

H A
HO “OH OH 'O AcO "OAc OAc OAc
OAc
o) HOA&/O\/\/N3 « Aco%ﬂ;c{&/o\/\/N3
HO “OH AcO "OAc

Schema 33: Synthese der Azido-funktionalisierten Lactose. a) Ac20, Py, RT, 18 h, quant; b) 3-Azidopropanol,
FeCls, Toluol, MW, 95 °C, 15 min, 62 %; c) NaOMe, MeOH, RT, 15 min, quant.

AnschlieRend wurde die Azido-Lac 70 enzymatisch in Zusammenarbeit mit Dr. Maria Ortiz-
Soto umgesetzt. Dabei Ubernahm die Biologin die Umsetzung der enzymatischen Reaktionen,
wahrend die Isolierung und Charakterisierung selbststandig durchgefihrt wurden. Die

dargestellten  Saccharide leiten sich  von  Globotriaosylceramid (Gb) und
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4. Ergebnisse und Diskussion

Monosialodihexosylgangliosid (GM) ab. 71 ist das Trisaccharid von Gb3, 72 das Trisaccharid
von GM3 und 73 das Tetrasaccharid von GM2 (Schema 34).52 Ausgehend von Azido-Lac 70
wurde diese mit a-1,4-Galactosyltransferase LgtC-C246S und UDP-Galactose zu Verbindung
,Gb3* 71 umgesetzt (a). Zur Darstellung von ,GM3“ 72 missten die Sialyltransferasen ST3Gal
IV-VI verwendet werden, um z.B. CMP-Sia auf die Galactose zu tbertragen.?*” Diese Enzyme
standen jedoch nicht zur Verfligung. Trans-Sialidase TcTs (Trypanosoma cruzi exprimiert in
E. coli) besitzt ebenfalls die Fahigkeit die 3-Position der Galactose zu sialylieren, wofiir ein
Donor-Substrat verwendet wird.?%81 Daftir wurde hier Fetuin verwendet, ein Glyoprotein das
8.7 % (Masse) gebundene Sialinsaure enthalt.?®® Nach 24 h konnte die Bildung von ,GM3“ 72
beobachtet werden (b). Der Transfer war nicht quantitativ und eine Erhdhung der
Reaktionszeit oder weitere Zugabe von Sia-Donor brachte keinen weiteren Umsatz. Die
Reaktion wurde abgebrochen und 72 mit 15 % isoliert, jedoch konnte das Edukt 70 ebenfalls
mit 68 % wiedergewonnen werden. Ein Teil des Produkts wurde weiterhin mit
B-1,4-N-Acetylgalactosaminyltransferase CgtA und UDP-GalNAc umgesetzt und somit konnte
,GM2“ 73 mit 70 % unter Rickgewinnung des Edukts 72 von 16 % isoliert werden (c).
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Schema 34: Enzymatische Synthese von bioorthogonalen Oligosacchariden ausgehend von Azido-Lactose 70.
a) a-1,4-Galactosyltransferase LgtC-C246S, UDP-Gal, 48 h, 32 °C, 67 %; b) Trans-Sialidase TcTs, Fetuin, 24 h,
30 °C; 15 % c) B-1,4-N-Acetylgalactosaminyltransferase CgtA, UDP-GalNAc, 48 h, 35 °C, 70 %.
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Die 'H-NMR-Spektren der vier Saccharide sind zum Vergleich untereinander abgebildet
(Abbildung 43). Die Signale der anomeren Protonen der Saccharide Gberlagern nicht mit den
anderen Signalen und kdnnen eindeutig zugeordnet werden. Ebenso resoniert das Proton
H-2a der Glucose bei 2.34 ppm und das Quintett von H-2' des Linkers bei 1.87 ppm. Gut
erkennbar sind die Protonen H-3c der Sialinsaure bei 2.79 bzw. 2.68 ppm. Die Methylprotonen

der Acetylgruppen resonieren bei etwa 2.0 ppm.
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Abbildung 43: TH-NMR-Spektren (400 oder 600 MHz, MeOD) der Saccharide 70-73 im Vergleich.

Alle Signale der *H- und *C-NMR-Spektren konnten mithilfe von 2D-NMR zugeordnet werden.
Das Tetrasaccharid 73 ist das grof3te Molekil in der Reihe und fir dieses werden
ausschlie3lich die Daten reprasentativ ausfihrlicher diskutiert. Die Atomzuordnungen der

anderen Verbindungen kénnen dem Experimentalteil 6 enthommen werden.

Die anomeren Protonen H-1 der Hexosen kdnnen zu Beginn eindeutig zugeordnet werden und
dienen als Startpunkt fur weitere Korrelationen. Ebenso sind die H-3c der Sialinséure
charakteristisch. Das 'H-'H-TOCSY-Spektrum (total correlated spectroscopy) zeigt alle
Kreuzsignale der Protonen eines Spinsystems,?® im vorliegenden Fall von jedem

Monosaccharid (Abbildung 44). Die Protonen-Signale uberlagern im Bereich von 4.0—
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4. Ergebnisse und Diskussion

3.3 ppm, konnten jedoch mit dieser Messung und zusatzlich durch H-'H-COSY-Spektrum
(typischerweise die 2J-Korrelation)?’” den Signalen der einzelnen Spinsysteme zugeordnet
werden (Abbildung 45).
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Abbildung 44: Ausschnitt aus dem !H-'H-TOCSY-Spektrum (600 MHz, CDCls) von ,GM2“ 73 zur
Veranschaulichung der Korrelationen der einzelnen Spinsysteme (Monosaccharide). Vergrol3ern des uberlagerten
Bereichs enthillt weitere Korrelationen.

Die Zuckersignale im *C-Spektrum (Abbildung 46) resonieren teilweise bei sehr dhnlichen
Verschiebungen (vor allem im Bereich von 82.1-69.3 ppm), sind jedoch trotzdem klar
voneinander abgetrennt und im HSQC (direkte H-'3C-Korrelation)?’! eindeutig einem
Multiplett zuzuordnen. Das HMBC (*H-'3C-Korrelation tiber mehrere Bindungen)?! bestatigte
weiterhin die zugeordneten Korrelationen der Protonen und konnte zusatzlich die postulierten
glycosidischen Bindungen der Enzymreaktionen verifizieren. Durch die axiale Stellung von
OH-4b der Galactose spaltet H-3b in ein Dublett von Dubletts mit der trans-Kopplung zu H-2b
von 9.7 Hz und cis-Kopplung zu H-4b mit 3.2 Hz auf. Dieses Proton korreliert im HMBC mit
dem quartéaren Kohlenstoff C-2c von Sia, das bei 102.6 ppm resoniert. H-4b erscheint als
Multiplett (Gberlagertes Dublett von Dublett) aufgrund von zwei cis-Kopplungen zu den
benachbarten Protonen und korreliert mit dem anomeren C-1d von GalNAc bei 104.2 ppm.
Beide Protonen erfahren durch die Bindung eines weiteren Monosaccharids eine

Tieffeldverschiebung.
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Abbildung 45: 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, MeOD) der Verbindung ,GM2“ 73.
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Abbildung 46: *C-NMR-Spektrum (150 MHz, MeOD) der Verbindung ,GM2* 73.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die Azido-Saccharide sind untypische Zuckerstrukturen auf Glycoproteinen. Durch metabolic
glycoengineering mit SiaNAl (oder ManNAl) werden Alkingruppen auf die Zelloberflache
eingefuihrt (Vergleich Kapitel 4.1), wodurch die Verbindungen auf die Zellen kovalent
konjugiert werden. Die Anreicherung von unnatiurlichen Glycosylierungen konnen die
Interaktion mit Lectinen in der extrazellularen Matrix und somit auch das Zellverhalten
beeinflussen. Diese Manipulationen kdnnen fir die Zell-Matrix- oder fur Zell-Biomaterial-

Wechselwirkungen genutzt werden.

4.4 Messung der Steifigkeit von Zellen nach metabolic glycoengineering
Beim Biodruck kénnen je nach Anwendungsmethode die verwendeten Zellen durch den
auftretenden Scherstress beschadigt werden. Hohe Aufldsungen konnten bereits durch eine
schmalere Kapillare (bis zu 10 um) erzeugt werden. Aufgrund des geringen Durchmessers

wurden Zellschaden und eine niedrigere Zellviabilitat festgestellt.[? 2721

Hier wird die Hypothese untersucht, dass metabolic glycoengineering einen Effekt auf die
Zellsteifigkeit hat und die Zellen in zukinftigen Arbeiten vor mechanischem Stress schutzt.
Bisher konnte gezeigt werden, dass eine hohe Zellsteifigkeit die Zellen vor Scherstress und
Deformation schuitzt.?’? Zur Veranderung der Membran werden Zellen mit unnatrlichen
Zuckern inkubiert (Vergleich Kapitel 2.3 und Kapitel 4.1), woraufhin diese in den
Metabolismus aufgenommen werden. Auf diese Weise werden Glycoproteine markiert und
kénnen anschlielRend durch Click Chemie (Vergleich Kapitel 2.4) in der extrazellularen Matrix
mit diversen Verbindungen modifiziert werden. Die Veradnderung der Glycocalyx durch
enzymatische Degradation der Glycosaminogylcane (GAGs) zeigte eine erhdhte
Steifigkeit.?”®! Eine Methode die Zellsteifigkeit sowie die Fluiditat zu bestimmen, wird von Prof.

Dr. B. Fabry zur Verfiigung gestellt und im Folgenden erlautert.

Zur Messung der Zellsteifigkeit wurden die Deformationen der Zellen in einem mikrofluidischen
Kanal (200 uL Durchmesser) unter verschiedenen Dricken (1-3 bar) mit einer
Hochgeschwindigkeitskamera (500 Bilder pro Sekunde) aufgenommen (Abbildung 47). Dazu
wurden die Zellen in einer hochviskosen Losung aus Zellmedium mit 2 % (w/v) Alginat
suspendiert.?l Im Vergleich zu Messmethoden wie atomic force microscopy,?’>! micropipette

2781 hei denen lediglich bis zu 100 Zellen

aspiration?”®! oder magnetic tweezer microrheology!
pro Stunde analysiert werden, erlaubt dieser Aufbau mit bis zu 100 Zellen pro Sekunde einen

Hochdurchsatz, wodurch statistische Daten erhoben werden kénnen.274
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mikrofluidischer Kanal @
(200 pL Durchmesser) 3
i
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Scherrate {

Hochgeschwindigkeitskamera

Zellen im Hydrogel Auffangbehalter

Abbildung 47: Aufbau der Messung zur Bestimmung der Zellsteifigkeit. In einem Hydrogel suspendierte Zellen
werden durch einen mikrofluidischen Kanal gedriickt und mit einer Hochgeschwindigkeitskamera (500 Bilder pro
Sekunde) die Zelldeformation aufgenommen.[?74 Erstellt mit BioRender.com

Im mikrofluidischen Kanal werden die Zellen entsprechend ihrer Lage unterschiedlichen
deformiert. An den Kanalwanden wird starker Scherstress ausgetbt, wahrend in der Flussmitte
dieser nicht vorhanden ist, weswegen die Zellen an den Wanden elliptisch erscheinen und die
zentrierten abgerundet vorliegen. Auf den Aufnahmen werden die Langen und Breiten der
Ellipsen bestimmt (Abbildung 47), wodurch sich die Zellbelastung ¢ (cell strain €) berechnen
lasst. Beim Auftragen von € gegen Scherstress der flissigen Komponente o (fluid shear stress
o) wird keine lineare, sondern eine abflachende Kurve erhalten, insbesondere bei hohen
Scherraten. Dieses Phanomen ist auf die Rotation der Zellen zurtickzufiihren, wodurch
Energie abgeleitet wird. Im weiteren Sinne ist dieses mit der Kettenbewegung eines Panzers
vergleichbar (tank-treading). Das rotierende Verhalten wird durch die Reihe an Bildern
detektiert und die Rotationsfrequenz fi (tank-treading frequency fi) jeder Zelle bestimmt. Die
Geschwindigkeit der Rotation steigt vom Zentrum zur Kanalwand.?’4 Laut der Roscoe-Theorie
lassen sich die viskoelastischen Eigenschaften der Zellen mit dem Kelvin-Voigt body
beschreiben. Die Kdrper sind elastisch und lassen sich langsam verformen, zeigen jedoch

zusatzlichen Widerstand bei schneller Verformung.?”]

Eine Parallelschaltung zwischen einer Feder und einem Dampfer (spring and dash-pot)
beschreibt dieses Modell schematisch und liefert Informationen tber das Speichermodul G’
(storage modulus G*) und das Verlustmodul G* (loss modulus G*). Bei der Korrelation von G
und G* gegen die Winkelfrequenz w (= 2-21mfy) werden letztlich die gewlnschten GroRRen
Zellsteifigkeit k (cell stiffness k) und Fluiditat a (fluidity a) bestimmt. Ein Wert von a=0

beschreibt ein Hookesches elastisches Zellverhalten, bei der die Verformung linear zur
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4. Ergebnisse und Diskussion

Belastung steht, wéhrend a =1 ein Newtonsches Fluid beschreibt, bei dem die Viskositéat

unabhangig von der Belastung ist.[?"4
— w9
G= k-(|w—0) T(1-a)

mit G = G’ + iG"” und Gammafunktion I

Die Messungen wurden von Jennifer Elsterer in der Forschungsgruppe von Prof. Dr. B. Fabry
durchgefuhrt. Fir dieses Experiment wurden hMSC-TERT von Dr. Stephan Altmann
entsprechend der bereits etablierten Bedingungen (Kapitel 4.1.1) mit synthetischen
AcsManNAl 12a  behandelt. Durch Konjugation  von Gal-1 Ligand 58  oder
Fluoreszenzfarbstoff 61 wurden die Zelloberflachen jeweils modifiziert. Eine Steigerung der
Steifigkeit durch den Fluorophor 61 (1.1-1.4-fach) und den Liganden 58 (1.4-1.8-fach) wurde
in den ersten Messungen detektiert. Dies deutete auf einen vielversprechenden Ansatz hin,
metabolic glycoengineering zu nutzen, um diese vor Scherstress im 3D-Druck zu schiitzen
und somit eine bessere Auflosung des gedruckten Konstrukts durch kleine Kapillaren zu

ermoglichen.

Das metabolic glycoengineering verandert die Glycosylierungen deutlich.44 224 Aufgrund der
Click-Reaktion mit dem Fluorophor 61 wird die Zellmembran mit unpolaren Aromaten
angereichert, mit Auswirkung auf physikalischen Wechselwirkungen der Zellen. Der Ligand 58
hat zum Gal-1 eine ahnliche Affinitat wie das natirliche Erkennungsmotiv LacNAc, dennoch
werden auch hier die Bindestellen fir Gal-1 angereichert. In hMSC zahlt Gal-1 zu den am
meisten exprimierten Proteinen,”* wodurch bei diesem Experiment eine gesteigerte

Konzentration Protein-Ligand-Komplex auf der Zelloberflache zu erwarten ist.

In weiteren Versuchsdurchlaufen wurden jedoch groRe Schwankungen beobachtet, die
teilweise auch eine Verringerung der Steifigkeit zeigten. Die Ergebnisse konnten nicht

reproduziert werden und sollen daher hier nicht graphisch abgebildet werden.

Um den Fehler in der Zellkultur und der Wahl der Zelllinie auszuschlie@en wurde das
Experiment anschlieBend mit AMO-1 (human plasmacytoma cell line)”® von Konstantin
Takors ebenfalls aus der Forschungsgruppe Prof. Dr. B. Fabry wiederholt. Auf diese Weise
wurde das Wachstum der Zellen, das metabolic glycoengineering und die Messung jeweils vor
Ort von derselben Person durchgefiihrt. Abweichungen durch unterschiedliche Handhabung
der Zellen und zusatzlicher Stress durch den Transport wurden somit minimiert. Die nétigen
Substanzen fir das glycoengineering und die anschlieBende Konjugation wurden ebenfalls

zur Verfugung gestellt. Galectin-1 wird von Myelomzellen exprimiert, weswegen auch hier die
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Anreichung des Gal-1 Liganden 58 und eine erhéhte Bildung des Protein-Ligand-Komplexes

eine Veranderung der Zelleigenschaften vermuten lasst.?7

Trotz der Minimierung der Fehlerquellen wurden auch bei dieser Zelllinie nach etlichen
Durchlaufen sehr unterschiedliche Ergebnisse gemessen. Fur die Steifigkeiten k wurden
Werte zwischen 100 — 220 Pa fir die Kontrolle und Werte zwischen 110 — 230 Pa fir Zellen
mit konjugiertem Gal-1 Liganden ermittelt. Diese Experimente zeigten, dass bereits bei der

Kontrolle grol3e Schwankungen gemessen wurden.

Eine Moglichkeit um reproduzierbare Daten zu generieren, ist eine langere Schonzeit der
Zellen nach der Click-Reaktion. Diese wurden bereits nach 30 min durch den mikrofluidischen
Kanal gedrickt, jedoch wirkt sich die akute Handhabung direkt auf die Zellerscheinung und —
deformation aus. Wie schon bei Altmannetal. beschrieben, sind die eingefuhrten
Modifikationen durch das metabolic glycoengineering auch bis zu 6 d nach der Inkubation mit
den unnatirlichen Zuckern nachweisbar, da diese erst mit fortschreitender Zeit degradiert
werden. 200
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5. Zusammenfassung
5 Zusammenfassung

Ein detailliertes Zellverstandnis ist wichtig fir die Herstellung von kinstlichen Gewebe und
zuklnftig auch von funktionalen Organen. Innovationen bei der additiven Fertigung wie der
3D-Druck werden zur Erstellung von hierarchischen Strukturen und Modellen eingesetzt.[*4
Kinstliche Modelle ersetzen nicht nur beschadigtes oder fehlendes Gewebe bei Patienten,
sondern helfen zusétzlich auch bei der Erforschung von Medikamenteneinflissen oder
Krankheitsverlaufen. Seitdem werden fir den 3D-Druck speziell angefertigte Biotinten
(besiedeltes Biomaterial mit Zellen) entwickelt.’? Wichtig dabei ist die Optimierung der
Wechselwirkungen zwischen Zelle und Matrix bzw. Zelle und Biomaterial, wofur die
Untersuchung der Zelloberflache in Hinsicht ihres Aufbaus und ihrer Funktionen entscheidend
ist.l11-28% |n dieser Arbeit stand die Synthese von humanen Saccharid-Analoga zur Modifikation

von Zelloberflachen im Vordergrund, um Erkenntnisse Uber die Zelloberflachen zu erhalten.

Durch Inkubation mit unnatirlichen Zuckern werden diese von Zellen aufgenommen und in
den Zellmetabolismus eingeschleust. Diese Methode ist als metabolic glycoengineering
bekannt. Speziell Sialinsaure-Analoga werden als mucin-type O- oder als N-Glycane auf
Glycoproteine Ubertragen, die als Transmembranprotein auf3erhalb der Zelle oder in der
extrazellularen Matrix biologische Prozesse wie Adhasion oder Signaltransduktion

vermitteln.[’

Als Saccharid-Analoga wurden bioorthogonale (Azid- oder Alkingruppe) peracetylierte
Mannosamin-Derivate 12 (ber zwei Stufen synthetisiert (Schema 35). ManNAc ist der

metabolische Vorlaufer von Sia.

HO— NH,HCI AcO~_HN” "R ~
a) ManNAI 12a R
S R N D
HO AcO ~ N
OH oac ManNAz 12b Riy{_Ns3
13 12

Schema 35: Synthese von bioorthogonalen Mannosamin-Derivaten. a) Pentinsaure-NHS-ester  oder
Azidoessigsaure-NHS-ester, Na2COs, MeOH, RT, 16 h, 85 % fiur 12a und 78 % fur 12b. b) Ac20, Py, RT, 16 h,
quant.

Der Einbau der synthetisierten Monosaccharide wurden von Dr. Stephan Altmann aus der
Forschungsgruppe von Prof. Dr. R. Ebert an humanen mesenchymalen Stromazellen (sowohl
Primarzellen als auch eine Telomerase-immortalisierte Zelllinie) untersucht. Die Zellmembran

wurde durch Click-Reaktionen mit den Fluoreszenzfarbstoffen (Cy5-Azid 14 oder
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Cy3-Alkin 15) visualisiert und zeigte fur 12 starkere Fluoreszenzsignale und somit auch einen
erhohten Einbau als die Monosaccharide AcsGalNAz 10 und AcsGIcNAz 11.01%

Peracetylierte Monosaccharide haben den Nachteil, dass diese unspezifische
Nebenreaktionen mit nukleophilen Aminoséauren (S-Glycosylioerung) eingehen kénnen und
nicht metabolisch auf die Glycanketten der Proteine Ubertragen werden.!®l Um die
S-Glycosylierung zu umgehen wurden daher bioorthogonale Sialinsauren synthetisiert, die
keine Acetylgruppen tragen. Diese sind das metabolische Endprodukt von Mannosamin-
Derivaten und haben den Vorteil, dass diese den Roseman-Warren-Biosyntheseweg
(Biosynthese von Sialinsaure aus Mannosamin)”® umgehen und direkt im Zellkern aktiviert
und durch Sialyltransferasen auf die Glycoproteine Ubertragen werden. Die bereits publizierte
Synthesestrategien von Wong et al.??8l und Homann et al.®® wurde hinsichtlich Aufreinigung
und Reaktionszeit verbessert. Die Zielmolekile und die Zwischenstufen wurden jeweils

NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch analysiert (Schema 36).

OMe
. S
a
Ho/\/ka B(OBU)z ),
OAc OAcCHN
OH OH MeO OMe © ¢ B O
16 18 K:/k‘/\‘ OMe
OAc OAc
N 20
= ~ N
R -Vé\/\\\ oder ;f‘\/ 3 l
HO OH (o}

I X

cooEt (9 OH OHHN" ™R _c) OAc OAcHN” R
: :

OH OH OH HN
e) z
HXZ75 07 CoH +—— .

H OH OH O—N H z
o) OH OH OAc OAc
8 25 23 22
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Schema 36: Synthese der Sialinsédure-Derivate mit bioorthogonalen Gruppen in der Seitenkette von C-5. a) EtOH,
H20, 1d, 50 °C; dann Ac20, Py, RT, 20 h, 59 %; b) TFA, DCM, 10 min, RT, quant.; c) Azidoessigsaure oder
Pentinsaure, HATU, DIPEA, DMF, RT, 15 h, 52—-73 %; d) NaOMe, MeOH, RT, 30 min, quant. €) Nitron 24, Dioxan,
30 °C, 2-4 Wochen, 54-69 %; f) NaOMe, 24 h, RT, dann H20, 24 h, RT, 77-82 %.

Der Einbau von SiaNAI 8a oder SiaNAz 8b in die Glycoproteine wurde wieder von Dr. Stephan
Altmann untersucht und durch Click-Reaktionen mit Fluoreszenzfarbstoffen (Cy5-Azid 14 oder
Cy3-Alkin 15) evaluiert. Bei Konzentrationen zwischen 0.5 -2.0 mm wahrend der Inkubation
wurde anschlie3end starkes Fluoreszenzsignal (3.0-faches Fluoreszenzsignal zur Kontrolle)
bei den Alkin-Verbindungen detektiert, stattdessen konnte bei den Azid-Analoga erst bei einer
2.0 mM Zuckerkonzentration moderates Fluoreszenzsignal erhalten werden (1.5-faches
Fluoreszenzsignal zur Kontrolle). Eine hdohere Einbaueffizienz wurde bereits von Bertozzi et
al. berichtet, indem der Einbau des Alkinzuckers in mehreren Zelltypen effizienter war als der

Einbau des entsprechenden Azidzuckern.''% Die Zellviabilitaten der hMSC durch 8a und 8b
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5. Zusammenfassung

war unter den getesteten Bedingungen hoch, lediglich hohe Konzentrationen (1.0 und 2.0 mm)
bei den hMSC-TERT sowohl die Zellviabilitat, aber auch die Apoptose gesenkt. Ansonsten
wurde kein negativer Effekt auf die Zellen beobachtet. Ein veré&ndertes oder gestortes

Differenzierungsverhalten konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.

Zur Bestimmung der durch metabolic glycoengineering markierten Glycoproteine wurden die
Zelllysate von gefitterten Zellen (SiaNAl 8a und AcsManNAl 12a) gewonnen. Aufgrund des
effizienteren Einbaus durch die Alkin-Saccharide wurden diese den Azid-Analoga vorgezogen.
Auch hier wurden die Zellen von Prof. Dr. R. Ebert zur Verflgung gestellt. Durch Click-
Reaktion mit einem Biotin-Azid und lIsolierung der Glycopeptide mit einem Streptavidin-
Agarose-Harz wurden diese schliel3lich von Dr. Marc DrieBen massenspektrometrisch
analysiert (LC-MS/MS). Die Messungen zeigten die Markierung von 55 Glycoproteinen durch
Inkubation mit SiaNAI 8a und 94 Glycoproteinen durch Inkubation mit AcsManNAI 12a, wobei
30 in den Lysaten von beiden Sacchariden nachgewiesen wurden (Abbildung 48). Diese
wurden mit den Datenbanken von UniProt?*! verglichen und deren molekularen Funktionen
sowie die zellularen Komponenten quantifiziert. SiaNAl zeigte den Vorteil einer Selektivitat in
der Markierung von Proteinen, deren Funktion mit Signaltransduktion, Zelladh&asion und, im
Fall von Stammzellen, mit Differenzierung korrelieren. Das Experiment lasst die Vermutung
zu, dass vor allem durch den Einsatz von unnaturlichen Sialinsdure-Analoga diese
Zelleigenschaften manipulierbar sind. Dieser Einfluss konnte im Rahmen der Biofabrikation
und der kinstlichen Gewebeziichtung nitzliche Anwendungen finden, wie zum Bespiel bei der

selektiven Adharenz von Zellen auf einer Biotinte.

55 30 94

Abbildung 48: Mengendiagramm der identifizierten Glycoproteine durch Inkubation von hMSC-TERt mit SiaNAI 8a
(lila) oder AcsaManNAI 12a (griin).

Ein weiteres interessantes Themengebiet war die Untersuchungen zum Galectin-1, eines der
am meisten exprimierten Proteine in hMSC.?*Y Dieses Protein bindet terminale Galactose-
Einheiten von Glycoproteinen auf der Zelloberflache, denn neben Sia sind auch LacNAc
(B1,4Gal-GlcNAc) haufige Enden von Zuckerketten.®2 Um das kleine Protein zu adressieren
und das Zellverhalten zu manipulieren sollten spezifische Liganden synthetisiert werden. In
Vorarbeiten wurden bereits Liganden hergestellt, die als Ausgangsbasis dienten.[2%
Letztendlich konnten tGber mehrere Stufen (13 Stufen fur Disaccharid 5, jeweils funf Stufen fr

die fluorierten Aromaten 37 und zwei weitere Stufen zu den finalen Liganden 39) sechs
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Liganden dargestellt werden, die jeweils ein oder zwei Fluoratome im aromatischen Ring
tragen (Schema 37).

o}
I R3HN R3HN
OH _a) j@(\OH _b), OH—)->
R! R? R’ R?

NBoc
R1 H oder F, Rz—HoderF 3_ Boc
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HO NHAc 0 HO ~
OH HO “oH NHAc

Schema 37: Synthese von Fluor-substituierten, aromatischen Gal-1 Liganden ausgehend von den drei Edukten
2,4-Difluorbenzoesaure 34a (R! = F, R? = F); 2-Fluorbenzoesaure 34b (R! = H, R? = F), 4-Fluorbenzoesaure 34c
(R!=F, R2=H). a) 1: NIS, H2S04, 2-4 h, 0 °C, 61-91 %; 2: BHs in THF, 16 h, RT, 73-90 %; b) BocNH-CH2C=CH
oder BocNHC(NBoc)NH-CH2C=CH, [PdClz(PPhs)z], Cul, THF, NEts, 16 h, RT, 33-67 %; c) CBrs, PPhs, DCM, 16 h,
RT; dann NaNs, DMF, 2 h, 75 °C, 33-71 % uber zwei Stufen; d) 1: 5, NaAsc, CuSOa, t-BuOH/H20, 2 h, RT,
52-82 %, 2: 30 % TFA/H20, RT, 1-2 h, 88-99 %. Die Dissoziationskonstanten Kp liegen zwischen 151 und 238 pwm,
im Vergleich Kp(LacNAc) = 91 uwm.

Die Zielmolekule und Zwischenstufen wurden vollstandig charakterisiert. Die Affinitaten zum
Galectin-1 wurden durch isotherme Kalorimetrie bestimmt und die gemessen Werte befinden
sich in der Gro3enordnung des natirlichen Substrats LacNAc, da einerseits die Enthalpie AH
durch die eingefihrten Wechselwirkungen steigt, daftir aber Kristallwasser verdréangt wird, und
durch den Entropieverlust AS kompensiert wird. Zusatzlich wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. Clemens Grimm Proteinkristalle geziichtet und mit den synthetisierten Liganden versetzt.
Die Messungen am Bessy Il in Berlin ergaben keine vollstandigen Elektronendichten fir die
gesamten Molekile, sondern jeweils nur fir das Disaccharid, aufgrund von destruktiven

Wechselwirkungen zwischen den Fluoratomen und den Heteroatomen der Aminosauren.

Diese Ergebnisse zeigten jedoch eine konservierte Bindung des Zuckers und des Triazols.
Daher wurden Liganden ohne Linker synthetisiert, die lediglich eine Methylgruppe oder ein

Wasserstoffatom am entstehenden Triazolring tragen (Schema 38).
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5. Zusammenfassung
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Schema 38: Synthese von Galectin-1 Liganden mit kurzem Rest (H oder Me) am Triazol. a) Mel, NaNs, THF, H20,
RT, 16 h; dann 5, NaAsc, CuSOa4, RT, 1 h, 67 %; b) 1: 5, Azidomethylpivalat, NaAsc, CuSQg4, t-BuOH/H20, 1 h, RT,
90 %; 2: NaOMe, MeOH, RT, 3 h, 66 %.

Durch erneut durchgefiihrte Rontgenkristalluntersuchungen mit Dr. Clemens Grimm am
Elektronen-Synchrotron in Hamburg, konnten zwei vollstandig aufgeloste Strukturen
gemessen werden (Abbildung 49).

Abbildung 49: Vollstandig aufgeloste Kristallstrukturen der beiden Gal-1 Liganden 40 (PDB ID: 8B0Z,
Auflésung: 1.23 A, Kp = 128 + 9 um) und 41 (PDB ID: 8BOW, Auflésung: 1.53 A, Kp = 238 + 55 um).

Zur Konjugation des Gal-1 Liganden auf der Zelloberflache von SiaNAl-gefitterten Zellen
missen diese eine Azidogruppe enthalten. Nach erfolgreicher Synthese eines
Azido-funktionalisierten Tetrazins (funf Stufen) konnte dieses mit der Allylgruppe von 38c
cyclisiert werden. 58 kann entsprechend der etablierten Protokolle eingesetzt werden
(Schema 39).
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Schema 39: Synthese von Azido-Tetrazin 56 und Cycloaddition zum Liganden 58. a) Ha2NNH2-H20, EtOH, MW,
95 °C, 30 min, 99 %; b) 1: NaNs, DMF, MW, 130 °C, 20 min, dann NaOH, RT, 16 h, 84 % (Uber zwei Stufen);
2: (COCl)2, DMF, DCM, 45 °C, 2 h direkte Verwendung; c) 1: 51 und 54, NEts, DCM, RT, 4 h, 41 %; 2: PCls, Tol,
135 °C, 3 h, dann H2NNH2-H20, DCM, RT, 2 h, dann NaNO2, AcOH, H20, 0 °C, 30 min, 34 %; d) 1: 56 und 38c,
MeOH, DCM, 60 °C, 48 h, 58 %; 2: TFA, MeOH, RT, 16 h, 76 %.

Der Effekt dieser Verbindung auf die Steifigkeit von Zellen wurde in Kooperation mit Jennifer
Elsterer und Konstantin Takors aus der Forschungsgruppe von Prof. Dr. B. Fabry ermittelt.[24
Dazu wurden die Zellen (hMSC-TERT oder AMO-1) durch einen mikrofluidischen Kanal
gedrickt in dem die Zelldeformation durch eine Hochgeschwindigkeitskamera aufgenommen
wurden. Eine tendenzielle Erh6hung der Steifigkeit konnte beobachtet werden, da in den
ersten Messversuchen eine Erhéhung der Zellsteifigkeit durch konjugiertes 58 (1.8-fache
Erhéhung) erreicht wurde. Jedoch waren die Messergebnisse nicht reproduzierbar und die

Daten bisher nicht signifikant genug, um eine eindeutige Aussage zu treffen.

Verbindung 58 hat den Nachteil, dass diese aufgrund von fehlenden
Fluoreszenzeigenschaften nicht visualisiert werden kann. Dazu wurde ein Molekl
synthetisiert, welches einen Azido-funktionalisierten Gal-1 Liganden mit einem Fluorophor
vereint. Daflir wurde ,Pacific blue* 60 gewahlt, da dieses verhaltnismaRig klein ist und die

Ligand-Protein-Wechselwirkung nicht behindern soll (Schema 40).
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5. Zusammenfassung
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Schema 40: Synthese von einem fluoreszierenden Gal-1 Liganden (41) mit einer bioorthogonalen Gruppe 69.
a) 1: 6-Azidohexylamin, HATU, DMF, DIPEA, RT, 2 h, 97 %,; 2: Piperidin, DMF, RT, 3 h, 90 %; b) 1: HATU, DMF,
DIPEA, RT, 2 h; 2: TFA, DCM, 1 h, 33 % (Uber zwei Stufen); c) 1: RuCls, NalO4, H20, MeCN, DCM, HCI, RT, 3 h;
2: 66, HATU, DIPEA, DMF, 0 °C—RT, 16 h; 3: NaOMe, MeOH, RT, 30 min, 16 % (Uber drei Stufen).

Zuletzt sollten humane Saccharide dargestellt und mit einer Azidogruppe funktionalisiert
werden. Auf Basis von Azidolactose 70 konnten in Zusammenarbeit mit Dr. Maria Ortiz-Soto
die Oligosaccharide 71-73 enzymatisch synthetisiert werden (Schema 41). Die Verbindungen

wurden jeweils vollstandig charakterisiert.
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Schema 41: Enzymatische Synthese von bioorthogonalen Oligosacchariden ausgehend von Azido-Lactose 70.
a) a-1,4-Galactosyltransferase LgtC-C246S, UDP-Galactose, 48 h, 32 °C, 67 %; b) Trans-Sialidase TcTs, Fetuin,
24 h, 30 °C; 15 % c) B-1,4-N-Acetylgalactosaminyltransferase CgtA, UDP-GalNAc, 48 h, 35 °C, 70 %.

Diese Oligosaccharide sind die Zuckereinheiten der Glycosphingolipide Gb3, GM3 und GM2
und kein Bestandteil von Glycoproteinen. Statt der Lactose-Einheiten (81,4Gal-GlIc) treten bei
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Glycoproteinen  Lactosamin-Einheiten  (81,4Gal-GIcNAc) auf. Durch  metabolic
glycoengineering kénnen unnatirliche funktionelle Gruppen auf die Zelloberflache eingefihrt
werden. Wie oben bereits erwahnt zeigte SiaNAl 8a effiziente Einbauraten und wird
entsprechend der naturlichen Sialinsdure als terminale Zuckereinheit von Glycanketten
Ubertragen. Durch Click-Reaktionen kénnen die Alkingruppen zur Konjugation mit den Azido-
Oligosacchariden 71-73 genutzt werden, wodurch untypische Glycosylierungen auf den
Proteinen entstehen. Der Einfluss auf die Zellen durch diese Verénderung soll in Zukunft naher
untersucht werden. Interessant ist vor allem die kontrollierte Differenzierung von Stammzellen,

die fur Gewebezlichtung und regenerativen Medizin bedeutend sind.
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6. Summary

6 Summary

A more precise understanding of cells is necessary for the production of artificial biological
tissues and, in the future, functional organs. Innovations in additive manufacturing, such as 3D
printing, are used to produce hierarchical structures.™! Artificial models may replace damaged
or missing tissue in patients and additionally support the research of drug effects or the course
of diseases. Therefore, special bioinks (populated biomaterial with cells) are being developed
for the 3D printing.[!? In this context, it is important to optimise the interaction between cells
and matrix or cells and biomaterial, for which the investigation of the cell surface in its structure
and functions is crucial.!* 289 This work focuses on the synthesis of human saccharide

analouges for the modification of cell surfaces to gain new insight on the cell membrane.

Unnatural sugars are introduced into the natural cell metabolism by incubation. This method is
called metabolic glycoengineering. In particular, sialic acid analogues are transferred as
mucin-type O- as well as N-glycans to glycoproteins, which mediate biological processes such
as adhesion or signaling as transmembrane proteins outside the cell or in the extracellular

matrix.[”®

Mannosamine derivatives 12 were synthesised over two steps with bioorthogonal groups
(azide or alkyne) in the side chain (Scheme 1). ManNAc is the metabolic precursor of Sia,
unnatural ManNAlI and ManNAz can therefore be transformed to the corresponding Sia

analouges.

o
HzHCI AcO HN R ManNAI 12a R
—> AcO \/\\\
AcO . ManNAz 12b Ryl _Ns

Scheme 1: Synthesis of bioorthogonal mannosamine derivatives. a) Pentynoic acid-NHS-ester or azido acetic
acid-NHS-ester, Na2COs, MeOH, RT, 16 h, 85 % for 12a and 78 % for 12b. b) Ac20, Py, RT, 16 h, quant.

The incorporation of the synthesised monosaccharides was investigated by Dr. Stephan
Altmann from the research group of Prof. Dr. R. Ebert on mesenchymal stromal cells (primary
cells and telomerase-immortalized cell line). The efficiency of the incorporation on the cell
membrane was evaluated by click reactions with fluorescent dyes (Cy5-azide 14 or Cy3-
alkyne 15). Acetylated mannosamine-analogues 12 showed a stronger fluorescent signal and
thus a higher labelling of glycoproteins then the monosaccharides AcsGalNAz 10 and

AcsGIcNAzZ 11, respectively.i00
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Peracetylated monosaccharides entail the disadvantage of undergoing unspecific reactions
with nucleophilic amino acids, mainly cysteine (S-glycosylation) and label glycoproteins
unspecifically.**8 Bioorthogonal sialic acids without acetyl groups were synthesised to prevent
S-glycosylation. They are the metabolic product of mannosamine analogues with the
advantage of avoiding the Rosemann-Warren biosynthetic pathway (biosynthesis of sialic acid
from mannosamine). They are directly activated in the nucleus and transferred to glycoproteins
by sialyltransferases.’”” On the outer cell membrane, the unnatural functional groups are
available for specific chemical reactions. The established strategies of Wong et al.?*® and
Homann et al.’® were improved regarding purification and reaction time (Scheme 2). The
incorporation of the synthesised monosaccharides was again investigated by Dr. Stephan

Altmann.
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Scheme 2: Synthesis of sialic acid derivatives with bioorthogonal groups in the side chain of C-5. a) EtOH, H20,
1d, 50 °C; then Acz20, Py, RT, 20 h, 59 %; b) TFA, DCM, 10 min, RT, quant.; c) azido acetic acid or pentynoic acid,
HATU, DIPEA, DMF, RT, 15 h, 52-73 %; d) NaOMe, MeOH, RT, 30 min, quant. €) Nitrone 24, dioxane, 30 °C,
2-4 weeks, 54-69 %; f) NaOMe, 24 h, RT, then H20, 24 h, RT, 77-82 %.

The incorporation on the cell membrane was evaluated by click reactions with fluorescent dyes
(Cyb5-azide 14 or Cy3-alkyne 15). Concentrations between 0.5-2.0 mm during incubation
displayed a strong fluorescence signal for the alkyne compound 8a, while moderate
fluorescence signal could only be obtained for the azide analogues 8b at a 2.0 mm sugar
concentration. Higher labelling of glycoproteins with the alkyne variant was also previously
reported from Bertozzi et al. in different cell lines.!*1% Cell viability under the influences of 8 was
high under the tested conditions and otherwise no negative effect on the cells was observed,
except for the hMSC-TERT the viability and apoptosis was reduced by high concentrations
(1.0 and 2.0 mm). Additionally, no altered or disturbed differentiation behaviour could be

reported.
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6. Summary

For the determination of glycoproteins labelled by metabolic glycoengineering, the cell lysates
were obtained after incubating cells with SiaNAI 8a and AcsManNAI 12a. Due to their more
efficient incorporation the alkyne sugars were preferred over their azido analoges. The cells
were also provided by Prof. Dr. R. Ebert. The samples were reacted with a biotin-azide using
click chemistry and the glycopeptides isolated with a streptavidin agarose resin. Finally, the
proteins were analysed by mass spectrometry (LC-MS/MS) by Dr. Marc Drie3en. These
experiments resulted in the labelling of 55 glycoproteins by incubation with SiaNAI 8a and 94
glycoproteins with AcsManNAIl 12a, whereby 30 were detected in the lysates of both
saccharides (Figure 1). The glycoproteins were compared with databases from UniProt,/23
their molecular functions and cellular components were quantified. Thus, SiaNAl showed a
selectivity in labelling proteins correlating with signal transduction, cell adhesion and, in the
case of stem cells, differentiation. These experiments lead to the assumption that cell
properties may be manipulated, especially by employing unnatural sialic acid analogues in
glycoengineering. This feature could be useful for applications in biofabrication and tissue

engineering, for example in selective adherence of cells to a bioink.

55 30 94

Figure 1: Venn-diagram of the identified glycoproteins by incubation of hMSC-TERT with SiaNAI 8a (purple) or
AcsManNAl 12a (green).
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Another interesting topic was the investigation of galectin-1, which is highly expressed in
hMSC.[281 This protein binds terminal galactose or lactosamine (disaccharide of galactose and
glucosamine) residues of glycoproteins on the cell surface.*%? Specific ligands were desgined
in order to address the small lectin and possibly manipulate the cell behaviour. Finally, six
ligands were synthesised over several steps (13 steps for the synthesis of 5, five steps for the
synthesis of fluorinated aryl-compounds 37 and the final synthesis of ligands 39 respectively),
each carrying one or two fluorine atoms on the aromatic ring (Scheme 3). The target molecules
and intermediates were fully characterised. Further, the affinities for galectin-1 were
determined by isothermal calorimetry and the measured values were also in the pyMm range as
the natural substrate LacNAc. Expanding the ligand and adding further interactions to the
protein results in a higher enthalpy AH, on the other side water is removed from the crystal
compensating the energy by a reduced entropy AS. Additionally, protein crystals were grown
in collaboration with Dr. Clemens Grimm and soaked with the synthetic ligands. The
measurements at Bessy |l in Berlin did not show complete electron densities for the whole
molecules, but only for the disaccharides, respectively. The fluorine atoms with a high electron

density cause destructive interactions with the amide bonds of the protein.

[I “OH )N I :[ ~OH _b, ® HN/\/©f\OH —9, ) HN/\ij\/\

NBoc
R1=HorF,R2=HorF 3_ Boc
R® W O BocHN” %
NH +
R* = NS, or
Mo ,e‘ Z/ OH
NM d OH
RHN o 4o 0\/\4—L o o Q 5
NHAc o Ho ~
HO “oH NHA

HO OH 5 ¢

Scheme 3: Synthesis of fluor-substituted, aromatic Gal-1 ligands starting from 2,4-difluoro benzoic acid 34a
(R! = F, R? = F); 2-fluoro benzoic acid 34b (R! = H, R? = F), 4-fluoro benzoic acid 34c (R! = F, R? = H). a) 1: NIS,
H2S04, 2-4 h, 0°C, 61-91 %; 2: BHz in THF, 16 h, RT, 73-90 %; b) BocNH-CH2C=CH or BocNHC(NBoc)NH-
CH2C=CH, [PdCI2(PPhs).], Cul, THF, NEts, 16 h, RT, 33-67 %; c) CBrs, PPh3, DCM, 16 h, RT; then NaNs, DMF,
2 h, 75 °C, 33-71 % over two steps; d) 1: 5, NaAsc, CuSOa, t-BUuOH/H20, 2 h, RT, 52-82 %, 2: 30 % TFA/H20, RT,
1-2 h, 88-99 %. Dissociation constant Kp for the ligands is between 151 und 238 um, in comparison
Ko(LacNAc) = 91 pm.

However, these results revealed a conserved binding of the sugar and the triazole,
respectively. In a further approach, truncated ligands were synthesised with only a methyl
group or hydrogen atom on the triazole (Scheme 4). The methyl group was introduced by
forming MeNgs in situ and the hydrogen atom by reacting 5 with azidomethyl pivalate followed

by basic cleavage.
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6. Summary
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Scheme 4: Synthesis of Galectin-1 ligands with truncated residues (H oder Me) at the triazole. a) Mel, NaNs, THF,
H20, RT, 16 h; then 5, NaAsc, CuSOs4, RT, 1 h, 67 %; b) 1: 5, azidomethyl pivalate, NaAsc, CuSOg, t-BuOH/H20,
1 h, RT, 90 %; 2: NaOMe, MeOH, RT, 3 h, 66 %.

After soaking the ligands with new grown Gal-1 crystals, two completely resolved structures
were measured with Dr. Clemens Grimm at the eletron synchroton in Hamburg (Figure 2).

Figure 2: Resolved crystal structures of the Gal-1 ligands 40 (8B0Z, 1.23 A, Kp = 128 + 9 um) and 41 (8BOW,
1.53 A, Kp = 238 + 55 pwm).

To enable the coupling of the ligand on the cell surface of glycoengineered cells (incubated
with SiaNAl), an azido group has to be introduced. After the successful synthesis of an azido
functionalised tetrazine, the cyclisation with the allyl group at position 1 of compound 38c was
performed. Molecule 58 can be used in the future for CUAAC or SpAAC according to the
established protocols (Scheme 5).
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Scheme 5: Synthesis of azido tetrazine 56 and cycloaddition to form ligand 58. a) H.2NNH2-H20, EtOH, MW, 95 °C,
30 min, 99 %; b) 1: NaNs, DMF, MW, 130 °C, 20 min, then NaOH, RT, 16 h, 84 % (over two steps); 2: (COCl)z,
DMF, DCM, 45 °C, 2 h used immediately; ¢) 1: 51 and 54, NEts, DCM, RT, 4 h, 41 %; 2: PCls, Tol, 135 °C, 3 h, then
H2NNH2-H20, DCM, RT, 2 h, then NaNOz, AcOH, H20, 0 °C, 30 min, 34 %; d) 1: 56 and 38c, MeOH, DCM, 60 °C,
48 h, 58 %; 2: TFA, MeOH, RT, 16 h, 76 %.

In cooperation with Jennifer Elsterer and Konstantin Takors from the research group of Prof.
Dr. B. Fabry, the stiffness of glycoengineered cells were measured by pushing the cells through

a microfluidic channel.[274

There, the cells (hMSC-TERT or AMO-1) were monitored with a high-speed camera and the
deformation provided information about the stiffness. In preliminary experiments, an increase
in cell stiffness was achieved after click reaction with compound 58 (up to 1.8-fold). However,
the results were not reproducible and the data so far not significant enough for a final
statement. Future experiments are planned to increase the cell stiffness and thus protect the

cells from shear stress during 3D printing processes.

A further improvement of conjugate 58 is the coupling with a fluorescent dye. Therefore, a
molecule was synthesised combining an azido-functionalised Gal-1 ligand with a fluorophore.
“Pacific blue” 60 was chosen due its relatively small structure to minimize sterical effects and

block the ligand-protein interaction (Scheme 6).
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Scheme 6: Synthesis of a fluorescent Gal-1 ligand with a bioorthogonal group 69. a) 1: 6-azidohexylamine, HATU,
DMF, DIPEA, RT, 2 h, 97 %,; 2: Piperidin, DMF, RT, 3 h, 90 %; b) 1. HATU, DMF, DIPEA, RT, 2 h; 2: TFA, DCM,
1h, 33 % (over two steps); c¢) 1: RuCls, NalO4, H20, MeCN, DCM, HCI, RT, 3 h; 2: 66, HATU, DIPEA, DMF,
0 °C—RT, 16 h; 3: NaOMe, MeOH, RT, 30 min, 16 % (over three steps).

Creating different bioorthogonal compounds based on human saccharides expand the
possibilities for glycoengineering. The chemical synthesised azido-lactose 70 was
enzymatically applied in collaboration with Dr. Maria Ortiz-Soto to generate the

oligosaccharides 71-73 (Scheme 7). All target molecules were fully characterised.
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Scheme 7: Enzymatic synthesis of bioorthogonal oligosaccharides starting from azido-lactose 70. a) a-1,4-
galactosyltransferase LgtC-C246S, UDP-Gal, 48 h, 32 °C, 67 %; b) trans-sialidase TcTs, fetuin, 24 h, 30 °C, 15 %
c) B-1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase CgtA, UDP-GalNAc, 48 h, 35 °C, 70 %.

These oligosaccharides are the glycan units of the glycosphingolipids Gb3, GM3 and GM2 and

not a component of glycoproteins. In the future, the influence on cells by metabolic
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glycoengineering with alkyne sugars (SiaNAl 8a) and further conjugation of these azido-
oligosaccharides 71-73 on the glycoproteins in the cell membrane shall be investigated. Of
particular interest is the differentiation of stem cells, which is important for tissue engineering

and regenerative medicine.
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7. Experimentalteil

7 Experimentalteil

7.1 Allgemeine Arbeitstechniken

7.1.1 Gerate

Kernresonanzspektroskopie

Im Institut fir Organische Chemie standen fiir die Messung von NMR-Spektren folgende

Geréate zur Verfugung:
Brucker Avance Il HD 400 NMR-Spektrometer (*H: 400 MHz, *3C: 100 MHz, *°F: 377 MHz).
Brucker Avance Il HD 600 NMR-Spektrometer (*H: 600 MHz, *3C: 150 MHz, 1°F: 565 MHz).

Aufgenommen wurden die Spektren bei 25 °C. Die Kalibrierung erfolgte auf das Signal der
Restprotonen des jeweiligen deuterierten Losungsmittels. Fir 'H-NMR-Spektren:
O(CDCl3) = 7.26 ppm; 6(D20) = 4.79 ppm; &6(MeOD-d4) = 3.31 ppm; 6(DMSO-ds) = 2.50 ppm
und far die C-NMR-Spektren: J(CDClz) = 77.16 ppm;  &(MeOD) = 49.00 ppm;
O0(DMSO-ds) = 39.52 ppm

Die Zuordnung der Signale wurde mit Hilfe von DEPT135-, COSY-, HSQC-, HMBC- und
TOCSY-NMR-Spektren durchgefuhrt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm und die
Kopplungskonstanten in Hz angegeben. Fir die Aufspaltungen wurden folgende Abkiirzungen
verwendet: s: Singulett; d: Dublett, t: Triplett, g: Quartett, quint: Quintett und m: Multiplett.

Massenspektrometrie

Bruker Daltonics MicroOTOF Focus fiir Elektronenspray-lonisation (ESI)
Mikrowelle

Discover 2.0 von CEM; Mikrowellen kénnen bis zu 300 W Leistung eingestrahlt werden
HPLC-Pumpe und Detektor

HPLC-Pumpe: BESTA, Type HD2-400

UV-Vis-Detektor: SYKAM S3345 PDA DETECTOR

Vakuumpumpen

VACUUBRAND verschiedene Membran- und Olpumpen
Gerfiertrocknungsanlage

Christ Alpha 2-4 Ldplus
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Isotherme Kalorimetrie

MicroCal iTC200 von Malvern

7.1.2 Chemikalien

Reagenzien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden entsprechend der vom Hersteller angegeben Reinheit
eingesetzt. Diese wurden bei Sigma Aldrich, Alfa Aeser, TCI, abcr und Acros Organics

erworben.

Alle technischen Lésungsmittel wurden vor dem Gebrauch destilliert (Wasser zwei Mal). Bei
wasserfreien Losungsmitteln wurden diese nach den gangigen Methoden getrocknet und unter
Stickstoffatmosphéare gelagert. Gemische sind in Volumenanteilen (V:V) angegeben.

Verwendete Losungen sind, wenn nicht anderes deklariert, im wassrigen Milieu.

Dunnschichtchromatographie (DC)
Macherey-Nagel ALUGRAM® Xtra SIL G/UVzs4

Merck TLC Silica gel 60 RP-18 F254S

Farbereagenzien fir DC

Die Flecken (spots) wurden entweder durch Fluoreszenzldschung bei 254 nm visualisiert oder

durch eine der folgenden Farbungen:

Nachweis von Zuckern:

N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin (60 mg), H.SO4 konz (10 mL.), MeOH (200 mL)
Nachweis von Aminen und Amiden:

Ninhydrin (0.60 g), n-Butanol (200 mL), Essig konz. (6.0 mL)

Nachweis von oxidierbaren Verbindungen:

KMnO4 (1.50 g), K2COs (10.0 g), NaOH (1.2 mL, 10 %) H,O (200 mL)
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7. Experimentalteil

Saulenchromatographie

Die Aufreinigungen wurden uber Kieselgel 60 (0.04 —0.063 mm) der Fa. Macherey-Nagel mit
Saulen verschiedener Mal3e durchgefihrt.

Die Aufreinigung Uber RP-18-Kieselgel der Firma YMC (ODS-AQ-HG, AQG12S16, 12 nm,
S-15 um, C-18) wurde in wiederverwendbaren Glassaulen der Firma YMC (ECO Columns,
ECOPYS Columns, 10-50 bar) durchgefihrt.
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7.2 Synthesen

7.2.1 Allgemeine Versuchsvorschriften

7.2.1.1 Allgemeine Versuchsvorschrift A) Reduktion von Sauren

Einer LOsung aus Benzoesaure-Derivat in THF (200 mm) wurden tropfenweise BH3- THF (1 m,
3.00 Aqg.) bei 0 °C zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionslésung fiir 16 h bei
RT geruhrt. AnschlieRend wurde mit ges. NaHCOs;-Ldsung versetzt und die wéssrige Phase
drei Mal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

séulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 3:1) gerenigt.

7.2.1.2 Allgemeine Versuchsvorschrift B) Sonogashira-Reaktion

Aryliodid (1.00 Ag.) und Alkin (1.00 Ag.) wurden in THF geldst (100 mm). AnschlieRend wurden
[PACI(PPhs),] (0.05 Ag.), Cul (0.05 Ag.) und NEtz (THF:NEt;=5:1) und das
Reaktionsgemisch 16 h bei RT gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde diese mit DCM
verdunnt und mit ges. NaHCOs-L6sung gewaschen und die wassrige Phase zwei Mal mit DCM
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden tber MgSO. getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

séulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 9:1—4:1) gereinigt.

7.2.1.3 Allgemeine Versuchsvorschrift C) Appel-Reaktion

Der Alkohol wurde in trockenem DCM gelést (20 mm). Der Losung wurden PPhs (1.50 Aqg.)
und CBrs (1.50 Ag.) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 16 h bei RT geriihrt.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand
in trockenem DMF (20 mm) aufgenommen und NaNs (2.50 Agq.) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 h auf 75 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch
zuerst mit Wasser und dann mit ges. NaCl-Lésung versetzt. Die wassrige Phase wurde drei
Mal mit EE extrahiert und die vereinigten, organischen Phasen tber MgSO, getrocknet. Fas
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 4:1) gereinigt.
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7.2.1.4 Allgemeine Versuchsvorschrift D) CUAAC

Alkin (1.00 Ag.) und das entsprechende Azid (1.00 Ag.) wurden in 'BuOH/H.O (2:1, 0.1 M)
gelost. Daraufhin  wurde wassrige CuSOs-Lésung (0.1 M, 0.10 Ag.) und wassrige
Natriumascorbat-Losung (1.0 M, 1.00 Ag.) zugegeben und die Reaktionslosung 1-2 h
(DC-Kontrolle) bei RT gerihrt. Anschlieend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand séulenchromatographisch Uber Kieselgel
(DCM:MeOH = 10:1 — 5:1) gereinigt.

7.2.1.5 Allgemeine Versuchsvorschrift E) Abspaltung Boc-Schutzgruppe

Eine 1.0 M Lésung des Boc-Amins wurde mit wassriger TFA (30 %vol) versetzt und bei RT
gerihrt bis kein Edukt detektiert wurde (1-2 h). Anschlieend wurde das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch Uber
RP18-Kieselgel (H.O:MeCN:TFA = 2:1:0.01) gereinigt.
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7.2.2 Synthese von Mannosamin-Derivaten

7.2.2.1 4-Pentinsaure-NHS-Ester 74a

4-Pentinsaure (3.2 g, 32.6 mmol, 1.00 Ag.) und N-Hydroxysuccinimid (4.50 g, 39.1 mmol,
1.20 Ag.) wurden in trockenem DCM (150 mL) suspendiert. Das Gemisch wurde auf 0 °C
gekuhlt und EDC (10.8 g, 56.1 mmol, 1.72 Ag.) portionsweise zugegeben. AnschlieRend
wurde die Reaktionslésung 40 min bei 0 °C und dann 2.5 h bei RT geruhrt. Die organische
Phase wurde mit DCM verdinnt und mit 3 % NaHSO.-Lésung (3x 100 mL) gewaschen, Uber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt

wurde als farbloses Ol erhalten, das wahrend der Lagerung fest wurde.
Ausbeute: 5.69 g (32.6 mmol, 89 %)

Summenformel: CgHgNO4

Molare Masse: 195.17 g/mol

IH-NMR (400MHz, CDCls): 2.87 (t, 3J = 7.4 Hz, 2H, H-2°), 2.83 (S, 4H, H-2), 2.60 (dt,
8 =7.5Hz,4) = 2.6 Hz, 2H, H-3°), 2.04 (t appt, 4J = 2.7 Hz, 1H, H-5°) ppm.

7.2.2.2 Synthese von ManNAIl 75a

o
3 4
HO-8 HN)J-\,/\\
HO
3 1

OH

D-Mannosaminhydrochlorid 13 (238 mg, 1.10 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Methanol
(12 mL) gelost. Na,CO3 (332 mg, 3.13 mmol, 2.84 Ag.) und 4-Pentinsaure-NHS-Ester 74a
(280 mg, 1.43 mmol, 1.30 Aq.) wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 16 h bei RT
geruhrt. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
Uber Kieselgel (DCM:MeOH = 9:1 — 8:2) gereinigt.

Ausbeute: 243 mg (937 pmol, 85 %) eines farblosen Feststoffs.
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'H-NMR des Hauptanomers: (400MHz, MeOD): 5.00 (d, 3J = 1.6 Hz, 1H, H-1), 4.30 (dd,
8 =4.7 Hz, %) = 1.6 Hz, 1H, H-2), 4.00 (dd, 3J = 9.7 Hz, 3J = 4.9 Hz, 1H, H-3), 3.87-3.75 (m,
3H, H-5, H-6), 3.58 (dd, 3J = 9.6 Hz, 1H, H-4), 2.49-2.46 (m, 3H, H-2, H-3"), 2.27-2.25 (m,
1H, H-5") ppm.

13C-NMR des Hauptanomers: (100MHz, MeOD): 174.71 (C-1’), 95.00 (C-1), 83.70 (C-4),
73.44 (C-5), 70.62 (C-3), 70.24 (C-5’), 68.48 (C-4), 62.23 (C-6), 55.09 (C-2), 35.88 (C-2)),
15.63 (C-3’) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+CI]~ 294.0750, gefunden 294.0758, (JAm/z| = 2.8 ppm).

7.2.2.3 Synthese von AcsManNAI 12a

o)
3
4

AcO-8 M
4 HN o 2' \\5.
AcO -
AcO 3

1 "0OAc

ManNAI 75 (230 mg, 887 umol, 1.00 Ag.) wurde in Pyridin (3.0 mL) suspendiert und auf 0 °C
gekihlt. Essigsaureanhydrid (839 uL, 8.87 mmol, 10.0eq.) wurde dem Gemisch
hinzugegeben und diese 18 h bei RT gertihrt. Das Gemisch wurde mit DCM verdinnt (150 mL)
und die organische Phase mit ges. NaHCOs-Lésung (30 mL) und ges. NaCl (30 mL)
gewaschen. AnschlieRend wurde diese lber MgSO, getrocknet und das Rohprodukt Uber

Kieselgel (Cy:EE = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 330 mg (772 umol, 87 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C1gH25NO10

Molare Masse: 427.41 g/mol

!H-NMR des Hauptanomers (400MHz, CDCls): 6 =6.11 (d, 3J = 9.1 Hz, 1H, NH), 6.04 (d,
3) = 1.8 Hz, 1H, H-1), 5.32 (dd, 3J = 10.2 Hz, 3J = 4.4 Hz, 1H, H-3), 5.22 (dd, 3J = 10.0 Hz, 1H,
H-4), 4.67 (ddd, 3J = 9.3 Hz, 3J = 4.4 Hz, 3] = 1.8 Hz, 1H, H-2), 4.29-4.24 (m, 1H, H-6), 4.11—
4.01 (m, 2H, H-5, H-6), 2.56-2.45 (m, 2H, H-2’, H-3"), 2.17, 2.09, 2.05, 2.00 (s, 12H, 4x
CHs) ppm.

B3C-NMR des Hauptanomers (100 MHz, CDCls3): 6 = 171.4 (C-1°), 170.7 (CH3CO.C-6), 170.2
(CH3CO2C-3), 169.8 (CHsCO,C-4), 168.3 (CHsCO,C-1), 91.8 (C-1), 82.7 (C-4"), 70.7 (C-5'),
70.3 (C-5), 69.0 (C-3), 65.6 (C-4), 62.1 (C-6), 49.4 (C-2), 35.5 (C-2’), 21.0, 20.9, 20.9, 20.8 (4x
CHg), 15.13 (C-3’) ppm.
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!H-NMR des Nebenanomers (400MHz, CDCl3): 6 =6.07 (d, 3J = 9.1 Hz, 1H, NH), 5.86 (d,
3)J = 1.8 Hz, 1H, H-1), 5.16 (dd, 3J = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.04 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 4.0 Hz, 1H,
H-3), 4.80 (ddd, 3J = 9.2 Hz, 3] = 4.0 Hz, 3J = 1.7 Hz, 1H, H-2), 4.29-4.24 (m, 1H, H-6), 4.11-
4.01 (m, 1H, H-6), 3.80 (ddd, 3J = 9.7 Hz, 3J = 5.1 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.56-2.45 (m, 2H,
H-2’, H-3’), 2.10, 2.10, 2.05, 2.00 (s, 12H, 4x CHs) ppm.

13C-NMR des Nebenanomers (100 MHz, CDCl3): 6 = 171.8 (C-1’), 170.7 (CH3CO,C-6), 170.3
(CHsCO2C-3), 169.8 (CH:CO2C-4), 168.5 (CH3CO.C-1), 90.7 (C-1), 82.7 (C-4’), 73.6 (C-5),
71.5 (C-3), 70.7 (C-5'), 65.4 (C-4), 62.0 (C-6), 49.6 (C-2), 35.6 (C-2’), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8
(4x CH3), 15.2 (C-3’) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 450.1371, gemessen 450.1365, (|Am/z| = 3.9 ppm).

7.2.2.4 Azidoessigsaure-NHS-Ester 74b

2
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2-Azidoessigsaure (10.4 g,103 mmol, 1.00 Ag.) und N-Hydroxysuccinimid (11.8 g, 102 mmol,
1.00 Aqg.) wurden in trockenem THF (80 mL) suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. Dem Gemisch
wurde eine Losung DCC (21.2 g, 102 mmol, 1.00 Ag.) in trockenem THF (60 mL) zugetropft
und die Reaktionslésung 2 h bei 0 °C gertihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und
mit THF nachgesplilt. Unter vermindertem Druck wurde die organische Phase auf etwa
200 mL eingeengt und mit Et,O (200 mL) versetzt. Die Losung wurde fiir 24 h auf 4 °C gekdhilt.

AnschlieBend wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert.
Ausbeute: 5.69 g (32.6 mmol, 89 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CeHsN4O4

Molare Masse: 198.14 g/mol

IH-NMR (400MHz, DMSO-dg): 4.71 (s, 2H, H-2°), 2.84 (s, 4H, H-2) ppm.
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7.2.2.5 AcisManNAz 12b
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D-Mannosaminhydrochlorid 13 (357 mg, 1.66 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem Methanol
(8.0 mL) gelost. NaHCOs (422 mg, 4.97 mmol, 3.00 Aq.) und 4-Pentinsdure-NHS-Ester 74b
(820 mg, 4.14 mmol, 2.50 Aqg.) wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 16 h bei RT
geruhrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch tber Kieselgel (DCM:MeOH = 9:1 — 8:2) gereinigt.

Das noch verunreinigte Produkt wurde in Pyridin (4.00 mL, 49.7 mmol, 30.0 Ag.) und Ac.O
(1.10 mL, 11.6 mmol, 7.00 Ag.) gelést und das Gemisch fur 16 h bei RT gerlhrt. Die
Reaktionslosung wurde mit DCM (100 mL) verdinnt und mit ges. NH4CI-Losung (25 mL), ges.
NaHCOs-Ldsung (25 mL) und mit ges. NaCl-Lésung (25 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 2:1 — 1:1)
gereinigt.

Ausbeute: 264 mg (613 pmol, 37 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: Ci6H22N4O010
Molare Masse: 430.37 g/mol

'H-NMR des Hauptanomers (400MHz, CDCls): 6 = 6.64 (d, 3J = 9.0 Hz, 1H, NH), 5.88 (d,
3J =1.7 Hz, 1H, H-1), 5.34 (dd, 3J = 10.2 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-3), 5.22 (dd, 3J = 10.1 Hz, 1H,
H-4), 4.61 (ddd, 3J = 9.3 Hz, 3J = 4.2 Hz, 3] = 2.0 Hz, 1H, H-2), 4.27-4.21 (m, 1H, H-6), 4.11—
4.01 (m, 4H, H-5, H-6, H-2%), 2.18, 2.10, 2.05, 2.00 (s, 12H, 4x CHs) ppm.

BC-NMR des Hauptanomers (100 MHz, CDCl3): 6=170.6 (CHsCO.C-6), 170.2
(CH3CO,C-3), 169.7 (CH3CO2C-4), 168.2 (CHsCO,C-1), 167.4 (C-1’), 91.4 (C-1), 70.4 (C-5),
69.0 (C-3), 65.2 (C-4), 61.9 (C-6), 52.7 (C-2'), 49.8 (C-2), 21.0, 20.9, 20.9, 20.8 (4x OCHbs)
ppm.

!H-NMR des Nebenanomers (400MHz, CDCls): 6 = 6.57 (d, 3J = 9.3 Hz, 1H, NH), 6.04 (d,
3J =19 Hz, 1H, H-1), 5.16 (dd, 3J = 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.05 (dd, 3J = 9.9 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H,
H-3), 4.72 (ddd, 3J = 9.0 Hz, 3J = 3.8 Hz, 3] = 1.6 Hz, 1H, H-2), 4.27-4.21 (m, 1H, H-6), 4.11—
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4.01 (m, 1H, H-6, H-2), 3.82 (ddd, 3J = 9.7 Hz, 3] = 4.6 Hz, 3] = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.11, 2.10,
2.05, 2.00 (s, 12H, 4x CH3) ppm.

BBC-NMR des Nebenanomers (100 MHz, CDCIls): 6=170.6 (CHsCO:C-6), 170.3
(CH3CO,C-3), 169.7 (CH3CO,C-4), 168.5 (CH3CO,C-1), 166.8 (C-1'), 90.4 (C-1), 73.6 (C-5),
71.5 (C-3), 65.0 (C-4), 61.8 (C-6), 52.5 (C-2'), 49.4 (C-2), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8 (4x OCHs)
ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 453.1234, gemessen 453.1238, (JAm/z| = 0.9 ppm).

7.2.3 Synthese von Sialinsaure-Derivaten

7.2.3.1 (2R,3S,4R,5R)-5-((Bis(4-methoxyphenyl)methyl)amino)hept-6-en-1,2,3,4-

tetraacetat 20

OAc OAcHN

3
H | 6
OAc OAc
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1

D-arabinose 16 (1.25g, 8.33 mmol, 1.00 Aq.), 4,4’-Dimethoxybenzhydrylamin 17 (2.43 g,
5.73 mmol, 1.10 Ag.) und Vinylborsauredibutylester 18 (3.49 mL, 20.0 mmol, 1.90 Ag.) wurden
in wassrigen Ethanol (20 mL, EtOH:H,O = 4:1) und 24 h auf 50 °C erhitzt. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch tGber
Kieselgel (DCM:MeOH = 20:1 — 7:1) gereinigt. Der erhaltene Feststoff (2.58 g, 6.39 mmol,
1.00 Ag.) wurde in trockenem Pyridin (12.9 mL, 160 mmol, 25.0 Aq.) und Ac.O (12.1 mL,
128 mmol, 20.0 Ag.) geldést und 16 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch uber Kieselgel

(Cy:EE = 2:1) aufgereingt. Das Produkt wurde als farbloser, klebriger Feststoff isoliert.
Ausbeute: 2.83 g (4.95 mmol, 59 % Uber 2 Stufen).
Summenformel: CzoH37NO1o

Molare Masse: 571.62 g/mol
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H-NMR (400 MHz, CgD¢): 6 = 7.32-7.38 (m, 4H, H-4’), 6.74-6.82 (m, 4 H, H-3"), 6.10 (dd,
3 =8.1Hz, 3J=2.1Hz, 1H, H-5), 5.54 (ddd, 3J = 8.1 Hz, 3J = 6.4 Hz, 3] = 2.9 Hz, 1H, H-6),
5.48 (ddd, 3Juyans = 17.0 Hz, 3Jas = 10.1 Hz, 33 =9.1 Hz, 1H, H-2), 5.37 (dd, 3J=9.1 Hz,
3 = 2.1 Hz, 1H, H-4), 5.09 (dd, 3J = 10.1 Hz, 2J = 1.9 Hz, 1H, H-1a), 4.93 (dd, 3J = 17.0 Hz,
2) = 1.6 Hz, 1H, H-1b), 4.81 (s, 1H, H-1"), 4.51 (dd, 2] = 12.3 Hz, 3] = 2.9 Hz, 1H, H-7a), 4.20
(dd, 23 =12.3 Hz, %) = 6.4 Hz, 1H, H-7b), 3.29 (s, 3H, H-6’), 3.31 (s, 3H, H-6"), 3.27 (m, 1H,
H-3), 1.87 (s, 3H, CHs-6), 1.79 (s, 3H, CHs-4), 1.73 (s, 3H, CHs-7), 1.66 (s, 3H, CHs-5), 1.31
(s, 1H, NH) ppm.

13C-NMR (100 MHz, C¢Ds): & = 170.1 (CH3CO,C-5), 170.0 (CH3CO2C-7), 169.9 (CH3CO.C-4),
169.8 (CH3CO.C-6), 159.3 (C-5’), 137.6 (C-2), 137.4 (C-2’), 135.5 (C-2’), 129.5 (C-4’), 128.6
(C-4’),119.3 (C-1), 114.3 (C-3’), 71.9 (C-4), 69.6 (C-6), 69.0 (C-5), 63.0 (C-1"), 62.9 (C-7), 59.3
(C-3), 54.8 (C-6’), 54.8 (C-6), 20.8 (OCHs-5), 20.8 (OCHs-6), 20.7 (OCHs-4), 20.4
(OCHzs-7) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 594.2310, gefunden 594.2312, (|JAm/z| = 0.3 ppm).

7.2.3.2 (2R,3S,4R,5R)-5-(Pent-4-inamido)hept-6-ene-1,2,3,4-tetraacetat 22a
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Amin 20 (705 mg, 1.23 mmol, 1.00 Aq.) wurde in einem Gemisch aus DCM/TFA (20 mL, 3:1)
bei 0 °C gel6st. Es wurden H»O (0.5 mL) zugegeben und die Reaktionslésung fir 15 min bei
RT geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und mindestens 1 h
an der Hochvakuumpumpe (102 mbar) getrocknet. Der violettfarbene, 6lige Riickstand wurde
in trockenem DMF (10.0 mL) geldst und anschlieend 4-Pentinsaure (254 mg, 2.59 mmol,
2.10 Ag.) und DIPEA (1.00 mL, 5.74 mmol, 4.65 Aq.) hinzugefugt. Das Reaktionsgemisch
wurde auf 0°C gekiihlt und HATU (985 mg, 2.59 mmol, 2.10Aq.) portionsweise
hinzugegeben. Zuerst wurde die Reaktionslésung 1 h bei 0 °C und dann 2 h bei RT gerihrt.
Diese wurde mit EE (30 mL) verdinnt und die organische Phase mit ges. NH4CI-Losung
gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit EE extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen tuber MgSO. getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 2:1 — 1:1) gereingt.

Ausbeute: 272 mg (639 umol, 52 %) eines farblosen Feststoffs.

117



Summenformel: CzH27NOg
Molare Masse: 425.43 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.97 (d, 3 = 9.2 Hz, 1H, NH), 5.71 (ddd, 3Jyans = 17.1 Hz,
3Jus = 10.3 Hz, ) = 6.8 Hz, 1H, H-2), 5.42 (dd, 2J = 8.0 Hz, 3] = 3.2 Hz, 1H, H-5), 5.28 (ddd,
33 yans = 17.1 Hz, 23 = 1.2 Hz, 4 = 1.2 Hz, 1H, H-1a), 5.19 (ddd, 3J ¢s = 10.3 Hz, 2J = 1.1 Hz,
43 =1.1 Hz, 1H, H-1b), 5.19 (dd, 3J = 7.3 Hz, “J = 3.2 Hz, 1H, H-4), 5.10 (ddd, 3] = 8.0 Hz,
3) =5.7 Hz, 43 = 2.9 Hz, 1H, H-6), 4.77-4.71 (m, 1H, H-3), 4.23 (dd, 3J = 12.5 Hz, 3] = 2.9 Hz,
1H, H-7a), 4.04 (dd, 3J = 12.5 Hz, 3J = 5.8 Hz, 1H, H-7b), 2.53-2.48 (m, 2H, H-2), 2.40-2.36
(m, 2H, H-3%), 2.10, 2.05, 2.04, 2.04 (s, 12H, 4x-CHs), 2.01 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-5°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 170.7 (C-Ester), 170.5 (C-Ester), 170.5 (C-1°), 170.1
(C-Ester), 170.0 (C-Ester), 133.4 (C-2), 118.7 (C-1), 83.2 (C-4‘), 71.4 (C-4), 69.7 (C-5), 68.8
(C-6), 68.5 (C-5), 62.0 (C-7), 51.7 (C-3), 35.5 (C-2'), 21.0, 2x 20.9, 20.8 (4-CHs), 14.8 (C-3)
ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]*448.1578, gefunden 448.1591, (|JAm/z| = 2.9 ppm).

7.2.3.3 N-((3R,4R,5S,6R)-4,5,6,7-Tetrahydroxyhept-1-en-3-yl)pent-4-inamid 23a

OH OH

Verbindung 22a (242 mg, 569 pmol, 1.00 Ag.) wurde in trockenem MeOH (11 mL) gelost, mit
NaOMe-Losung (1.14 mL, 0.5m 1.00 Ag.) versetzt und anschlieBend fiir 15 min bei RT
gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit saurem lonentauscher (Dowex®) neutralisiert, vom

Harz abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 145 mg (564 pumol, quant.) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C12H19NOs

Molare Masse: 257.29 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 6.04 (ddd, 3Jyans = 17.3 Hz, 3Jas = 10.5 Hz, 3J = 5.6 Hz, 1H,
H-2), 5.28 (ddd, 3Jyans = 17.3 Hz, 2] = 1.6 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, H-1), 5.19 (ddd, 3Jus = 10.5 Hz,
2) = 1.5 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.56-4.52 (m, 1H, H-3), 3.79 (dd, 2J = 11.1 Hz, 3] = 3.4 Hz,
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1H, H-7), 3.74-3.67 (m, 2H, H-4, H-6), 3.60 (dd, 2J = 11.1 Hz, 3] = 5.8 Hz, 1H, H-7), 3.56 (dd,
3J = 8.4 Hz, 3J = 1.4 Hz, 1H, H-5), 2.52-2.43 (m, 4H, H-2‘, H-3'), 2.30-2.29 (m, 1H, H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 174.1 (C-1°), 137.0 (C-2), 116.7 (C-1), 83.6 (C-4'), 72.5 (C-6),
72.3 (C-4), 71.5 (C-5), 71.5 (C-5), 65.0 (C-7), 55.1 (C-3), 36.2 (C-2'), 15.7 (C-3') ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 280.1155, gefunden 280.1150, (JAm/z| = 2.0 ppm).

7.2.3.4 Nitron 24

CO,Et
S+ 0
N

A

N-(tert-butyl)hydroxylamine Hydrochlorid (2.77 g, 22.1 mmol, 1.00 Ag.) wurden in Toluol
(4.5 mL) suspendiert. Ethylglyoxalat (4.50 mL, 50 %ige Losung in Toluol, 22.1 mmol, 1.00 Aqg.)
und NaHCO; (3.71 g, 44.1 mmol, 2.00 Ag.) wurden hinzugegeben und die Reaktionslésung
fur 20 h bei RT geruhrt. Anschlie3end wurde der Feststoff von der Lésung abfiltiriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das verbleibende Ol wurde ohne weitere

Reinigung weiterverwendet.

Ausbeute: (3.82 g, 22.1 mmol, quant.) eines fablosen Ols.
Summenformel: CgHisNOs

Molare Masse: 173.21 g/mol

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.22 (s, 1H, N=CH), 4.25 (q, 3J = 7.1 Hz, 2H, CH,), 1.52 (s,
9H, t-butyl), 1.30 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, CHs) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 196.09441, gefunden 196.09468, (|JAm/z| = 1.37 ppm).
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7.2.3.5 Ethyl-(3R,5S)-2-(tert-butyl)-5-((1S,2R,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydroxy-1-(pent-4-

inamido)pentyl)isoxazolidin-3-carboxylat 25a

Olefin 23a (134 mg, 520 ymol, 1.00 Ag.) und Nitron 24 (180 mg, 1.04 mmol, 2.00 Ag.) wurden
in trockenem Dioxan (7.0 mL) geldst und 2 Wochen bei 30 °C gerihrt. Der Reaktionsumsatz
wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt (DCM:MeOH = 10:1). AnschlieRend wurde das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt und das  Rohprodukt
saulenchromatographisch uber Kieselgel (DCM:MeOH = 15:1 — 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 121 mg (281 pmol, 54 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CzH34N20sg
Molare Masse: 430.50 g/mol

IH-NMR (600 MHz, MeOD): & = 4.74 (ddd, 3J = 8.5 Hz, 3J = 6.8 Hz, 3J = 1.6 Hz, 1H, H-4),
4.16-4.24 (m, 2H, H-1""), 4.00 (t, 3J = 8.5 Hz, 1H, H-2), 3.94 (dd, 3J = 10.3 Hz, 3J = 1.6 Hz, 1H,
H-5), 3.87 (dd, 3J = 10.4 Hz, 3J = 0.7 Hz, 1H, H-6), 3.80 (dd, 2J = 11.4 Hz, 3J = 3.3 Hz, 1H, H-
9), 3.72-3.66 (M, 1H, H-8), 3.58 (dd, 2J = 11.3 Hz, 3J = 6.0 Hz, H-9), 3.47 (dd, 3J = 8.8 Hz,
3] = 0.8 Hz, 1H, H-7), 2.69 (ddd, 2J = 12.3 Hz, 3J = 8.3 Hz, 3J = 6.8 Hz, 1H, H-3), 2.57-2.53
(m, 1H, H-29, 2.52-2.49 (m, 1H, H-39), 2.28 (t, 4] = 2.5 Hz, 1H, H-5), 2.24 (ddd, 2] = 12.3 Hz,
3] = 8.6 Hz, 3] = 8.6 Hz, 1H, H-3b), 1.27 (t, 3 = 7.1 Hz, 3H, H-2""), 1.14 (s, 9H, H-2") ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & = 175.7 (C-1’), 174.6 (C-1), 83.6 (C-5), 77.4 (C-4), 72.2 (C-8),
71.4 (C-7), 70.7 (C-4), 70.6 (C-6), 65.4 (C-9), 62.5 (C-1""), 62.2 (C-2), 61.3 (C- 1), 53.8 (C-
5), 38.9 (C-3), 36.2 (C-2)), 25.9 (C-2"), 15.7 (C-3), 14.4 (C-2"") ppm.

MS (ESI m/z) berechnet flr [M+Na]* 453.2207, gefunden 453.2213, (|]Am/z| = 1.3 ppm).
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7.2.3.6 SiaNAl 8a

25a (104 mg, 242 umol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem Methanol (5.0 mL) gelost und mit
NaOMe (530 uL, 0.5 M, 266 pmol, 1.10 Aqg.) versetzt. Das Gemisch wurde 16 h bei RT geriihrt.
AnschlieRend wurden Wasser (10 mL) und wassrige NaOH (3.0 mL, 0.1 m) hinzugegeben und
das Gemisch weitere 24 h bei RT geruhrt. Die Loésung wurde mit saurem lonentauscher
(Dowex®) neutralisiert und die Losung abfiltriert. Das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch tber RP-18 (H.O mit 0.1 % TFA)
gereinigt.

Ausbeute: 69.1 mg (199 pumol, 82 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C14H21NOg
Molare Masse: 347.32 g/mol

!H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 4.06-4.01 (m, 1H, H-4), 4.01-3.98 (m, 1H, H-6), 3.90 (t,
3J =10.3 Hz, 3J =10.3 Hz, 1H, H-5), 3.79 (dd, 2J = 11.2 Hz, 3J = 6.2 Hz, 1H, H-9a), 3.66 (m,
1H, H-8), 3.57 (dd, 2J = 11.2 Hz, 3J = 2.8 Hz, 1H, H-9b), 3.52 (d, 3J = 9.24 Hz, 1H, H-7), 2.51-
2.44 (M, 4H, H-2', H-3), 2.30 (m, 1H, H-5), 2.11 (dd, 2] = 12.7 Hz, 3] = 4.8 Hz, 1H, H-3), 1.86
(t, 23 =12.7 Hz, 1H, H-3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 177.4 (C-1), 175.2 (C-1Y), 97.6 (C-2), 83.7 (C-4’), 72.1 (C-8),
71.9 (C-4), 70.6 (C-5’), 70.6 (C-7), 68.7 (C-6), 65.2 (C-9), 54.2 (C-5), 41.8 (C-3), 36.2 (C-2),
15.7 (C-3’) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M-H] 346.1144, gefunden 346.1140, (JAm/z| = 1.1 ppm).
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7.2.3.7 (2R,3S,4R,5R)-5-(2-Azidoacetamido)hept-6-ene-1,2,3,4-tetraacetate 22b
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Amin 20 (368 mg, 644 umol, 1.00 Ag.) wurde in einem Gemisch aus DCM/TFA (20 mL, 3:1)
bei 0 °C gelést. AnschlielRend wurde H,O (0.5 mL) zugegeben und das Gemisch 15 min bei
RT geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand
mindestens 1 h unter vermindertem Druck getrocknet. Das violettfarbene Ol wurde mit
Azidoessigsaure (137 mg, 1.35 mmol, 2.10 Ag.) und DIPEA (505 L, 2.90 mmol, 4.50 Ag.) in
trockenem DMF (3 mL) versetzt. AnschlieBend wurde HATU (514 mg, 1.35 mmol, 2.10 Aq.)
bei 0 °C zugegeben und das Reaktionsgemisch zuerst 1 h bei 0 °C und dann 2 h bei RT
gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch mit EE (30 mL) verdinnt und mit ges.
NH4Cl-Lésung (20 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wurde anschlieRend mit EE
reextrahiert (2 x 30 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden tUber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde

saulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 2:1 — 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 201 mg (469 pmol, 73 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C17H24N4Og

Molare Masse: 428.40 g/mol

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =6.58 (d, 3J =9.5 Hz, 1H, NH), 5.70 (ddd, 3Jians = 17.1 Hz,
3Jcs = 10.2 Hz, 33 = 7.1 Hz, 1H, H-2), 5.42 (dd, 2J = 8.5 Hz, 3] = 2.9 Hz, 1H, H-5), 5.29-5.20
(m, 3H, H-1a, H-1b, H-4), 5.11 (ddd, 3J = 8.4 Hz, 3] = 5.4 Hz, ] = 2.9 Hz, 1H, H-6), 4.75-4.69
(m, 1H, H-3), 4.22 (dd, 3J = 12.5 Hz, 3J = 2.8 Hz, 1H, H-7a), 4.04 (dd, 3J = 12.5 Hz, 3] = 5.4 Hz,
1H, H-7b), 3.98 (d, 2J = 16.6 Hz, 1H, H-2'a), 3.92 (d, 2] = 16.5 Hz, 1H, H-2'b), 2.11, 2.06, 2.05,
2.03 (s, 12H, 4x CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 170.8 (C-Ester), 170.5 (C-Ester), 170.0 (2-C-Ester), 166.3
(C-19), 133.0 (C-2), 119.1 (C-1), 70.9 (C-4), 68.5 (C-6), 68.2 (C-5), 61.9 (C-7), 52.8 (C-2°), 51.6
(C-3), 21.0, 20.9, 20.9, 20.8 (4-CHs) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]*451.1441, gefunden 451.1423, (|JAm/z| = 1.7 ppm).
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7.2.3.8 2-Azido-N-((3R,4R,5S,6R)-4,5,6,7-tetrahydroxyhept-1-en-3-yl)acetamid 23b

Verbindung 22b (233 mg, 544 umol, 1.00 Ag.) wurde in trockenem MeOH (11 mL) gelost, mit
NaOMe-L6sung (1.10 mL, 0.5Mm 1.01 Aq.) versetzt und anschlieRend fur 15 min bei RT
geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit saurem lonentauscher (Dowex®) neutralisiert, vom

Harz abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 141 mg (542 pumol, quant.) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CoH16N4Os

Molare Masse: 260.25 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 5.99 (ddd, 3Juans = 17.3 Hz, 3Jas = 10.5 Hz, 3J = 5.6 Hz, 1H,
H-2), 5.26-5.19 (m, 2H, H-1), 4.61 (ddd, 3] = 7.3 Hz, 3J = 5.6 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H, H-3), 3.97
(s, 2H, H-2), 3.84 (dd, 3] = 7.3 Hz, 3J = 1.4 Hz, 1H, H-4), 3.78 (dd, 2J = 11.0 Hz, 3] = 3.4 Hz,
1H, H-7a), 3.70 (ddd, 3J = 8.4 Hz, 3] = 5.6 Hz, 3J = 3.35 Hz, 1H, H-6), 3.62 (dd, 2J = 11.0 Hz,
3) = 5.6 Hz, 1H, H-7b), 3.57 (dd, 3J = 8.3 Hz, 3J = 1.4 Hz, 1H, H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 170.0 (C-1°), 136.5 (C-2), 116.7 (C-1), 72.6 (C-6), 71.7 (C-5),
71.5 (C-4), 64.9 (C-7), 56.0 (C-3), 53.1 (C-2*) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]*283.1013, gefunden 283.1012, (|JAm/z| = 2.8 ppm).
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7.2.3.9 Ethyl-(3R,5S)-5-((1S,2R,3S,4R)-1-(2-azidoacetamido)-2,3,4,5-
tetrahydroxypentyl)-2-(tert-butyl)isoxazolidine-3-carboxylat 25b

Olefin 23b (141 mg, 542 pmol, 1.00 Ag.) und Nitron 24 (210 mg, 1.21 mmol, 2.2 Ag.) wurden
in trockenem Dioxan (5 mL) geldst und 4 Wochen bei 30 °C erhitzt. Der Reaktionsverlauf
wurde dunnschichtchromatographisch verfolgt (DCM:MeOH = 10:1). Nach beendeter
Reaktion wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

séulenchromatographisch (DCM:MeOH = 15:1 — 10:1) gereingt.
Ausbeute: 161.3 mg (372 umol, 69 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C17H3:Ns0¢g
Molare Masse: 433.46 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.77-4.73 (m, 1H, H-2), 4.23-4.15 (m, 2H, H-1"), 4.05 (s, 2H,
H-2), 4.00-3.89 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 3.81-3.77 (m, 1H, H-9a), 3.71-3.67 (m, 1H, H-8),
3.64-3.59 (m, 1H, H-9b), 3.41 (dd, 3] = 8.7 Hz, 3J = 0.8 Hz, 1H, H-7), 2.79-2.72 (m, 1H, H-3a),
2.24-2.17 (m, 1H, H-3b), 1.30 (s, 9H, H-2“), 1.26 (t,3J = 7.1 Hz, 2H, H-2") ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 174.3 (C-1), 171.8 (C-1°), 77.0 (C-2), 72.2 (C-8), 71.3 (C-7),
70.5 (C-6), 65.2 (C-9), 62.5 (C-1*“), 62.1 (C-4), 61.0 (C-1%), 54.7 (C-5), 53.1 (C-2*), 39.1 (C-3),
25.9 (C-2%), 14.4 (C-2) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 456.2065, gefunden 456.2057, (|JAm/z| = 2.8 ppm).
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7.2.3.10 SiaNAz 8b

25b (141 mg, 325 umol, 1.00 Ag.) wurde in trockenem MeOH (2.8 mL) gelést und mit
NaOMe-Ldésung (715 pL, 0.5 M, 358 pmol, 1.10 Ag.) versetzt. Das Gemisch wurde fiir 16 h bei
RT gerthrt und anschlieend zuerst H,O (3 mL) und dann wassriger NaOH (3 mL, 0.1 m)
hinzugegeben und weitere 24 h bei RT geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Losung
mit saurem lonentauscher (Dowex®) neutralisiert, vom Harz abfiltriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch Uber
RP18 (H20 mit 0.1 % TFA) gereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 87.5 mg (250 pmol, 77 %)
Summenformel: C11H1sN4Og
Molare Masse: 350.28 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.13-4.07 (m, 2H, H-4, H-6), 4.02-3.94 (m, 3H, H-5, H-2),
3.83-3.79 (m, 1H, H-9a), 3.74-3.70 (m, 1H, H-7), 3.66-3.61 (m, 1H, H-9b), 3.54-3.52 (m, 1H,
H-8), 2.25 (dd, 3J = 12.7 Hz, 3J = 4.7 Hz, 1H, H-3a), 1.84 (dd, 3J = 12.1 Hz, 1H, H-3b) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C-1), 171.6 (C-1’), 96.6 (C-2), 71.9 (C-7), 71.8 (C-6),
70.1 (C-8), 67.8 (C-4), 64.8 (C-9), 54.2 (C-5), 52.9 (C-2'), 41.0 (C-3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M-H]~ 349.1001, gefunden 349.0988, (JAm/z| = 3.9 ppm).
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7.2.4 Alternative durchgefiihrte Synthese von SiaNAz 8b
7.2.4.1 Methyl-(2S,4S,5R,6R)-5-amino-4-hydroxy-2-methoxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trihnydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylate 76

Sialinsaure (1.00 g, 3.23 mmol, 1.00 Ag.) wurde mit HCI (25.0 mL, 3 M in MeOH, 23.2 Aq.)
versetzt und 18 h auf 80 °C erhitzt. Das L6sungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt (flissigen Stickstoff und Kuhlfalle verwenden!). Der schwarze Rickstand wurde
saulenchromatographisch tber Kieselgel (CHCl;:MeOH:H,O = 6:4:1) gereinigt und das

Produkt als gelbfarbener, klebriger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 878 mg (2.97 mmol, 92 %) eines klebrigen Feststoffs.
Summenformel: C11H2:NOs

Molare Masse: 295.29 g/mol

!H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 4.02 (dd, 3J = 10.4 Hz, 3J = 1.5 Hz,1H, H-6), 3.98-3.94 (m,
1H, H-4), 3.86-3.80 (m, 5H, H-8, H-9, COOCHs3), 3.72 (dd, 3J = 12.1 Hz, 3] = 5.9 Hz, 1H, H-9),
3.67 (dd, 3J = 10.4 Hz, 3J = 1.5 Hz, 1H, H-7), 3.28 (s, 3H, COCHj3), 3.09 (dd, 3J = 10.2 Hz, 1H,
H-5), 2.36 (dd, 3J = 12.9 Hz, 3J = 5.0 Hz, 1H, H-3), 1.64 (dd, %J = 13.0 Hz, 3J = 11.2 Hz, 1H,
H-3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 171.1 (C-1), 100.5 (C-2), 71.6 (C-7), 71.5 (C-9), 69.8 (C-8),
67.1 (C-5), 65.0 (C-10), 54.3 (C-6), 53.5 (C-3), 51.9 (C-1°), 41.5 (C-4) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 318.1159, gefunden 318.1162, (|JAm/z| = 0.8 ppm).
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7.2.4.2 Methyl-(2S,4S,5R,6R)-5-(2-azidoacetamido)-4-hydroxy-2-methoxy-6-((1R,2R)-
1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylat 77

Amin 76 (471 mg, 1.42 mmol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem MeOH (10 mL) vorgelegt und
Azidoessigsaure-NHS-ester 74b (717 mg, 3.62 mmol, 2.55Aq.) und Na,COz (272 mg,
2.57 mmol, 1.81 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fuir 20 h auf 80 °C erhitzt. Das
Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand s&ulenchromatographisch tber Kieselgel
(DCM:MeOH = 10:1 — 5:1) gereingt.

Ausbeute: 216 mg (571 pumol, 40 %) als gelbfarbener Feststoff.
Summenformel: Ci3H22N4Oq
Molare Masse: 378.34 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.08-4.02 m, 1H, H-4), 3.97-3.88 (m, 4H, H-5, H-6, H-2),
3.83-3.78 (m, 5H, H-8, H-9, COOCHs3), 3.68-3.63 (m, 1H, H-9), 3.51-3.48 (m, 1H, H-7), 3.27
(s, 3H, COCHs,), 2.35 (dd, 3J=12.9 Hz, 3J=5.0Hz, 1H, H-3), 1.65 (dd, 3J=12.9 Hz,
8J =11.2 Hz, 1H, H-3) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 171.4 (C-1%), 171.1 (C-2), 100.4 (C-3), 71.9 (C-7), 71.5 (C-9),
70.0 (C-8), 67.6 (C-5), 65.2 (C-10), 53.7 (C-6), 53.2 (C-1), 52.9 (C-2"), 51.6 (C-1°), 41.5 (C-4)

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]*401.1279, gefunden 401.1265, (JAm/z| = 3.4 ppm).
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7.2.4.3 SiaNAz 8b

77 (378 mg, 1.02 mmol, 1.00 Ag.) wurde in H.O (10 mL) gel6st und HCI (1.0 mL, 0.5 m,
0.49 Ag.) zugegeben und die Reaktionslésung fir 18 h auf 75 °C erhitzt. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch tber
RP18 (H.0 mit 0.1 % TFA) gereinigt.

Ausbeute: 216 mg (617 umol, 60 %)
Summenformel: C11H18N4Og
Molare Masse: 350.28 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.13-4.07 (m, 2H, H-4, H-6), 4.02-3.94 (m, 3H, H-5, H-2),
3.83-3.79 (m, 1H, H-9a), 3.74-3.70 (m, 1H, H-7), 3.66-3.61 (m, 1H, H-9b), 3.54-3.52 (m, 1H,
H-8), 2.25 (dd, 3J = 12.7 Hz, 3J = 4.7 Hz, 1H, H-3a), 1.84 (dd, 3J = 12.1 Hz, 1H, H-3b) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C-1), 171.6 (C-1’), 96.6 (C-2), 71.9 (C-7), 71.8 (C-6),
70.1 (C-8), 67.8 (C-4), 64.8 (C-9), 54.2 (C-5), 52.9 (C-2'), 41.0 (C-3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M-H] 349.1001, gefunden 349.0988, (|Am/z| = 3.9 ppm).
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7.2.5 Synthese des LacNAc-Derivats 5
7.2.5.1 1-O-Methyl-3-O-propargyl-B-D-galactopyranosid 27

1-O-Methyl-B-D-galactopyranosid 26 (5.64 g, 29.0 mmol, 1.00 Agq.) und Dibutylzinnoxid
(9.40 g, 37.8 mmol, 1.30 Ag.) wurden in trockenem MeOH (60 mL) suspendiert und 4 h auf
85 °C erhitzt. Das Lo6sungsmittel der gelben, klaren Reaktionslésung wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand 30 min im Hochvakuum getrocknet.
AnschlieRend wurde der getrocknete Feststoff in trockenem DMF (50 mL) suspendiert und
Propargylbromid (6.47 mL, 80 %ige Losung in Toluol, 58.1 mmol, 2.00 Ag.) zugegeben und
das Reaktionsgemisch 3 d auf 42°C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt

séulenchromatographisch tber Kieselgel (DCM:MeOH = 10:1) gereinigt.
Ausbeute: 4.72 g (20.3 mmol, 70 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C10H1606

Molare Masse: 232.23 g/mol

IH-NMR (400 MHz, Aceton-de): & = 4.40 (dd, 2J = 15.8 Hz, “J = 2.5 Hz, 1H, H-1'a), 4.35 (dd,
2J = 15.8 Hz, 4 = 2.5 Hz, 1H, H-1'b), 4.15 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, H-1), 4.11-4.07 (m, 2H, OH-2,
OH-4), 3.80-3.72 (m, 3H, H-4, H-6a, H-6b), 3.65-3.59 (M, 2H, H-2, OH-6), 3.53-3.46 (M, 2H,
H-3, H-5), 3.43 (s, 3H, OCHs), 2.93 (t, “J = 2.5 Hz, 1H, H-3").

7.25.2 1,2,4,6-Tetra-O-acetyl-3-O-propargyl-B-D-galactopyranosid 80

27 (4.72 g, 20.3 mmol, 1.00 Ag.) wurden in Essigsaureanhydrid (77.0 mL, 813 mmol, 40.0 Aq.)
gelost und H,SO,4 (217 pL, 4.06 mmol, 0.20 Ag.) zugegeben und das Reaktionsgemisch 17 h
bei RT geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Losung unter vermindertem Druck

eingeengt und anschlieRend zuerst mit Wasser (40 mL) und dann mit ges. NaHCOs-L6sung

129



(40 mL) versetzt. Die Losung wurde mit DCM (100 mL) verdinnt und die Phasen getrennt. Die
wassrige Phase wurde DCM extrahiert (2x 50 mL) und die vereinten, organischen Phasen mit
20 mL ges. NaHCOs-L6sung gewaschen und tber MgSO4 getrocknet. Das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch tber
Kieselgel (DCM:MeOH = 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 6.67 g (17.3 mmol, 85 %) eines farblosen Ols, als anomeres Gemisch a:8 = 3.3:/1.
Summenformel: C17H22010
Molare Masse: 386.35 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 6.34 (d, 3] = 3.7 Hz, 1H, H-1a), 5.69 (d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-1p),
5.51 (dd, 3J = 3.4 Hz, 1H, H-4a), 5.42 (dd, 3J = 3.5 Hz, 3 =1.1 Hz, 1H, H-4B), 5.21 (dd,
3] = 10.4 Hz, 3J = 3.7 Hz, 1H, H-20), 5.19 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-2p), 4.29-4.27
(m, 1H, H-5a), 4.26-4.16 (M, 5H, H-1'a, H-1'a, H-1'R, H-1'R, H-6B), 4.15-4.04 (m, 4H, H-6B,
H-6a, H-3a), 3.99-3.97 (m, 1H, H-5B), 3.89 (dd, 3J=10.0 Hz, 3J=3.5Hz, 1H, H-3p),
2.47-2.44 (m, 2H, H-3'a, H-3'B), 2.16 (), 2.15 (a,B) 2.12 (B), 2.08 (B), 2.06 (a,B), 2.05 (a) (s,
24H, 4x C(O)CHsa, 4x C(O)CHsp) ppm.

7.2.5.3 2,4,6-Tri-O-acetyl-3-O-propargyl-D-galactopyranosid 28

80 (6.67 g, 17.3 mmol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem DCM (50 mL) gelést, N,N'-Dimethyl-
1,3-propandiamin (10.8 mL, 86.3 mmol, 4.99 Aq.) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir
1.5 h bei RT gerthrt. Die Reaktionslésung wurde mit DCM (100 mL) verdinnt und die
organische Phase mit wassriger HCI (2x 30 mL, 1.0 M), mit ges. NaHCO3-Ldsung (30 mL) und
schlieBlich mit ges. NaCl-Lésung (30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde Uber

MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 3.10g (9.00 mmol, 52 %) eines klebrigen Feststoffs, als anomeres Gemisch
a:f =2.4:/1.

Summenformel: C1s5H2009

Molare Masse: 344.32 g/mol
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IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.52-5.45 (m, 2H, H-1a, H-4a), 5.41 (dd, 3J=3.5Hz,
3J = 1.0 Hz, 1H, H-4p), 5.07 (dd, 3J = 10.4 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H, H-2a), 4.92 (dd, 3J = 10.0 Hz,
3J = 8.1 Hz, 1H, H-2B), 4.65 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, 1H, H-1B), 4.42-4.39 (m, 1H, H-5a), 4.32-4.20
(m, 4H, H-1'a, H-1'B), 4.18-4.09 (m, 4H, H-3a, H-6a, H-6p, H-6B), 4.08-4.04 (m, 1H, H-6a),
3.90-3.88 (m, 1H, H-5), 3.85 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 3.5 Hz, 1H, H-3B), 2.46-2.44 (m, 2H, H-
3a,B), 2.14 (B), 2.14 (B), 2.13 (a), 2.13 (a), 2.06 (a,B), (s, 18H, 3 x C(O)CHaa, 3 x C(O)CH3p)
ppm.

7.2.5.4 2,4,6-Tri-O-acetyl-1-O-trichloracetimido-3-O-propargyl-a-bD-galactopyranosid
29

28 (3.09 g, 8.97 mmol, 1.00 Ag.) wurde in trockenem DCM (60 mL) und Trichloracetonitril
(18.0 mL, 179 mmol, 20.0 Aq.) gelést. DBU (1.37 mL, 8.97 mmol, 1.00 Aq.) wurde der Lésung
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei RT geruhrt und anschlieend das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch lUber Kieselgel (Cy:EE = 10:1 — 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 3.10 g (9.00 mmol, 52 %) eines gelb farbenen Ols.
Summenformel: C17H20CIsNOg

Molare Masse: 488.70 g/mol

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.64 (s, 1H, NH), 6.57 (d,3J = 3.6 Hz, 1H, H-1), 5.56 (dd,
3 =3.4Hz,3) = 1.4 Hz, 1H, H-4), 5.26 (dd, 3J = 10.4 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H, H-2), 4.40-4.37 (m,
1H, H-5), 4.28-4.24 (m, 3H, H-1°, H-3), 4.20 (dd, 2J = 11.5 Hz, 3J = 6.2 Hz, 1H, H-6), 4.06 (dd,
2J =11.5 Hz, 3 = 7.0 Hz, 1H, H-6), 2.44 (dd, *J = 2.4 Hz, 1H, H-3°), 2.16, 2.05, 2.04 (s, 9H, 3x
C(O)CHs) ppm.
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7.2.5.5 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-1-O-allyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 78

OAc
6,
AcO—\—6-0 o. A~
AcO S~
3 1 : 3
NHAc '

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B8-dD-N-acetylglucosamin 30 (10.0 g, 25.7 mmol, 1.00 Ag.) wurde in
trockenem DCM (120 mL) gelost und TMSOTf (6.0 mL, 33.2 mmol, 1.29 Ag.) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 3 d auf 45 °C erhitzt. AnschlieRend wurde Allylalkohol (5.21 mL,
77.1 mmol, 3.00 Ag.) zugegeben und das rotfarbene Gemisch weitere 4.5 h auf 45 °C erhitzt.
Nach beendeter Reaktion wurde unter Kiihlung NEt; (5.5 mL) zugegeben, anschlie3end das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt und das  Rohprodukt
séulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 4:1 — 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 4.93 g (12.7 mmol, 50 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C17H25NOg
Molare Masse: 387.39 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 5.91-5.81 (m, 1H, H-2°), 5.46 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, NH),
5.32-5.29 (m, 1H, H-3), 5.29-5.24 (M, 1H, H-3'wans), 5.22-5.18 (m, 1H, H-3'cs), 5.08 (dd,
3] =9.8 Hz, 3 =9.2 Hz, 1H, H-4), 4.71 (d, 3) = 9.8 Hz, 1H, H-1), 4.34 (ddd, 2] = 12.8 Hz,
3] =5.0 Hz, “J = 1.3 Hz, 1H, H-1%), 4.26 (dd, 2J = 12.4 Hz, 3J = 4.8 Hz, 1H, H-6), 4.14 (dd,
2J = 12.4 Hz, 3 = 4.8 Hz, 1H, H-6), 4.09 (dd, 2J = 12.9 Hz, 3J = 5.0 Hz, 4J = 1.3 Hz, 1H, H-1),
3.90-3.83 (m, 1H, H-2), 3.72-3.66 (m, 1H, H-5), 2.08, 2.03, 2.02, 1.95 (s, 4x 3H, 4x OCHb)
ppm.
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7.2.5.6 2-Acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 31

OH
6,
4 ,
HO 5_0 o 2
HO S~
3 1 . 3
NHAc '’

78 (4.93 g, 12.7 mmol, 1.00 Ag.) wurde in trockenem MeOH (30 mL) gelost, mit NaOMe-
Lésung (25.5 mL, 0.5 M, 12.7 mmol, 1.00 Aqg.) versetzt und das Reaktionsgemisch 20 min bei
RT gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch mit saurem lonentauscher
(Dowex®) neutralisiert und vom Harz abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem

Druck entfernt.

Ausbeute: 3.33 g (12.7 mmol, quant.) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C11H19NOs

Molare Masse: 261.27 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): 5= 5.94-5.84 (m, 1H, H-2), 527 (ddd, 2J=1.8Hz,
3Jans = 17.1 Hz, 43 = 1.6 Hz, 1H, H-3'vans), 5.13 (ddd, 2J = 1.8 Hz, 3Js = 10.5 Hz, 4J = 1.6 Hz,
1H, H-3'ss), 4.43 (d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 4.34 (ddd, 2J = 13.3 Hz, 3J = 4.9 Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, H-19), 4.07 (ddd, 2J = 13.3 Hz, 3] = 5.8 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, H-1°), 3.88 (dd, 2J = 12.0 Hz,
3] = 2.3 Hz, 1H, H-6), 3.70-3.65 (M, 2H, H-6, H-2), 3.47-3.43 (m, 1H, H-3), 3.34-3.31 (m. 1H,
H-4), 3.28-3.23 (m, 1H, H-5), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

7.2.5.7 2-Acetamido-1-O-allyl-4,6-benzyliden-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 32

1™ 6
Ph/go 5.0 o 2
HO . \1/\

3
3 NHAc

31 (3.33g, 12.8 mmol, 1.00Ag.) wurde in trockenem MeCN (50 mL) suspendiert,
Benzaldehyddimethylacetal (5.00 mL, 33.3 mmol, 2.60 Ag.) sowie Camphersulfonsaure
(148 mg, 637 umol, 0.05 Ag.) zugegeben und das Reaktionsgemisch 3 d bei RT geriihrt. Dem
Gemisch wurden NEt; (3 mL) zugegeben und das Ldsungsmittel anschlie@end unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber
Kieselgel (DCM:MeOH = 20:1) gereinigt.

Ausbeute: 3.03 g (8.67 mmol, 68 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C1sH23NOs

Molare Masse: 349.38 g/mol
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IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 7.52-7.48 (M, 2H, Harom), 7.36=7.31 (M, 3H, Harom), 5.93-5.83
(m, 1H, H-2), 5.60 (s, 1H, H-1%), 5.28 (ddd, 2J = 1.8 Hz, 3Jyans = 17.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H,
H-3%ans), 5.15 (ddd, 2J = 1.8 Hz, 3Jss = 10.5 Hz, 4J = 1.5 Hz, 1H, H-3'ss), 4.58-4.55 (m, 1H,
H-1), 4.32-4.26 (m, 2H, H-1°, H-6), 4.07 (ddd, 2J = 13.3 Hz, 3J = 5.7 Hz, %J = 1.6 Hz, 1H, H-1°),
3.84-3.73 (m, 3H, H-2, H-4, H-6), 3.56-3.51 (m, 1H, H-3), 3.46-3.40 (m, 1H, H-5), 1.98 (s,
3H, C(O)CHs) ppm.

7.2.5.8 2-Acetamido-3-O-acetyl-1-O-allyl-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 33
OBn

6
HO +\s (o] o 2
AcO S~
3 1 1 3
NHAc

32 (2.93g, 8.38 mmol, 1.00 Ag.) wurden mit Pyridin (35 mL) und Essigsaureanhydrid
(8.20 mL, 8.65 mmol, 10.0 Aq.) fiir 2 d bei RT geruihrt. Das Lésungsmittel wurde mit Toluol
koevaporiert und der farblose Rickstand in trockenem DCM gel6st (35 mL) und auf 0 °C
gekuhlt. Zuerst wurde TFAA (1.16 mL, 8.38 mmol, 1.00 Ag.) und anschlieBend EtsSiH
(8.03 mL, 50.3 mmol, 6.00 Ag.) zugegeben. Zuletzt wurde in einem Zeitraum von 10 min mi
TFA (3.21 mL, 41.9 mmol, 5.00 Aq.) zugetropft und die Reaktionslésung zuerst 2 h bei 0 °C
und dann 3 h bei RT gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurden NEt; (10 mL) zugegeben und
mit DCM (150 mL) verdunnt. Die organische Phase wurde mit ges. NaHCOs-L6sung
gewaschen, Uber MgSOs getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber Kieselgel (DCM:MeOH =30:1
— 20:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.64 g (6.70 mmol, 80 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CzH27NO7
Molare Masse: 393.44 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38-7.27 (M, 5H, Haom), 5.90-5.80 (m, 1H, H-2°), 5.45 (d,
3] = 9.1 Hz, 1H, NH), 5.26 (ddd, 3Jyans = 17.2 Hz, 2J = 1.5 Hz, “J = 1.4 Hz, 1H, H-3'tans), 5.18
(ddd, 3Jgs = 10.5 Hz, 4 = 1.6 Hz, 2J = 1.5 Hz, 1H, H-3's), 5.03 (dd, 3J = 10.5 Hz, 3J = 9.1 Hz,
1H, H-3), 4.62 (d, 2J = 11.9 Hz, 1H, -OCH,Ph), 4.56 (d, 2J = 11.9 Hz, 1H, -OCH,Ph), 4.51 (d,
2J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 4.33 (ddd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 4.9 Hz, “J = 1.6 Hz, 1H, H-1"), 4.06 (ddd,
2)=13.2 Hz, 3J=6.1Hz, 4J=1.6Hz, 1H, H-1b), 4.00-3.92 (m, 1H, H-2), 3.82 (dd,
2J = 10.1 Hz, 3J = 4.9 Hz, 1H, H-6), 3.79-3.72 (M, 2H, H-4, H-6), 3.56-3.50 (M, 1H, H-5), 2.10,
1.95 (s, 2x 3H, 2x C(O)CHs) ppm.
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7.2.5.9 2,4,6-Tri-O-acetyl-3-O-propargyl-p-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3-O-
acetyl-1-O-allyl-6-O-benzyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 81

OBn
o qm 3b OAc o 4a 6a o o
H
"'///\9b Jheo O\A )
3 6b 3a NH1Aac 1 3

AcO OAc

33 (2.94 g, 6.02 mmol, 1.0 Ag.) und 7 (2.37 g, 6.02 mmol, 1.0 Ag.) in 50 mL trockenem DCM
langsam zugegeben. Nach 5 min riihren bei RT wurde BFs-OEt; (762 uL, 6.02 mmol, 1.0 Aq.)
zugetropft und weitere 2 h bei RT gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurden 2 mL NEts
zugegeben und das Gemisch mit 150 mL DCM verdiinnt. Die organische Phase wurde mit
ges. NaHCOs-Losung gewaschen und die wassrige Phase nochmal mit 20 mL DCM
reextrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt sdulenchromatographisch
Uber Kieselgel (DCM:MeOH = 70:1 — 25:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.59 g (2.20 mmol, 37 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CzsHasNO1s
Molare Masse: 719.74 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.42-7.29 (m, 5H, Harom), 5.91-5.80 (m, 1H, H-2“), 5.59 (d,
3] =9.5Hz, 1H, NH), 5.31-5.30 (m, 1H, H-4b), 5.26 (ddd, 3Jyas = 17.3 Hz, J = 1.7 Hz,
2J = 1.6 Hz, 1H, H-3"¢ans), 5.17 (ddd, 3Jas = 10.5 Hz, 4 = 1.7 Hz, 2J = 1.4 Hz, 1H, H-3“¢), 5.01
(dd, 3J = 9.7 Hz, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-3a), 4.92 (dd, 3J = 9.9 Hz, 3J = 8.1 Hz, 1H, H-2b), 4.72 (d,
2J = 12.0 Hz, 1H, O(CH,)Ph), 4.52 (d, 2J = 12.0 Hz, 1H, O(CH.)Ph), 4.47 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H,
H-1b), 4.42 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, H-1a), 4.32 (ddd, 2J = 13.2 Hz, 3] = 4.9 Hz, ] = 1.7 Hz, 1H,
H-1%), 4.16-4.15 (m, 2H, H-1*), 4.13-4.02 (m, 4H, H-1*, H-2a, H-6b), 3.96-3.92 (m, 1H, H-4a),
3.77-3.74 (M, 2H, H-6a), 3.67-3.63 (M, 2H, H-3b, H-5b), 3.53-3.49 (m, 1H, H-5a), 2.45 (dd,
4] = 2.4 Hz, 1H, H-3"), 2.12, 2.08, 2.03, 2.02, 1.96 (s, 15H, 5x C(O)CHs) ppm.

7.2.5.10 2,4,6-Tri-O-acetyl-3-O-propargyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3-O-
acetyl-1-O-allyl-2-deoxy-B-D-glucopyranosid 82

OH
o A3 OAc P X’ o )
o T o
3..-///\4b 0 AcO T YN
% NHAc
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81 (1.59 g, 2.21 mmol, 1.00 Ag.) und DDQ (2.56 g, 11.3 mmol, 5.11 Ag.) wurden in trockenem
DCM (100 mL) suspendiert und 2 d auf 45 °C erhitzt. Der Reaktionsldsung wurde Wasser
(40 mL) zugegeben und weitere 3 h bei RT gerihrt. Das rotfarbene Gemisch wurde mit DCM
(200 mL) verdiinnt, die Phasen getrennt und die organische Phase mit ges. NaHCOs-L6sung
(100 mL) gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit DCM (50 mL) extrahiert und die vereinten
organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung (50 mL) und Wasser (3x 50 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde tUber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das rotfarbene Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch tber Kieselgel
(DCM:MeOH = 50:1 — 30:1) gereinigt. Ausbeute: 1.08 g (1.71 mmol, 77%) eines leicht rot

farbenen Feststoffs.
Summenformel: CogH39NO15
Molare Masse: 629.61 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 5.90-5.79 (m,1H, H-2%), 5.51 (d, 3] = 9.5 Hz, 1H, NH),
5.36-5.34 (m, 1H, H-4b), 5.26 (ddd, 3Jyans = 17.3 Hz, J = 1.6 Hz, 2J = 1.6 Hz, 1H, H-3"(ans),
5.17 (ddd, 3Jes = 10.5Hz, 4J=1.6 Hz, 2J = 1.6 Hz, 1H, H-3“s), 5.04 (dd, 3J = 10.5 Hz,
3] = 8.9 Hz, 1H, H-3a), 4.97 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 8.0 Hz, 1H, H-2b), 4.58 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H,
H-1b), 4.45 (d, 3J = 8.3 Hz, 1H, H-1a), 4.32 (ddd, 2J = 13.2 Hz, 3J = 4.9 Hz, J = 1.5 Hz, 1H,
H-1%), 4.17-4.15 (m, 2H, H-1*), 4.12-4.02 (m, 4H, H-1*, H-2a, H-6b), 3.95-3.85 (m, 2H, H-4a,
H-6a), 3.85-3.81 (m, 1H, H-5b), 3.81-3.74 (m, 2H, H-3b, H-6a), 3.40-3.35 (M, 1H, H-5a), 2.44
(dd, 4J = 2.4 Hz, 1H, H-3), 2.13, 2.10, 2.08, 2.07, 1.96 (s, 15H, 5 x C(O)CH3) ppm.
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7.2.5.11 3-O-Propargyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-D-

glucopyranosid 5

OH
3 OH o— " o )
1b

82 (1.08 g, 1.72 mmol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem MeOH (35 mL) gelost und NaOMe-
Losung (318 pL, 5.4 M, 1.72 mmol, 1.00 Ag.) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde fur 2 h
bei RT gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Ldsung mit saurem lonentauscher
(Dowex®) neutralisiert, vom Harz abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.

Ausbeute: 746 mg (1.62 mmol, 94%) eines leicht rot farbenen Feststoffs.
Summenformel: C20H31NO11

Molare Masse: 461.46 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 5.94-5.84 (m, 1H, H-2“), 5.27 (ddd, 3Jyans = 17.2 Hz,
4) = 1.6 Hz, 2 = 1.6 Hz, 1H, H-3“uans), 5.13 (ddd, 3Jes = 10.5 Hz, 4J = 1.6 Hz, 2] = 1.6 Hz, 1H,
H-3“), 4.45 (d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.42 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.39-4.37 (m, 1H, 1H,
H-1, 4.37-4.35 (m, 1H, H-1"), 4.34-4.30 (m, 1H, H-1%), 4.09-4.04 (m, 2H, H-1*, H-4b), 3.92
(dd, 2J=12.1 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1H, H-6a), 3.86 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3] = 4.3 Hz, 1H, H-6a),
3.78-3.73 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (M, 1H, H-6b), 3.66-3.61 (M, 3H, H-2b, H-3a, H-4a),
3.59-3.56 (m, 1H, H-5b), 3.52 (dd, “J = 9.7 Hz, 4J = 3.2 Hz, 1H, H-3b), 3.41-3.36 (m, 1H, H-
5a), 2.88 (dd, “J = 2.4 Hz, 1H, H-3*) 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.
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7.2.6 Synthese der Gal-1 Liganden
7.2.6.1 2,4-Difluor-5-iodbenzoesaure 34a

2,4-Difluorbenzoeséure (1.00 g, 6.32 mmol, 1.00 Ag.) wurde in H.SO4 (10 mL) geldst und auf
0 °C gekuhlt. Es wurden portionsweise N-lodsuccinimid (1.35g, 6.01 mmol, 0.95 Aq.)
zugegeben und das Gemisch anschlieRend weitere 4 h bei 0 °C gerlhrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch auf Eis (150 g) gegeben und mit Na,SO; versetzt bis
keine Gasentwicklung beobachtet wurde. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, mit
kaltem Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Produkt wurde als gelb farbener

Feststoff isoliert.

Ausbeute: 1.48 g (5.21 mmol, 82 %)

Summenformel: C7HsF21O-

Molare Masse: 284.00 g/mol

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 8.30-8.22 (m, 1H, H-2), 7.52-7.44 (m, 1H, H-5) ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, DMSO-ds): & = -88.7 (d, “J = 8.6 Hz), =112.9 (d, *J = 8.6 Hz) ppm.

7.2.6.2 2-Fluor-5-iodbenzoeséaure 34b

H.SO4 (100 mL) wurden auf 0 °C gekiihlt und N-lodsuccinimid (9.00 g, 40.0 mmol, 1.30 Aqg.)
wurden portionsweise zugegeben und 20 min bei 0°C gerihrt. AnschlieBend wurde
2-Fluorbenzosaure (4.36g, 31.1mmol, 1.0Ag.) auf einmal zugegeben und das
Reaktionsgemisch 2 h bei 0 °C gerihrt. Diese wurde auf Eis (150 g) gegeben und solange mit
gesattigter Na,SOs-LOsung versetzt bis die Suspension farblos erschien. Das Rohprodukt

wurde abfiltriert und mit wenig kaltem Aceton gewaschen.

Ausbeute: 7.54 g (28.4 mmol, 91 %) eines farblosen Feststoffs.
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Summenformel: C;H4FIO,
Molare Masse: 266.01 g/mol

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =8.32 (dd, *Jes = 6.7 Hz, *J4s = 2.4 Hz, 1H. H-6), 7.86 (ddd,
3J34=8.7 Hz, “Jpa=4.4 Hz, *Js6 = 2.4 Hz, 1H, H-4), 6.95 (dd, 3Jr3 = 10.4 Hz, 3J34 = 8.7 Hz,
1H, H-3) ppm.

F{*H}-NMR (376 MHz, CDCls): 6 = -118.0 ppm.

7.2.6.3 4-Fluor-3-iodbenzoeséure 34c

H.SO4 (70 mL) wurde auf 0 °C gekuhlt und N-lodsuccinimid (3.85 g, 17.1 mmol, 1.20 Aq.)
wurden portionsweise zugegeben und 30 min bei 0°C gerthrt. AnschlieBend wurden
4-Fluorbenzosaure (2.00g, 14.3mmol, 1.00 Ag.) auf einmal zugegeben und das
Reaktionsgemisch 2 h bei 0 °C gerihrt. Diese wurde auf Eis (100 g) gegeben und solange mit
Na>SO3 versetzt bis die Suspension farblos erschien. Das Rohprodukt wurde abfiltiert und aus
Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 2.31 g (8.67 mmol, 61 %) eines fablosen Feststoffs.
Summenformel: C;H4FIO,
Molare Masse: 266.01 g/mol

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.45 (dd, *Jr2 = 6.0 Hz, “J26 = 2.1 Hz, 1H. H-2), 8.01 (ddd,
8Js6=8.6 Hz, *Jr6 = 4.9 Hz, “J26 = 2.1 Hz, 1H, H-6), 7.07 (dd, 3Js6 = 8.6 Hz, 3Jr5 = 7.5 Hz, 1H,
H-5) ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, CDCl3): & = —85.1 ppm.
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7.2.6.4 2,4-Difluor-5-iodbenzylakohol 35a

Allgemeine Versuchsvorschrift a).

Ausbeute: 1.10 g (4.07 mmol, 87%) einer farblosen Flissigkeit, die zu einem Feststoff erstarrt.
Summenformel: C7HsF.l1O

Molare Masse: 270.02 g/mol

H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.85-7.80 (m, 1H, H-2), 6.84 (dd, 3J¢s = 9.8 Hz, 3Js = 7.7 Hz,
1H, H-5), 4.70 (m, 2H, H-1°), 1.90 (s, 1H, OH) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 161.4 (dd, J = 247.4 Hz, 3J = 12.1 Hz, C-4), 160.8 (dd,
13 =250.2 Hz, 3 =10.8 Hz, C-6), 138.9 (dd, 3J=5.6 Hz, 3J=3.0 Hz, C-2), 126.1 (dd,
2 =15.6 Hz, J=3.9Hz, C-1), 104.4 (dd, 2J=27.4Hz, 3J=26.2Hz, C-5), 74.8 (dd,
2J = 25.8 Hz, %] = 4.2 Hz, C-3), 58.4 (d, 3J = 3.7 Hz, C-1°) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -90.9 (d, 4J = 8.7 Hz), -115.5 (d, 4J = 8.7 Hz) ppm.

7.2.6.5 2-Fluor-5-iodbenzylalkohol 35b

2 1
13 1
OH
6
N F
5
Allgemeine Versuchsvorschrift a).
Ausbeute: 6.41 g (25.4 mmol, 90 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;HsFIO
Molare Masse: 252.03 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.78-7.75 (m, 1H. H-2), 7.60~7.55 (m, 1H, H-4), 6.82 (dd,
3Jr3 = 9.7 Hz, 3334 = 8.6 Hz, 1H, H-5), 4.72 (s, 2H, H-1%), 1.75 (Sor, 1H, OH) ppm.
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13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 160.5 (d, 1J = 247.4 Hz, C-6), 138.2 (d, 3J = 3.6 Hz, C-4),
138.0 (d, 3J = 1.7 Hz, C-2), 130.8 (d, 2J = 7.4 Hz, C-1), 117.6 (d, 2J= 22.4 Hz, C-5), 87.4 (d,
4J= 3.6 Hz, C-3), 58.8 (d, 2J= 4.3 Hz, C-1°) ppm.

F{*H}-NMR (376 MHz, CDCls): 6 = -121.0 ppm.

7.2.6.6 4-Fluor-3-iodbenzylalkohol 35c

Allgemeine Versuchsvorschrift a).

Ausbeute: 1.55 g (6.15 mmol, 73 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C;HsFIO

Molare Masse: 252.03 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCly): & = 7.79-7.75 (m, 1H. H-2), 7.32-7.28 (m, 1H, H-6), 7.04 (dd,
3356 = 8.2 Hz, 3Jrs = 8.0 Hz, 1H, H-5), 4.64 (s, 2H, H-1%), 1.74 (Sor, 1H, OH) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 161.3 (d, 1J = 245.2 Hz, C-4), 138.7 (d, 4J = 3.6 Hz, C-1),
138.0 (d, 3J = 1.8 Hz, C-2), 128.8 (d, 3J = 7.4 Hz, C-6), 115.7 (d, 2J= 24.1 Hz, C-5), 87.4 (d,
2J= 25.7 Hz, C-3), 63.9 (C-1°) ppm.

PF{*H}-NMR (376 MHz, CDCls): 6 = -95.8 ppm.

7.2.6.7 N,N‘-Dibocthioharnstoff 83

4&\ 0] S (0] J<4

NaH (2.94 g, 60% in Paraffinél, 73.5 mmol, 3.63 Ag.) wurde in THF (150 mL) suspendiert und
bei 0 °C Thioharnstoff (1.54 g, 20.2 mmol, 1.00 Aqg.) zugegeben und 15 min bei RT geriihrt.
Boc,O (7.5 mL, 32.7 mmol, 1.90 Ag.) wurde bei 0 °C tropfenweise zugegeben und das
Reaktionsgemisch zuerst 30 min bei 0 °C und anschlieBend 2 h bei RT gerthrt. Nach

beendeter Reaktion wurde ges. NaHCOs-LOosung zugegeben, bis keine Gasentwicklung mehr
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beobachtet wurde. AnschlieBend wurde ges. NaCl-Lésung (40 mL) zugegeben und die
wassrige Phase mit EE (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden tber
MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Cy:EE = 9:2 — 5:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.98 g (7.16 mmol, 55 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C11H20N204S

Molare Masse: 276.35 g/mol

H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 1.53 (s,18H, H-4) ppm.

7.2.6.8 1-Propargyl-2,3-di-(tert-butoxycarbonyl)guanidin 84

0 7
3
j{o)sl\HJz!\N/z\\\

H 1

N,N‘-Dibocthioharnstoff 83 (1.98 g, 7.17 mmol, 1.00 Aq.) wurde in trockenem DMF (15 mL)
geldst und Propargylamin (4.69 mL, 73.2 mmol, 10.2 Ag.) sowie trockenes NEtz (3.0 mL)
zugegeben. Unter Rihren wurde eine Suspension aus 2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid
(2.20 g, 8.61 mmol, 1.20 Aq.) in trockenem DMF (10 mL) zugetropft und weitere 2 h bei RT
gerihrt. AnschlieBend wurde ges. NaCl-Lésung (10 mL) zugegeben und die wassrige Phase
mit DCM (5x 30 mL) extrahiert. Die vereinten, organischen Phasen wurden tber MgSO,
getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

séulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 4:1) gereinigt.
Ausbeute: 482 mg (1.62 mmol, 23 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C14H23N304
Molare Masse: 297.36 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.44 (Spr, 1H, NH), 8.47 (Sor, 1H, NH), 4.24 (dd, 3J = 4.9 Hz,
4J = 2.6 Hz, 2H, H-3), 2.26 (t, *J = 2.6 Hz, 1H, H-1), 1.50, 1.50 (s, 2 X 9H, H-7) ppm.
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7. Experimentalteil

7.2.6.9 tert-Butyl-(3-(3-(hydroxymethyl)-2,4-difluorophenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamat
36a

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit N-Boc-Propargylamin und 35a.
Ausbeute: 270 mg (909 umol, 53 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CisH17F2NO3

Molare Masse: 297.30 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6=7.50 (dd, J=8.0 Hz, “J=8.0Hz, 1H, H-2), 6.81 (dd,
3] = 9.4 Hz, 3J = 9.4 Hz, 1H, H-5), 4.82 (Sor, 1H, NH), 4.68 (s, 2H, H-1%), 4.16 (d, “J = 4.5 Hz,
2H, H-3%), 1.94 (so, 1H, OH), 1.46 (s, 3H, H-6') ppm.13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 162.6
(dd, J = 254.1 Hz, 3J = 12.1 Hz, C-4), 160.2 (dd, *J = 252.6 Hz, 3J = 11.3 Hz C-6), 155.4 (C-
4%, 133.9 (dd, 3] = 6.1 Hz, 3J = 2.3 Hz, C-2), 124.4 (dd, 3J = 15.7 Hz, 3J = 3.9 Hz, C-1), 107.7
(dd, 2J = 15.9 Hz, 4J = 4.1 Hz, C-3), 104.2 (dd, 2J = 25.6 Hz, 2J = 25.6 Hz, C-5), 90.6 (C-2°),
80.3 (C-5'), 75.6 (C-1°), 58.6 (d, 4J = 3.7 Hz, C-1%), 31.4 (C-3), 28.5 (C-6') ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —107.5 (d, 4J = 8.9 Hz), =113.0 (d, “J = 8.9 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 320.10687, gefunden 320.10605, (|Am/z| = 2.57 ppm).
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7.2.6.10 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(3-(3-prop-2-in-1-yl)-
2,4-difluorobenzyl)alkohol 36b

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit Alkin 84 und 35a.
Ausbeute: 120 mg (273 pmol, 40 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: Cz:1H27F2N3O0s

Molare Masse: 439.46 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.48 (Sor, 1H, NH), 8.54 (Spr, 1H, NH), 7.53 (dd, “J¢» = 8.0 Hz,
4Jr2 = 8.0 Hz, 1H, H-2), 7.08 (dd, 3Jrs = 9.4 Hz, 3Jrs = 9.4 Hz, 1H, H-5), 4.70 (s, 2H, H-1%),
4.49 (d, %3 = 5.0 Hz, 2H, H-3), 1.87 (Sbr, 1H, OH), 1.51, 1.50 (s, 2 x 9H, H-7°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4'), 162.8 (dd, 1J = 254.6 Hz, 3J = 12.2 Hz, C-4),
160.3 (dd, 1J = 252.8 Hz, 3J = 11.3 Hz C-6), 155.8 (C-5'), 153.2 (C-5'), 134.1 (dd, 3J = 6.3 Hz,
3)=2.7Hz, C-2), 1243 (dd, 2J=15.7 Hz, *J=4.0Hz, C-1), 107.6 (dd, 2J=15.8 Hz,
4J = 4.1 Hz, C-3), 104.2 (dd, 2J = 25.8 Hz, 2J = 25.3 Hz, C-5), 89.4 (d, 4J = 3.3 Hz, C-2'), 83.6
(C-6), 79.8 (C-6'), 58.6 (d, 4J = 3.6 Hz, C-1“), 31.6 (C-3'), 28.4 (C-7"), 28.2 (C-7') ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —106.9 (d, “J = 9.0 Hz), =112.7 (d, “J = 9.0 Hz) ppm

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]*462.1811, gefunden 462.1809, (|Am/z| = 0.4 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.11 tert-Butyl-(3-(4-fluoro-3-(hydroxymethyl)phenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamate 36¢

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit N-Boc-Propargylamin und 35b.
Ausbeute: 746 mg (2.67 mol, 67 %) eines orange farbenen Ols.
Summenformel: C15H1sFNO3

Molare Masse: 279.31 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.50 (dd, “Jr» = 7.0 Hz, 4324 = 2.1 Hz, 1H, H-2), 7.35-7.29 (m,
1H, H-4), 6.98 (dd, 3Jes = 9.1 Hz, 3345 = 9.1 Hz, 1H, H-5), 4.76 (Sor, 1H, NH), 4.73 (s, 2H, H-1%),
4.13 (d, 2H, 43 = 4.5 Hz, H-3"), 1.83 (Spr, 1H, OH), 1.47 (s, 9H, H-6°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCly): §=160.4 (d, 1J = 249.7 Hz, C-6), 155.4 (C-4‘), 132.9 (d,
3)=8.6 Hz, C-2), 132.8 (d, 3J=5.0Hz, C-4), 128.3 (d, 2J=15.6 Hz, C-1), 119.1 (d,
4J = 3.8 Hz, C-3), 115.6 (d, 2J = 22.3 Hz, C-5), 85.3 (C-2'), 82.1 (C-1°), 80.2 (C-5%), 59.2 (d,
4] = 4.1 Hz, C-1), 31.3 (C-3"), 28.5 (C-6*) ppm.

9F{*H}-NMR (376 MHz, CDClz): 6 = -117.8 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 302.1163, gefunden 302.1164, (JAm/z| = 0.5 ppm).

145



7.2.6.12 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(5-(3-prop-2-in-1-yl)-
2-fluorobenzyl)alkohol 36d

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit Alkin 84 und 35b.
Ausbeute: 551 mg (1.31 mmol, 33 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C2:H28FN30s

Molare Masse: 421.47 g/mol

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.47 (Sor, 1H, NH), 8.51 (Ser, 1H, NH), 7.53 (dd, “Jr.» = 7.0 Hz,
“J24 = 2.1 Hz, H-2), 7.33 (ddd, 1H, *J45 = 8.5 Hz, “Jr4 = 5.1 Hz, )24 = 2.2 Hz, H-4), 6.97 (dd,
1H, 3Jrs = 9.7 Hz, 3Jus = 8.5 Hz, H-5), 4.72 (s, 2H, H-1%), 4.43 (d, 2H, 3J = 5.0 Hz, H-3'), 2.18
(Sor, 1H, OH), 1.50, 1.49 (s, 2x 9H, H-7°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4‘) 160.4 (d, 1J = 249.8 Hz, C-6), 155.7 (C-5‘), 153.2
(C-5Y), 132.9 (d, 3J = 8.7 Hz, C-2), 133.8 (d, 3] = 5.2 Hz, C-4), 128.4 (d, 2J = 15.7 Hz, C-1),
118.9 (d, 4J = 3.9 Hz, C-3), 115.6 (d, 2J = 22.3 Hz, C-5), 84.0 (C-2'), 83.5 (C-6), 82.9 (C-1'),
79.8 (C-6), 59.0 (d, 4J = 4.2 Hz, C-1“), 31.6 (C-3'), 28.4 (C-7*), 28.2 (C-7°) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -117.6 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet flr [M+Na]* 444.1905, gefunden 444.1901, (|JAm/z| = 0.8 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.13 tert-Butyl-(3-(2-fluoro-5-(hydroxymethyl)phenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamat 36e

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit N-Boc-Propargylamin und 35c.
Ausbeute: 96.2 mg (344 mmol, 53 %) eines orange farbenen Ols.
Summenformel: C15H1sFNO3

Molare Masse: 279.31 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.41 (dd, 4Jr2 = 6.7 Hz, 4J26 = 2.2 Hz, 1H, H-2), 7.32-7.27 (m,
1H, H-6), 7.04 (dd, 3Jrs = 8.8 Hz, 3Js = 8.8 Hz, 1H, H-5), 4.80 (Sor, 1H, NH), 4.63 (s, 2H, H-1%),
4.18 (d, 4] = 4.6 Hz, 2H, H-3"), 1.72 (Ser, 1H, OH), 1.47 (s, 9H, H-6) ppm.*3C-NMR (100 MHz,
CDCl): & = 162.4 (d, 1J = 251.3 Hz, C-4), 155.4 (C-4'), 136.8 (d, “J = 3.6 Hz, C-1), 132.3 (C-
2), 128.8 (d, 3J = 8.1 Hz, C-6), 115.8 (d, 2J = 21.4 Hz, C-5), 111.3 (d, 2J = 16.1 Hz, C-3), 90.9
(C-2), 80.2 (C-5'), 76.6 (C-1°), 64.3 (C-1), 31.4 (C-3), 28.5 (C-6') ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —112.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 302.11629, gefunden 302.11447, (JAm/z| = 6.02 ppm).
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7.2.6.14 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(3-(3-prop-2-in-1-yl)-
4-fluorobenzyl)alkohol 36f

NH J<
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7
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H

Allgemeine Versuchsvorschrift b) mit Alkin 84 und 35c.
Ausbeute: 55.5 mg (132 umol, 33 %) eines orange farbenen Ols.
Summenformel: C2:H28FN30s

Molare Masse: 421.47 g/mol

H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.48 (Sor, 1H, NH), 8.56 (Ser, 1H, NH), 7.40 (dd, “Je = 6.5 Hz,
43,6 = 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.33-7.28 (m, 1H, H-6), 7.08 (dd, 3Jrs = 8.7 Hz, 3Js6 = 8.7 Hz, 1H,
H-5), 4.63 (s, 2H, H-1%), 4.52 (d, “J = 5.0 Hz, 2H, H-3*), 1.51, 1.50 (s, 2 X 9H, H-7*) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4‘), 162.8 (d, 1J = 252.5 Hz, C-4), 155.7 (C-5'), 152.9
(C-5%), 133.7 (d, 3] = 1.8 Hz, C-2), 131.5 (d, %J = 3.6 Hz, C-1), 130.1 (d, 3J = 8.5 Hz, C-6), 116.1
(d, 2] = 21.3 Hz, C-5), 111.6 (d, 2J = 15.9 Hz, C-3), 90.2 (d, 4J = 4.2 Hz, C-2"), 83.6 (C-6°), 81.6
(C-1%), 79.8 (C-6'), 64.5 (C-1"), 31.7 (C-3"), 28.3 (C-7"), 28.1 (C-7*) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -=111.9 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 444.1905, gefunden 444.1915, (|Am/z| = 2.2 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.15 tert-Butyl-(3-(3-(azidomethyl)-2,4-difluorophenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamat 37a

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 184 mg (571 umol, 71 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CisH16F2N4O>

Molare Masse: 322.32 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6=7.42 (dd, *J=7.9 Hz, 4J=7.9Hz, 1H, H-2), 6.81 (dd,
3] = 9.2 Hz, 3J = 9.2 Hz, 1H, H-5), 4.82 (Sor, 1H, NH), 4.34 (s, 2H, H-1%), 4.18 (d, “J = 4.4 Hz,
2H, H-3°), 1.47 (s, 3H, H-6°) ppm.13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.1 (dd, 1J = 252.7 Hz,
3 =11.8 Hz, C-4), 160.6 (dd, J=253.9 Hz, 3J=11.5Hz C-6), 155.5 (C-4), 134.9 (dd,
3J=5.0Hz, 3J=3.1Hz, C-2), 119.3 (dd, 2J=16.2Hz, “J=4.1Hz, C-1), 108.2 (dd,
2J = 16.2 Hz, 43 = 4.2 Hz, C-3), 104.6 (dd, 2] = 25.6 Hz, 2J = 25.6 Hz, C-5), 91.2 (C-2), 80.3
(C-5°), 75.1 (C-1°), 47.8 (d, “J = 2.6 Hz, C-1%), 31.3 (C-3'), 28.5 (C-6') ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —105.9 (d, 4J = 9.4 Hz), -111.8 (d, “J = 9.4 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 345.11335, gefunden 345.11295, (JAm/z| = 1.16 ppm).
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7.2.6.16 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(3-(3-prop-2-in-1-yl)-
2,4-difluorobenzyl)azid 37b

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 16.6 mg (35.7 umol, 33 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: Cz1H26F2N6O4

Molare Masse: 464.47 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.48 (Sor, 1H, NH), 8.55 (Sor, 1H, NH), 7.44 (dd, *Jr2 = 7.9 Hz,
4Je2 = 7.9 Hz, 1H, H-2), 6.88 (dd, 3Jrs = 9.2 Hz, 3Jes = 9.2 Hz, 1H, H-5), 4.50 (d, J = 5.0 Hz,
2H, H-3'), 4.35 (s, 2H, H-1%), 1.51, 1.50 (s, 2x 9H, H-7) ppm.

13C.NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4'), 163.2 (dd, 1J = 256.1 Hz, 3J = 12.2 Hz, C-4),
160.7 (dd, XJ = 254.1 Hz, 3J = 11.5 Hz C-6), 155.8 (C-5'), 153.2 (C-5'), 135.1 (dd, 3J = 5.5 Hz,
3J=29Hz, C-2), 1193 (dd, 2J=16.2Hz, *J=4.0Hz, C-1), 108.1 (dd, 2J =14.0 Hz,
4] = 2.1 Hz, C-3), 104.6 (dd, 2J = 25.8 Hz, 2J = 25.4 Hz, C-5), 90.0 (d, J = 3.4 Hz, C-2'), 83.6
(C-6'), 79.8 (C-6), 76.0 (d, *J = 1.6 Hz, C-1'), 47.9.6 (C-1“), 31.6 (C-3"), 28.4 (C-7'), 28.2 (C-
7°) ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —105.0 (d, 4J = 9.6 Hz), -110.8 (d, “J = 9.6 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 487.1876, gefunden 487.1884, (|JAm/z| = 1.6 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.17 tert-Butyl-(3-(3-(azidomethyl)-4-fluorophenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamat 37c

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 293 mg (982 umol, 36 %) eines gelb farbenen Feststoffs.
Summenformel: CisH17FN4O>

Molare Masse: 304.33 g/mol

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.41 (dd, “Jr2 = 7.0 Hz, *J24 = 2.0 Hz, 1H, H-2), 7.35-7.29
(ddd, 3J45=8.5Hz, *Jra=5.1Hz, *J4=2.2Hz, 1H, H-4), 7.03 (dd, 3Jrs=9.3 Hz,
8J45 = 8.6 Hz, 1H, H-5), 4.81 (Sur, 1H, NH), 4.36 (s, 2H, H-1“), 4.13 (d, 4J = 5.0 Hz, 2H, H-3Y),
1.46 (s, 9H, H-6°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCly): &=160.4 (d, 1J = 249.7 Hz, C-6), 155.4 (C-4‘), 132.9 (d,
3)=4.4Hz, C-4), 132.8 (d, 3J=8.6 Hz, C-2), 123.3 (d, 2J=16.2 Hz, C-1), 119.1 (d,
4] = 3.9 Hz, C-3), 115.6 (d, 2J = 22.3 Hz, C-5), 85.9 (C-1'), 81.7 (C-2*), 80.2 (C-5), 48.3 (d,
4J = 3.1 Hz, C-1), 31.2 (C-3"), 28.5 (C-6*) ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, CDCl3): 5 = —116.1 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 327.1228, gefunden 327.1230, (JAm/z| = 0.8 ppm).
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7.2.6.18 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(5-(3-prop-2-in-1-yl)-2-
fluorobenzyl)azid 37d

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 91.1 mg (204 umol, 46%) eines farblosen Ols.
Summenformel: C2:H27FNgOs

Molare Masse: 446.48 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.49 (Spr, 1H, NH), 8.53 (Sbr, 1H, NH), 7.44 (dd, “J¢2 = 7.0 Hz,
43,4 = 2.0 Hz, 1H, H-2), 7.40 (ddd, 3J4s = 8.1 Hz, “Jr4 = 5.4 Hz, “J4 = 2.5 Hz, 1H, H-4), 7.05
(dd, 3Jrs=9.3 Hz, 3J45=8.6 Hz, 1H, H-5), 4.46 (d, 3J=5.0 Hz, 2H, H-3‘), 4.38 (s, 2H,
H-1%),1.52, 1.51 (s, 2x 9H, H-7) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4°), 160.7 (d, J = 251.4 Hz, C-6), 155.8 (C-5'), 155.8
(C-5°), 134.0 (d, 3J = 4.2 Hz, C-4), 134.0 (d, 3] = 8.4 Hz, C-2), 123.3 (d, 2J = 16.2 Hz, C-1),
119.3 (d, J = 3.9 Hz, C-3), 116.0 (d, 2J = 22.3 Hz, C-5), 84.6 (C-2'), 83.6 (C-6"), 82.5 (C-1),
79.8 (C-6), 48.3 (d, 4J = 3.0 Hz, C-1"), 31.6 (C-3'), 28.4 (C-7'), 28.2 (C-7') ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -115.8 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 469.1970, gefunden 469.1973, (|JAm/z| = 0.6 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.19 tert-Butyl-(3-(5-(azidomethyl)-2-fluorophenyl)prop-2-yn-1-yl)carbamat 37e

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 30.3 mg (99.6 pmol, 35 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C1sH17FN4O>

Molare Masse: 304.33 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.37 (dd, “J = 6.6 Hz, *J26 = 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.27-7.22 (m,
1H, H-6), 7.07 (dd, 3Jrs = 8.8 Hz, 3Js = 8.8 Hz, 1H, H-5), 4.80 (Sor, 1H, NH), 4.29 (s, 2H, H-1%),
4.19 (d, 4] = 4.3 Hz, 2H, H-3"), 1.47 (s, 9H, H-6°) ppm.3C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 162.7
(d, 1J =252.8 Hz, C-4), 155.4 (C-4), 133.5 (C-2), 131.5 (d, 4J = 3.8 Hz, C-1), 130.0 (d,
3] = 8.2 Hz, C-6), 116.1 (d, 2J = 21.6 Hz, C-5), 111.9 (d, 2J = 16.3 Hz, C-3), 91.4 (C-2*), 80.3
(C-5%), 76.2 (C-1°), 53.8 (C-1“), 31.4 (C-3°), 28.5 (C-6°) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -110.9 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 327.12277, gefunden 327.12278, (JAm/z| = 0.01 ppm).
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7.2.6.20 N,N*-Di-(tert-butoxycarbonyl(guanidino)(3-(3-prop-2-in-1-yl)-
4-fluorobenzyl)azid 37f

Allgemeine Versuchsvorschrift c).

Ausbeute: 29.4 mg (65.9 umol, 54 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C21H27FNeO4

Molare Masse: 446.48 g/mol

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 11.48 (Spr, 1H, NH), 8.56 (Str, 1H, NH), 7.40 (dd, *Jr2 = 6.5 Hz,
43,6 = 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.28-7.23 (m, 1H, H-6), 7.08 (dd, 3Jrs = 8.7 Hz, 3Js6 = 8.7 Hz, 1H,
H-5), 4.52 (d, 4J = 5.0 Hz, 2H, H-3'), 4.29 (s, 2H, H-1%), 1.52, 1.51 (s, 2x 9H, H-7) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 163.4 (C-4°), 162.8 (d, 1J = 253.2 Hz, C-4), 155.8 (C-5'), 153.2
(C-5%), 133.7 (d,3J = 1.7 Hz, C-2), 131.5 (d, %J = 3.8 Hz, C-1), 130.1 (d, 3J = 8.2 Hz, C-6), 116.1
(d, 2] = 21.5 Hz, C-5), 111.8 (d, 2J = 16.3 Hz, C-3), 90.2 (d, *J = 3.8 Hz, C-2"), 83.6 (C-6°), 79.8
(C-6%), 77.0 (C-1'), 53.8 (C-1"), 31.7 (C-3"), 28.4 (C-7"), 28.2 (C-7*) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = —110.5 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [2M+Na]* 915.40478, gefunden 915.40755, (JAm/z| = 3.02 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.21 3-O-[(1-(2-tert-Butyl(3-(3-ethyl-4,6-difluorphenyl)prop-2-in-yl)-1,2,3-triazol-4-
yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-

glucopyranosid 38a

OH
0] 0 2
\
3a g \1'/\3'
NHAc

Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 159.7 mg (204 umol, 64 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 783.78 g/mol

Summenformel: CasHs7F2N5013

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 8.03 (s, 1H, H-3"), 7.51 (t appt, “Jr> = 7.7 Hz, 1H, H-2c), 7.12
(t appt, 3Jrs=9.6 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2’), 5.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
3=17.3Hz, {J=3.6 Hz, 23 =1.7 Hz, 1H, H-3ans), 5.13 (ddd, 3J =10.5 Hz, *J = 3.3 Hz,
2J = 1.5 Hz, 1H, H-3'Gs), 4.85-4.70 (m, 2H, H-1"), 4.44 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d,
3 =7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H-1"),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd,
2J =12.1 Hz, %) = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74
(m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (m, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55
(m, 1H, H-5b), 3.43-3.36 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs), 1.46 (s, 9H, H-6d) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 135.5 (C-2’), 125.2 (C-3") 116.9 (C-3),
104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a), 82.8 (C-3b), 81.0 (C-2b), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5b), 74.2 (C-3), 71.7
(C-4a), 70.7 (C-1°), 66.9 (C-4b), 63.6 (C-1"), 62.5 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 31.4 (C-3d),
28.7 (C-6d), 22.9 (OCHs) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -107.0 (d, “J = 10.4 Hz), =112.9 (d, “J = 9.6 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 806.3031, gefunden 806.3026, (|JAm/z| = 0.6 ppm).
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7.2.6.22 3-O-[N,N’-Di-tert-butoxycarbonyl(guanidino))(3-(3-prop-2-in-1yl)-4,6-
difluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-

acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 38b

Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 18.8 mg (20.3 pumol, 57 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 925.94 g/mol

Summenformel: Cs1Hs7F2N7O1s

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 8.03 (s, 1H, H-3"), 7.57 (t appt, “Jr> = 7.9 Hz, 1H, H-2c), 7.13
(t appt, 3Jrs=9.6 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2’), 5.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
3=17.3Hz, {J=3.6 Hz, 2J=1.8Hz, 1H, H-3ans), 5.13 (ddd, 3J =10.5 Hz, *J = 3.3 Hz,
2 = 1.4 Hz, 1H, H-3%Gs), 4.85-4.70 (m, 2H, H-1"), 4.44 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d,
3J =7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H-1),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd,
2) =12.1 Hz, 3) = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74
(m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (m, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55
(m, 1H, H-5b), 3.43-3.36 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHgs), 1.54, 1.49 (s, 2x 9H,
H-7d) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 164.7 (dd, 1J = 255.1 Hz, 3J = 12.3 Hz,
C-4c), 164.3 (C-4d), 162.1 (d, 1J = 253.5 Hz, 3J = 11.4 Hz, C-6¢), 157.2 (C-5d), 153.9 (C-5d),
136.7 (m, C-2c), 135.5 (C-2”), 120.6 (dd, 2J = 15.9 Hz, “J = 4.1 Hz, C-1c), 116.9 (C-3)),
109.5-109.2 (m, C-3c), 105.7 (dd, 2J = 26.0 Hz, 2J = 26.0 Hz, C-5c), 104.9 (C-1b), 101.9
(C-1a), 91.7 (C-2d), 84.7 (C-6d) 82.8 (C-3b), 81.0 (C-2b), 80.7 (C-6d), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5h),
74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1'), 66.8 (C-4b), 63.6 (C-1"), 62.5 (C-6h), 62.0 (C-6a), 56.6
(C-2a), 31.8 (C-3d), 28.5, 28.2 (C-7d), 22.9 (OCH3) ppm.

9F{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -106.6 (d, “J = 9.8 Hz), -112.3 (d, *J = 9.8 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet flr [M+Na]* 948.3773, gefunden 948.3764, (|[Am/z| = 1.0 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.23 3-O-[(1-(2-tert-Butyl(3-(3-ethyl-6-fluorphenyl)prop-2-in-yl)-1,2,3-triazol-4-
yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-

glucopyranosid 38c

OH

Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 168 mg (220 umol, 78 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 765.79 g/mol

Summenformel: CasHsgFNsO13

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.06 (s, 1H, H-3"), 7.44 (ddd, 3Js5 = 8.5 Hz, “Jr4 = 5.0 Hz,
43,4 = 2.1 Hz, 1H, H-4c), 7.41-7.36 (m, 1H, H-2c), 7.15 (dd, 3Jrs = 9.7 Hz, 3Jus = 8.7 Hz, 1H,
H-5¢c), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2)), 5.65 (s, 2H, H-1"), 5.27 (ddd, 3J = 17.3 Hz, *J = 3.6 Hz,
2J =1.7 Hz, 1H, H-3'wans), 5.13 (ddd, 3J=10.5Hz, 4J=3.3Hz, 2J=15Hz, 1H, H-3a),
4.85-4.70 (m, 2H, H-1"), 4.44 (d, 3J=8.2 Hz, 1H, H-1), 4.41 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, H-1b),
4.35-4.29 (m, 1H, H-1'),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2J=12.1 Hz,
3] = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2a,
H-6b), 3.71-3.66 (m, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H,
H-5b), 3.43-3.36 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs), 1.46 (s, 9H, H-6d) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 161.6 (d, XJ = 250.4 Hz, C-6¢), 158.0
(C-4d), 135.5 (C-2"), 135.3 (d, 3J = 9.0 Hz, C-2c), 135.0 (C-2'), 124.2 (d, 2J = 15.9 Hz, C-1c),
121.3 (d, 4J = 3.9 Hz, C-3c), 117.3 (d, 2J = 22.3 Hz, C-5¢), 116.9 (C-3'), 105.0 (C-1b), 101.9
(C-1a), 87.7 (C-2d), 82.8 (C-3b), 81.3 (C-1d), 81.0 (C-2b), 80.7 (C-5d), 76.9 (C-5a), 76.6
(C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1'), 66.9 (C-4b), 63.6 (C-1"), 62.5 (C-6b), 62.0 (C-6a),
56.6 (C-2a), 31.2 (C-3d), 28.7 (C-6d), 22.9 (OCHs) ppm.

PF{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -118.2 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 788.3125, gefunden 788.3119, (JAm/z| = 0.7 ppm).
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7.2.6.24 3-O-[N,N’-Di-tert-butoxycarbonyl(guanidino))(3-(3-prop-2-in-1yl)-6-fluorbenzyl)-
1,2,3-triazol-4-yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-

deoxy-B-d-glucopyranosid 38d

OH
/y\ 3b OH O O )
(o) 1bH0 1 O\/\z'
%3 NHAc

HO "oH
Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 94.0 mg (104 pmol, 59 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 907.95 g/mol

Summenformel: C41HsgFN7O15

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.03 (s, 1H, H-3"), 7.51-7.44 (m, 2H, H-2*, H-4c), 7.16 (dd,
3Jrs = 9.7 Hz, 3Jus = 8.7 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2"), 5.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
8] =17.3 Hz, 4J=3.6 Hz, 2J=1.7 Hz, 1H, H-3'wans), 5.13 (ddd, 3J=10.5 Hz, 4J=3.3 Hz,
2J = 1.5 Hz, 1H, H-3'as), 4.81 (dd, 2J = 12.3 Hz, H, H-1"), 4.73 (dd, 2J = 12.2 Hz, H, H-1"), 4.44
(d, 3] = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H 1°),4.09-3.98
(m, 4H, H-1", H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2J=12.1Hz, 3J=25Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd,
2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2, H-6b), 3.71-3.66 (M, 1H, H-6b),
3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H, H-5b), 3.42-3.35 (m, 2H, H-3b, H-
5a), 1.96 (s, 3H, C(O)CHs), 1.53, 1.49 (s, 2x 9H, H-7d) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 164.4 (C-5d), 161.9 (d, J = 254.8 Hz,
C-6c), 157.2 (C-4d), 154.0 (C-4d), 135.5 (C-2"), 135.5 (d, 3J = 8.8 Hz, C-2c), 135.2 (C-2),
125.2 (C-3"), 124.3 (d, 2J = 15.9 Hz, C-1c), 121.3 (d, J = 3.8 Hz, C-3c), 117.2 (d, 2J = 22.3 Hz,
C-5¢), 116.9 (C-3'), 104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a), 86.2 (C-2d), 84.7 (C-6d) 82.7 (C-3b), 82.3
(C-1d), 81.0 (C-2b), 80.7 (C-6d), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1"),
66.9 (C-4b), 63.6 (C-1"), 62.6 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 31.7 (C-3d), 28.5, 28.2 (C-7d),
22.5 (OCHs) ppm.

PF{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -112.6 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 930.3867, gefunden 930.3866, (|JAm/z| = 0.1 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.25 3-O-[(1-(2-tert-Butyl(3-(3-ethyl-4-fluorphenyl)prop-2-in-yl)-1,2,3-triazol-4-
yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-

glucopyranosid 38e

OH
Q. o 2
1
NN
@ NHAc '

Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 39.7 mg (51.8 umol, 73 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 765.79 g/mol

Summenformel: CasHsgFNsO13

H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.06 (s, 1H, H-3"), 7.46-7.42 (m, 1H, H-2c), 7.41-7.36 (ddd,
3356 = 8.3 Hz, “Jr4 = 5.0 Hz, “Jo6 = 2.6 Hz 1H, H-6¢), 7.15 (dd, 3Jrs = 8.9 Hz, 3J45 = 8.9 Hz,
1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2'), 5.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd, 3J = 17.3 Hz, *J = 3.6 Hz,
2J =1.7 Hz, 1H, H-3'was), 5.13 (ddd, 3J=10.5Hz, 4J=3.3Hz, 2J=15Hz, 1H, H-3a),
4.85-4.70 (m, 2H, H-1"), 4.44 (d, 3] = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, H-1b),
4.35-4.29 (m, 1H, H-1'),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2J=12.1 Hz,
3] = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2a,
H-6b), 3.71-3.66 (m, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H,
H-5b), 3.43-3.36 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs), 1.46 (s, 9H, H-6d) ppm.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 135.5 (C-2"), 131.2 (d, 3J = 8.4 Hz, C-6¢),
125.0 (C-3”), 117.1 (d, 2J = 21.9 Hz, C-5d), 116.9 (C-3’), 104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a), 82.8
(C-3b), 81.0 (C-5d), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1’), 66.8 (C-4b),
63.6 (C-1"), 62.5 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 53.7 (C-1""), 31.4 (C-3d), 28.7 (C-6d), 22.9
(OCHs) ppm.

PF{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -112.9 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 788.3115, gefunden 788.3119, (|Am/z| = 1.2 ppm).

159



7.2.6.26 3-O-[N,N’-Di-tert-butoxycarbonyl(guanidino))(3-(3-prop-2-in-1yl)-4-fluorbenzyl)-
1,2,3-triazol-4-yllmethyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-

deoxy-B-d-glucopyranosid 38f

Allgemeine Versuchsvorschrift d).

Ausbeute: 48.8 mg (53.7 umol, 82 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 907.95 g/mol

Summenformel: C41HsgFN7O15

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 =8.01 (s, 1H, H-3"), 7.49 (dd, “Jr> = 6.6 Hz, “J,6 = 2.3 Hz,
H-2c), 7.35 (ddd, 3Js6 = 8.5 Hz, *Je6 = 4.9 Hz, 4326 = 2.4 Hz, H-6¢), 7.16 (dd, 3Je5s = 8.9 Hz,
3Js6 = 8.9 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2"), 5.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd, 3J = 17.3 Hz,
4 = 3.6 Hz, 2 =1.7 Hz, 1H, H-3’yans), 5.13 (ddd, 3J = 10.5 Hz, 43 = 3.3 Hz, 2J = 1.5 Hz, 1H,
H-3'cs), 4.81 (dd, 23 = 12.2 Hz, H, H-1"), 4.73 (dd, 2J = 12.2 Hz, H, H-1"), 4.44 (d, 3] = 8.2 Hz,
1H, H-1a), 4.41 (d, 3J = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H-1’),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’,
H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2] = 12.1 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3] = 4.3 Hz,
1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (m, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b,
H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H, H-5b), 3.42-3.35 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.96 (s, 3H, C(O)CHs),
1.53, 1.49 (s, 2 x 9H, H-7d) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.5 (C(O)OMe), 164.4 (C-4d), 164.0 (d, J = 252.1 Hz,
C-4c), 157.2 (C-5d), 153.9 (C-5d), 135.5 (C-2”), 134.7 (C-2c), 133.1 (d, 4J = 3.8 Hz, C-1c),
131.6 (d, 3J = 8.3 Hz, C-6¢), 125.0 (C-3") ,117.1 (d, 2] = 21.8 Hz, C-5¢), 116.9 (C-3’), 112.9 (d,
2J = 16.4 Hz, C-3c), 104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a), 84.7 (C-6d) 82.9 (C-3b), 81.0 (C-2b), 80.7
(C-6d), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5h), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1’), 66.8 (C-4b), 63.6 (C-1"),
62.6 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 53.7-(1""), 31.8 (C-3d), 28.5, 28.2 (C-7d), 22.9 (OCHs)

PF{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -112.6 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 930.3867, gefunden 930.3886, (|JAm/z| = 2.0 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.27 3-O-[(1-(3-(3-aminoprop-1-yn-1-yl)-4,6-difluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-ylJmethyl-B-
d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid
39%a

%2 NHAc

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 137 mg (172 pmol, 97 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 797.68 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: Cs2H40FsN5013

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.07 (s, 1H, H-3"), 7.50 (t appt, “Je2 = 7.9 Hz, 1H, H-2c), 7.21
(dd, 3Jrs=9.6 Hz, 1H, H-5¢), 5.93-5.84 (m, 1H, H-2'), 5.66 (s, 2H, H-1"), 5.27 (ddd,
3)=17.3Hz, 4J=3.6Hz, 2J=1.8Hz, 1H, H-3ans), 5.14 (ddd, 3J=10.5 Hz, 4J = 3.3 Hz,
2J = 1.4 Hz, 1H, H-3'ss), 4.83 (d, 2J = 12.4 Hz, 1H, H-1%), 4.75 (d, 2] = 12.4 Hz, 1H, H-1%), 4.44
(d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.40 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1"), 4.09-4.00
(m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.91 (dd, 2J=12.2 Hz, 3J=25Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd,
2J =12.1 Hz, 3] = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.73 (m, 2H, H-2, H-6b), 3.70-3.66 (M, 1H, H-6b),
3.66-3.60 (M, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.57-3.54 (m, 1H, H-5b), 3.41-3.38 (M, 2H, H-3b, H-5a),
1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 164.8 (dd, 1J = 255.7 Hz, 3J = 12.6 Hz,
C-6c), 162.5 (dd, 1J = 255.0 Hz, 3J = 11.7 Hz, C-4c), 146.7 (C-2“), 136.4 (dd, 3J = 5.2 Hz,
3] = 2.5 Hz, C-2¢), 135.5 (C-2)), 125.5 (C-3"), 121.2 (dd, 2J = 16.0 Hz, *J = 4.0 Hz, C-1c),
117.0 (C-3'), 108.2 (dd, 2J = 16.3 Hz, “J = 4.2 Hz, C-3c), 121.2 (t appt, 2] = 26.1 Hz, C-5c),
105.0 (C-1b), 101.9 (C-1a), 87.3 (C-1d), 82.6 (C-3b), 81.0 (C-2b), 79.6 (C-2d), 77.0 (C-5a),
76.5 (C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.8 (C-1’), 66.9 (C-4b), 63.5 (C-1"), 62.5 (C-6b), 62.0
(C-6a), 56.6 (C-2a), 47.7 (C-1*), 30.6 (C-3d), 22.9 (OCHs) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -77.1 (FsCOO"), -106.5 (d, “J = 10.3 Hz), -110.8 (d,
4J =10.3 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 706.2506, gefunden 706.2518, (|JAm/z| = 1.6 ppm).
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7.2.6.28 3-O-[(1-(3-(3-guanidinopropl-in-yl)-4,6-difluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-ylJmethyl-
B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-

glucopyranosid 39b

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 16.2 mg (19.2 pumol, 95 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 839.73 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: Ca3Hs2FsN7O13

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.01 (s, 1H, H-3"), 7.57 (dd, “Jr2 = 7.9 Hz, 1H, H-2c), 7.13
(dd, 3Jrs=9.6 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2"), 6.65 (s, 2H, H-1"), 5.27 (ddd,
8)=17.3Hz, 4J=3.6 Hz, 2J=1.8Hz, 1H, H-3'wans), 5.13 (ddd, 3J=10.5 Hz, 4J = 3.3 Hz,
2J = 1.4 Hz, 1H, H-3'ss), 4.85-4.70 (m, 2H, H-1"), 4.44 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d,
3] = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H-1"),4.09-3.98 (m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd,
2J =12.1 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6b), 3.80-3.74
(m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (M, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (M, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55
(m, 1H, H-5b), 3.43-3.36 (M, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 164.7 (dd, 1J = 254.7 Hz, 3J = 12.2 Hz,
C-4c), 162.1 (d, J = 253.8 Hz, 3J = 11.9 Hz, C-6¢c), 158.7 (C-4d), 136.3 (m, C-2c), 135.5
(C-2"), 120.8 (dd, 2J = 15.8 Hz, “J = 4.0 Hz, C-1c), 117.0 (C-3'), 109.0-108.8 (m, C-3c), 105.8
(dd, 2J = 26.0 Hz, 2J = 26.0 Hz, C-5¢), 105.0 (C-1b), 101.9 (C-1a), 90.0 (C-2d), 82.6 (C-3b),
81.0 (C-2b), 77.0 (C-5a), 76.5 (C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.8 (C-1'), 66.9 (C-4b), 63.6
(C-1”), 62.5 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 32.4 (C-3d), 22.9 (OCH3) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -76.8 (FsCOO"), -106.9 (d, 2J = 10.0 Hz), -111.8 (d,
2J = 9.9 Hz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+H]*726.2905, gefunden 726.2909, (|JAm/z| = 0.6 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.29 3-O-[(1-(3-(3-aminoprop-1-yn-1-yl)-6-fluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-yllmethyl-B-d-
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid
39c

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 93.2 mg (120 pumol, 88 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 779.70 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: C32H41F4NsO13

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.07 (s, 1H, H-3"), 7.53 (ddd, 3Js5 = 8.6 Hz, “Jr4 = 5.0 Hz,
43,4=2.2Hz, 1H, H-4c), 7.38 (dd, “Jor=7.0Hz, *Jos=2.1Hz, 1H, H-2c), 7.23 (dd,
3Jks = 9.7 Hz, 345 = 8.6 Hz, 1H, H-5¢), 5.93-5.83 (m, 1H, H-2’), 5.69 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
3)=17.3Hz, 4J=3.6Hz, 2J=1.8Hz, 1H, H-3ans), 5.14 (ddd, 3J=10.5 Hz, 4J = 3.3 Hz,
2J = 1.4 Hz, 1H, H-3'ss), 4.84 (d, 2] = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.76 (d, 2] = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.44
(d, 3J = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.40 (d, 3] = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1'), 4.09-4.04
(m, 1H, H-1), 4.02-4.00 (m, 3H, H-4b, H-3d), 3.91 (dd, 2J = 12.2 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1H, H-6a),
3.85 (dd, 2J =12.2 Hz, 3J = 4.2 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.68 (dd,
2J = 11.5 Hz, 3J = 4.4 Hz, 1H, H-6b), 3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.58-3.54 (m, 1H,
H-5b), 3.41-3.36 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 162.1 (d, 1J = 252.0 Hz, C-6¢), 146.6
(C-2"), 135.6 (d, 3] = 8.2 Hz, C-4c), 135.5 (C-2'), 134.9 (d, 3] = 3.9 Hz, C-2¢), 125.5 (C-3"),
124.9 (d, 2J = 15.9 Hz, C-1c), 119.7 (d, *J = 3.9 Hz, C-3c), 117.5 (d, 2] = 22.6 Hz, C-5¢), 117.0
(C-3), 105.0 (C-1b), 101.9 (C-1a), 86.1 (C-1d), 82.6 (C-3b), 82.0 (C-2d), 81.0 (C-2b), 77.0
(C-5b), 76.5 (C-5a), 74.3 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.8 (C-1’), 66.9 (C-4b), 63.5 (C-1"), 62.5 (C-6b),
62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 48.2 (C-1*), 30.6 (C-3d), 22.9 (OCH3) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -77.1 (FsCOO"), -116.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 688.2601, gefunden 688.2616, (|Am/z| = 2.2 ppm).
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7.2.6.30 3-O-[(1-(3-(3-guanidinopropl-in-yl)-6-fluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-ylmethyl-B-d-
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid
39d

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 59.9 mg (72.9 umol, 89 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 821.74 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: Ca3Hs3F4N7O13

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & =8.06 (s, 1H, H-3"), 7.48 (ddd, 3J45 = 8.6 Hz, “Jr4 = 5.0 Hz,
4J,4=2.2Hz, 1H, H-4c), 7.34 (dd, *J.r=7.0Hz, %J24=2.1Hz, 1H, H-2c), 7.20 (dd,
3Jr5 = 9.7 Hz, 3J45 = 8.6 Hz, 1H, H-5c), 5.93-5.84 (m, 1H, H-2’), 5.67 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
3=17.3Hz, {J=3.6 Hz, 2J=1.8Hz, 1H, H-3ans), 5.14 (ddd, 3J =10.5 Hz, *J = 3.3 Hz,
2) = 1.4 Hz, 1H, H-3'¢s), 4.84 (d, 2] = 12.5 Hz, 1H, H-1"),4.76 (d, 2] = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.44
(d, 3J =8.4 Hz, 1H, H-1), 4.40 (d, 3] = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1"), 4.25 (s, 2H,
H-3d), 4.09-4.04 (m, 1H, H-1"), 4.01-4.00 (m, 1H, H-4b), 3.91 (dd, 2] = 12.2 Hz, 3J = 2.6 Hz,
1H, H-6a), 3.84 (dd, 23 =12.2 Hz, 3] = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.73 (m, 2H, H-2a, H-6b),
3.69-3.60 (m, 4H, H-2b, H-3a, H-4a, H-6b), 3.57-3.54 (m, 1H, H-5b), 3.40-3.37 (m, 2H, H-3b,
H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 161.8 (d, J = 251.3 Hz, C-6c), 158.6
(C-4d), 135.5 (C-2), 135.4 (d, 3J = 8.7 Hz, C-4c), 134.8 (d, 3J = 3.7 Hz, C-2c), 125.5 (C-3“),
124.7 (d, 23 = 15.9 Hz, C-1c), 120.4 (d, 4J = 3.9 Hz, C-3c), 117.4 (d, 2] = 22.6 Hz, C-5c), 117.0
(C-3'), 105.0 (C-1b), 101.9 (C-1a), 84.5 (C-1d), 83.6 (C-2d), 82.5 (C-3b), 81.1 (C-2b), 77.0
(C-5b), 76.5 (C-5a), 74.3 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.8 (C-1’), 66.9 (C-4b), 63.5 (C-1"), 62.6 (C-6b),
62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 48.2 (C-1*), 32.4 (C-3d), 22.9 (OCH3) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -=77.0 (FsCO0"), =117.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 730.2819, gefunden 730.2808, (|Am/z| = 1.4 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.31 3-O-[(1-(3-(3-aminoprop-1-yn-1-yl)-4-fluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-yllmethyl-B-d-
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid
39%e

OH

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 37.2 mg (47.7 umol, 99 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 779.70 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: C32H41F4NsO13

IH-NMR (400 MHz, MeOD): &=8.04 (s, 1H, H-3"), 7.49-7.42 (m, 1H, H-2c), 7.22 (dd,
3Jks = 8.9 Hz, 345 = 8.9 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2'), 6.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
8)=17.3 Hz, 43=3.6 Hz, 2J=1.7 Hz, 1H, H-3'wans), 5.13 (ddd, 3J=10.5Hz, %J=3.3 Hz,
2J = 1.5 Hz, 1H, H-3'c), 4.83 (d,2J = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.75 (d, 2] = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.44
(d, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d, 3] = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H-1'),4.09-3.98
(m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2J=12.1Hz, 3J=25Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd,
2J =12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (M, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (M, 1H, H-6b),
3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H, H-5b), 3.43-3.36 (M, 2H, H-3b, H-
5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C.NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 164.1 (d, 1J = 252.8 Hz, C-4c), 146.7
(C-2'), 135.5 (C-3"), 134.4 (C-2c), 132.5 (d, 3J =8.6 Hz, C-6¢c), 125.5 (C-3"), 117.3 (d,
2] = 21.6 Hz, C-5¢), 116.9 (C-3’), 111.7 (d, 2J = 16.8 Hz, C-3c), 104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a),
82.8 (C-3b), 81.0 (C-5d), 76.9 (C-5a), 76.6 (C-5b), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1'), 66.8
(C-4b), 63.6 (C-17), 62.5 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6 (C-2a), 53.7 (C-1""), 31.4 (C-3d), 22.9
(OCHs) ppm.

19F{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -77.2 (FsCOO"),~112.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 666.27811, gefunden 666.27866, (JAm/z| = 0.82 ppm).
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7.2.6.32 3-O-[(1-(3-(3-guanidinopropl-in-yl)-4-fluorbenzyl)-1,2,3-triazol-4-ylmethyl-B-d-
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 39f

Allgemeine Versuchsvorschrift e).

Ausbeute: 13.7 mg (16.6 umol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.
Molare Masse: 821.74 g/mol als TFA-Salz

Summenformel: CzzH43F4N7013

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.01 (s, 1H, H-3"), 7.44-7.39 (m, 2H, H-2*, H-6c), 7.16 (dd,
3Jks = 8.9 Hz, 3Js6 = 8.9 Hz, 1H, H-5¢), 5.94-5.82 (m, 1H, H-2'), 6.65 (s, 2H, H-1""), 5.27 (ddd,
3)=17.3Hz, 9J=3.6Hz, 2J=1.7 Hz, 1H, H-3'ans), 5.13 (ddd, 3J=10.5 Hz, 4J = 3.3 Hz,
2J = 1.5 Hz, 1H, H-3'gs), 4.81 (dd, 2J = 12.2 Hz, H, H-1"), 4.73 (dd, 2J = 12.2 Hz, H, H-1"), 4.44
(d, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-1a), 4.41 (d, 3 = 7.7 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.29 (m, 1H, H 1°),4.09-3.98
(m, 4H, H-1’, H-4b, H-3d), 3.92 (dd, 2J=12.1Hz, 3J=25Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd,
2J =12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.80-3.74 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.71-3.66 (M, 1H, H-6b),
3.66-3.60 (m, 3H, H-2b, H-3a, H-4a), 3.59-3.55 (m, 1H, H-5b), 3.42-3.35 (m, 2H, H-3b, H-
5a), 1.96 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 16, 164.0 (d, 1J = 252.2 Hz, C-4c), 158.6
(C-4d), 135.5 (C-2”), 134.4 (C-2c), 133.4 (d, *J = 3.8 Hz, C-1c), 131.9 (d, 3J = 8.3 Hz, C-6c),
125.0 (C-3”) ,117.1 (d, 2J = 21.8 Hz, C-5¢), 116.9 (C-3), 112.9 (d, 2J = 16.4 Hz, C-3c), 104.9
(C-1b), 101.9 (C-1a), 84.7 (C-6d) 82.9 (C-3b), 81.0 (C-2b), 80.7 (C-6d), 76.9 (C-5), 76.6 (C-5b),
74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.7 (C-1’), 66.8 (C-4b), 63.6 (C-1"), 62.6 (C-6b), 62.0 (C-6a), 56.6
(C-2a), 53.7-(1""), 31.8 (C-3d), 22.9 (OCH3) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, MeOD): & = -76.9 (FsCO0"), -=112.7 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 730.2819, gefunden 730.2831, (|JAm/z| = 1.7 ppm).
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7. Experimentalteil

7.2.6.33 3-O-(Methyl-1,2,3-triazol-4-yl)methyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 40

. ) OH
" 1 OH 6a
~N AN 0 (0]
N=N © o HO VRSN
HO GZH NHAc '

Mel (135 pL, 218 mmol, 10.0 Aq) wurden in THF (1.0 mL) verdinnt und NaNs; (184 mg,
2.83 mmol, 13.0 Ag.) in H,O (1.0 mL) zugegeben und das Gemisch fiir 18 h bei RT gerhrt.
AnschlieBend wurden 5 (100 mg, 218 umol, 1.00 Ag.), CuSO4-5H,0-L6sung (109 pL, 0.2 m,
21.8 umol, 0.10 Aq.), zuletzt Natriumascorbat-Lésung (239 pL, 1.0 M, 239 umol, 1.10 Ag.) und
das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei RT gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der der Riickstand sdulenchromatographisch tber Kieselgel (DCM:MeOH
= 10:1 —5:1) gereinigt.

Ausbeute: 76.1 mg (147 pumol, 67 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C21H34N4O11.
Molare Masse: 518.52 g/mol.

IH-NMR (400 MHz, MeOD): §=7.98 (s, 1H, H-3"), 5.93-5.83 (m, 1H, H-2’), 5.27 (ddd,
8)=17.3 Hz, 4=3.3Hz, 2J=1.6Hz, 1H, H-3'wans), 5.17 (ddd, 3J=10.5Hz, 4J=2.4 Hz,
2J = 1.6 Hz, 1H, H-3's), 4.87-4.82 (m, 1H, H-1"), 4.80 (d, 2J = 12.2 Hz, 1H, H-1"), 4.48 (d,
3] = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.44 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1"), 4.11 (s, 3H,
H-4“), 4.09-4.04 (m, 2H, H-4b, H-1), 3.93 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3] = 2.1 Hz, 1H, H-6a), 3.85 (dd,
2J =12.2 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.81-3.75 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.73-3.69 (M, 1H, H-6b),
3.66-3.61 (m, 4H, H-2b, H-3a, H-4a, H-5b), 3.48-3.42 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.99 (s, 3H,
C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 174.1 (C(O)OMe), 145.9 (C-2"), 135.1 (C-2'), 126.4 (C-3")
117.6 (C-3"), 104.6 (C-1b), 101.7 (C-1a), 82.2 (C-3b), 80.5 (C-2h), 76.7 (C-5b), 76.3 (C-5a),
74.0 (C-3a), 71.5 (C-4a), 71.0 (C-1’), 66.5 (C-4b), 63.1 (C-1"), 62.4 (C-6h), 61.6 (C-6a), 56.4
(C-2a), 37.2 (C-4”) 23.0 (OCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]*541.2116, gefunden 541.2111, (|JAm/z| = 1.0 ppm).
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7.2.6.34 3-O-(Pivalat-1,2,3-triazol-4-yl)methyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
1-O-allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 85

Allgemeine Versuchsvorschrift d), jedoch mit 3.00 Aquivalenten Azidomethylpivalat.
Ausbeute: 51.0 mg (82.4 umol, 90 %) eines farblosen Feststoffs.

Summenformel: C26H42N4013

Molare Masse: 618.64 g/mol

H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.18 (s, 1H, H-3"), 6.32 (s, 2H, H-4"), 5.93-5.84 (m, 1H, H-2),
5.27 (ddd, 3J=17.2 Hz, 2J=3.6 Hz, 2J=1.8 Hz, 1H, H-3'yans), 5.13 (ddd, 3J =10.5 Hz,
4J = 3.3 Hz, 2] = 1.4 Hz, 1H, H-3'), 4.87-4.84 (m, 1H, H-1"), 4.76 (d, 2J = 12.4 Hz, 1H, H-1"),
4.45 (d, 3J=8.4 Hz, 1H, H-1), 4.42 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1),
4.09-4.04 (m, 2H, H-4b, H-1'), 3.92 (dd, 2J = 12.2 Hz, 3J = 2.5 Hz, 1H, H-6a), 3.86 (dd,
2J =12.1 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, H-6a), 3.81-3.75 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.72-3.68 (M, 1H, H-6b),
3.67-3.57 (m, 4H, H-2b, H-3a, H-4a, H-5b), 3.46-3.39 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H,
C(O)CHs), 1.18 (s, 9H, C(CHa)s) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 178.5 (C-5%), 173.5 (C(O)OMe), 146.6 (C-2°), 135.5 (C-2),
126.2 (C-3“), 117.0 (C-3’), 104.9 (C-1b), 101.9 (C-1a), 82.5 (C-3b), 81.0 (C-2b), 76.9 (C-5b),
76.5 (C-5a), 74.2 (C-3a), 71.7 (C-4a), 71.2 (C-4"), 70.8 (C-1"), 66.9 (C-4b), 63.4 (C-1"), 62.5
(C-6b), 62.0 (C-6a), 56.5 (C-2a), 39.7 (C-6"), 27.2 (C-7"), 22.9 (OCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 641.2641, gefunden 641.2635, (|JAm/z| = 0.8 ppm).
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7.2.6.35 3-0O-(H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl-B-d-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-1-O-
allyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 41

- OH
1" OH 6a
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85 (56.5mg, 91.3 umol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem MeOH (1.0 mL) gelést und mit
NaOMe-Losung (5.4 m, 42.3 pL, 228 umol, 2.50 Ag.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
anschliel3end fur 3 h bei RT geruhrt, anschlie3end mit H.O (5 mL) verdinnt und mit saurem
lonentauscher neutralisiert. Die Losung wurde vom lonentauscher abfiltiert und das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck entfernt. Der Ruckstand  wurde

saulenchromatographisch tber Kieselgel (DCM:MeOH = 10:1 —5:1) gereinigt.
Ausbeute: 30.5 mg (60.5 umol, 66 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C20H32N4011

Molare Masse: 504.49 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): &=7.87 (s, 1H, H-3"), 5.93-5.84 (m, 1H, H-2)), 5.27 (ddd,
8] =17.3 Hz, 4J=3.5Hz, 2J=1.7 Hz, 1H, H-3'ans), 5.13 (ddd, 3] =10.5Hz, 4J=3.1 Hz,
2) = 1.4 Hz, 1H, H-3's), 4.87-4.84 (m, 1H, H-1"), 4.80 (d, 2J = 12.4 Hz, 1H, H-1"), 4.45 (d,
3] = 8.4 Hz, 1H, H-1), 4.42 (d, 3J = 7.9 Hz, 1H, H-1b), 4.35-4.30 (m, 1H, H-1"), 4.09-4.04 (m,
2H, H-4b, H-1)), 3.92 (dd, 2J=12.1Hz, 3] =25Hz, 1H, H-6a), 3.87 (dd, 2J = 12.1 Hz,
3] = 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.81-3.75 (m, 2H, H-2a, H-6b), 3.72-3.68 (m, 1H, H-6b), 3.67-3.57
(m, 4H, H-2b, H-3a, H-4a, H-5b), 3.45-3.39 (m, 2H, H-3b, H-5a), 1.97 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.6 (C(O)OMe), 135.5 (C-2), 117.0 (C-3"), 104.9 (C-1b),
101.9 (C-1a), 82.6 (C-3b), 80.9 (C-2b), 76.9 (C-5b), 76.5 (C-5a), 74.3 (C-3a), 71.7 (C-4a), 70.8
(C-1'), 66.9 (C-4b), 63.4 (C-1"), 62.5 (C-6h), 61.8 (C-6a), 56.5 (C-2a), 22.9 (OCHs) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet flr [M+Na]*527.1960, gefunden 527.1941, (|JAm/z| = 3.6 ppm).
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7.2.7 Synthese von Azido-funktionalisierten Gal-1 Liganden

7.2.7.1 6-Azidohexan-l-amin 86

6 4 2
3 5 3 1

2-(6-Azidohexyl)isoindoline-1,3-dion (17.2 g, 63.3 mmol, 1.00 Aqg.) wurde in EtOH (300 mL)
und Hydrazinhydrat (10.2 mL, 211 mmol, 3.33 Ag.) geldst und 3 h auf 90 °C erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde abgeklhlt und der ausgefallene Feststoff abfiltriert. Die organische
Phase wurde eingeengt und mit wassriger HCI (0.2 M, 200 mL) neutralisiert. Die wassrige
Phase wurde mit DCM extrahiert (5x 100 mL). Die organische Phase wurde Uber Na;SO.
getrocknet. Um das Amin als HCI-Salz zu erhalten wurde HCI-Lésung (1.25 M, 55.7 mL,
69.6 mmol, 1.10 Ag.) zugegeben und das Lésungsmittel anschlieBend unter vermindertem
Druck entfernt.

Ausbeute: 10.0 mg (56.2 mmol, 89 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CeH1sN4Cl
Molare Masse: 178.66 g/mol als HCI-Salz

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 3.31 (t, 3J = 6.8 Hz, 2H, H-6), 2.93 (t, 3 = 7.7 Hz, 2H, H-1),
1.72-1.59 (m, 4H, H-2, H-5), 1.48-1.41 (m, 4H, H-3, H-4) ppm.
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7.2.7.2 (6-Azidohexylamido)-methyl-heptaacetyllactosamin 42

OAc
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1-Allylheptaacetyllactosamin 42 (hergestellt von Dr. Nadja Bertleff-Zieschang im Rahmen ihrer
Promotion, 27.0 mg, 40.0 umol, 1.00 Ag.) wurden in DCM (1.0 mL), MeCN (1.0 mL), H2O
(0.5 mL) und AcOH (0.5 mL) gel6st, RuCls'H,O (1.80 mg, 7.99 umol, 0.20 Ag.) und NalO4
(128 mg, 600 umol, 15.0 Ag.) zugegeben und das Reaktionsgemisch 3 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionslésung wurde mit DCM (20 mL) und ges. NH4CIl-Losung (20 mL) verdinnt und die
Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde mit DCM (2x 20 mL) extrahiert, die vereinten,
organischen Phasen Uber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde 2 h an der Hochvakuumpumpte getrocknet. Anschlielend
wurde dieser in trockenem DMF (1.0 mL) gelost und 86 (30.0 mg, 42.3 umol, 4.00 Ag.), DIPEA
(60.0 L, 346 ymol, 8.00 Ag.) und HATU (32.1 mg, 84.3 ymol, 1.95 Aqg.) bei 0 °C zugegeben
und das Reaktionsgemisch 16 h bei RT geriihrt. Das Gemisch wurde mit ges. NH4Cl-Lésung
(20 mL) verdiinnt und die wassrige Phase mit DCM (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten,
organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch Uber
Kieselgel (DCM:MeOH = 100:1 — 50:1 — 10:1 — 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 13.2 mg (16.1 mmol, 40 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C3sHs1NsO1s
Molare Masse: 817.80 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCl): & =6.90-6.87 (m, 1H, C-1“NH), 5.98 (d, 3J=8.6 Hz, 1H,
C(O)NH), 5.36 (dd, 3J = 3.4 Hz, 3J = 1.0 Hz, 1H, H-4b), 5.10 (dd, 3J = 10.5 Hz, 3J = 7.8 Hz, 1H,
H-2b), 5.01 (dd, 3J = 10.3 Hz, 3J = 8.9 Hz, 1H, H-3a), 4.96 (dd, 3J = 10.5 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H,
H-3b), 4.49 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.45 (dd, 2J = 11.9 Hz, 3] = 2.2 Hz, 1H, H-6a), 4.34—
4.30 (m, 2H, H-1a, H-1%), 4.15-4.05 (m, 4H, H-2a, H-6a, H-6b), 3.94 (d, 2J = 14.8 Hz, 1H, H-19,
3.90-3.87 (m, 1H, H-5b), 3.77 (dd, 3J = 8.7 Hz, 1H, H-4a), 3.64-3.59 (m, 1H, H-5a), 3.27-3.22
(m, 4H, H-1%, H-6), 2.14, 2.11, 2.10, 2.06, 2.05, 1.97, 1.97 (s, 7x 3H, 7x CHa), 1.63-1.56 (m,
2H, H-2“), 1.55-1.49 (m, 2H, H-5“), 1.41~1.32 (m, 4H, H-3“, H-4*) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 171.4 (Ester), 171.0 (NC(0)), 170.5 (Ester), 170.4 (Ester),
170.2 (Ester), 170.1 (Ester), 169.4 (Ester), 168.7 (C-2), 101.9 (C-1a), 101.2 (C-1b), 75.6
(C-4a), 73.0 (C-5a), 72.3 (C-3a), 70.9 (C-3b), 70.9 (C-5b), 69.1 (C-2b), 68.9 (C-17), 66.7
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(C-4b), 62.1 (C-6a), 60.9 (C-6b), 54.1 (C-2a), 51.5 (C-6"), 39.0 (C-17), 29.4 (C-2"), 28.8 (C-5”),
26.5 (C-3"), 26.5 (C-4”), 23.6, 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7, 20.6 (s, 7x OCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]*840.3121, gefunden 840.3137, (|JAm/z| = 2.7 ppm).

7.2.7.3 (6-Azidohexylamido)-methyl-lactosamin 87
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42 (13.2 mg, 16.1 mmol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem MeOH (5.0 mL) gelést und NaOMe-
Lésung (1.00 mL, 0.5 m, 500 uymoL, 31.1 Ag.) gegeben und 30 min bei RT zur Reaktion
gebracht. Die Lésung wurde mit saurem lonentauscher (Dowex ®) neutralisiert, vom Harz

abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 9.10 mg (16.1 mmol, quant) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C22H39N5012

Molare Masse: 565.58 g/mol

H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.41 (d, 3] = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.39 (d, 3] = 7.4 Hz, 1H, H-1b),
4.30 (d, 23 =15.0 Hz, 1H, H-1°), 4.01 (d, 2J = 15.0 Hz, 1H, H-1%), 3.92 (dd, 2] = 12.2 Hz,
3] = 2.6 Hz, 1H, H-6a), 3.86 (dd, 2J = 12.2 Hz, 3J = 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.82-3.80 (m, 2H, H-2a,
H-4b), 3.77 (dd, 2J = 11.6 Hz, 3] = 7.7 Hz, 1H, H-6b), 3.69 (dd, 2] = 11.4 Hz, 3] = 4.5 Hz, 1H,
H-6b), 3.65-3.62 (m, 2H, H-3a, H-4a), 3.60-3.56 (m, 1H, H-5b), 3.54 (dd, 3J = 9.7 Hz,
3] = 7.4 Hz, 1H, H-2b), 3.48 (dd, 3J = 9.7 Hz, 3] = 3.2 Hz, 1H, H-3b), 3.45-3.42 (m, 1H, H-5a),
3.30-3.22 (m, 4H, H-1%, H-6“), 2.00 (s, 3H, CHs), 1.64-1.57 (m, 2H, H-5%), 1.56—1.51 (m, 2H,
H-2), 1.46-1.30 (m, 4H, H-3*, H-4“) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 174.2 (C(O)OMe), 171.8 (C-2’), 105.1 (C-1b), 102.9 (C-1a),
80.5 (C-4a), 77.2 (C-5b), 76.7 (C-5a), 74.8 (C-3b), 73.7 (C-3a), 72.6 (C-2b), 70.3 (C-4b), 69.2
(C-1)), 62.5 (C-6b), 61.7 (C-6a), 56.5 (C-2a), 52.4 (C-6"), 39.9 (C-1"), 30.3 (C-2"), 52.4 (C-5"),
27.5, 27.5 (2C, C-3", C-4"), 23.1 (OCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 588.2487, gefunden 588.2489, (|Am/z| = 0.2 ppm).
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7.2.7.4 Pyrimidine-2-carbohydrazid 51

2-Carboxylethylesterpyrimidin 50 (867 mg, 6.28 mmol, 1.00 Ag.) wurde in Ethanol (5 mL)
geldst und Hydrazinhydrat (1.00 mL, 20.2 mml, 3.20 Ag.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde anschliel3end in der Mikrowelle fir 30 min bei 95 °C erhitzt. Anschlieend wurde das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Ausbeute: 860 mg (6.23 mmol, 99 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: CsHsN4O

Molare Masse: 138.13 g/mol

IH-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & = 10.05 (s, 1H, NH), 8.92 (d, 2H, 3J = 7.9 Hz, H-4), 7.64 (t
appt, 1H, 3J = 4.9 Hz, H-5), 4.63 (s, 2H, NHy) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & = 161.6 (C-1), 158.2 (C-2), 157.7 (C-4), 122.8 (C-5) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fiir [2M+Na]* 299.09754, gefunden 299.09934, (|Am/z| = 6.00 ppm).

7.2.7.5 4-(Azidomethyl)benzoesaure 53

N 4 3
3 5 2
1

Brombenzylbenzoesauremethylester 52 (2.75 g, 12.0 mmol, 1.00 Aq.) wurde mit NaNs (1.95 g,
30.0 mmol, 2.50 Aqg.) in DMF (15 mL) gelost und in der Mikrowelle fiir 20 min bei 130 °C erhitzt.
Nach beendeter Reaktion wurde die Lésung mit H.O (30 mL) verdinnt und die wassrige Phase
mit DCM (3x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet und
anschlieRend das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der 6lige Ruckstand
wurde mit NaOH (30 mL, 1.0 m, 30 mmol, 2.50 Aq.) verdinnt und Uber Nacht bei RT geruhrt.
AnschlieRend wurde mit HCI (halbkonzentriert) die Losung auf pH 1 angesauert und die
wassrige Phase mit drei Mal mit Et;O (30 mL) extrahiert. Nach dem Entfernen des
Ldsungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt ohne weitere Aufreinigung als

farbloser Feststoff erhalten.
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Ausbeute: 1.79 g (10.1 mmol, 84 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CgH7N302
Molare Masse: 177.16 g/mol

!H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 7.98-7.95 (m, 2H, H-3), 7.49-7.47 (m, 2H, H-4), 4.56 (s,
2H, H-6) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 = 167.1 (C-1), 140.7 (C-2), 130.5 (C-5), 129.8 (C-3), 128.4
(C-4), 53.1 (C-6) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M-H]~ 176.04655, gefunden 176.04686, (|]Am/z| = 1.78 ppm).

7.2.7.6 N'-(4-(azidomethyl)benzoyl)pyrimidine-2-carbohydrazid 55
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Carbonsaure 53 (922 mg, 5.20 mmol, 1.06 Ag.) wurden in trockenem DCM (10 mL) gel6st,
Oxalylchlorid (740 pL, 8.63 mmol, 1.75Aq.) und DMF (100 pL) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fur 2 h unter Ruckfluss (45 °C) erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand in trockenem DCM
(10 mL) aufgenommen und einer Lésung aus Hydrazid 51 (680 mg, 4.92 mmol, 1.00 Aqg.) in
DCM (5 mL) und NEt3 (1.09 mL, 7.82 mmol, 1.59 Ag.) zugetropft. Nach beendeter Zugabe
wurde das Reaktionsgemisch fiir 4 h bei RT gertihrt und anschlieRend das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber
Kieselgel (DCM 100 %, dann stufenweise Zugabe von MeOH bis zu 10 %).

Ausbeute: 606 mg (2.04 mmol, 41 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C13H11N7O>
Molare Masse: 297.28 g/mol

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): &=10.81 (st, 1H, NH), 10.67 (Sw, 1H NH), 9.02 (d,
3 = 4.9 Hz, 1H, H-9), 7.97-7.94 (m, 2H, H-4), 7.76-7.73 (t appt, 1H, H-10), 7.53-7.51 (m, 2H,
H-3), 4.57 (s, 2H, H-1) ppm.
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & = 165.1 (C-6), 161.9 (C-7), 157.9 (C-9), 157.5 (C-8), 139.6
(C-2), 132.2 (C-5), 128.4 (C-3), 128.0 (C-4), 123.5 (C-10), 53.1 (C-1) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 320.08664, gefunden 320.08526, (|JAm/z| = 3.2 ppm).

7.2.7.7 3-(4-(Azidomethyl)pheny)-6-(pyrimidin-2-yl)-1,2,4,5-tetrazin 56

N—N
SO

N= N
55 (99.0 mg, 333 umol, 1.00 Ag.) und PCls (520 mg, 2.50 mmol, 7.50 Aq.) wurden in
trockenem Toluol (6 mL) suspendiert und 3 h auf 135 °C erhitzt. AnschlieBend wurde das
Gemisch fur 16 h bei RT gerihrt. Die Reaktionslosung wurde Uber Kieselgel filtriert (25 g
Kieselgel eluiert mit DCM) und dann zuerst mit DCM (300 mL), danach mit Hydrazinhydrat-
Lésung (4.0 mL Hydrazinhydrat in 200 mL DCM, entspricht 240 Aq. Hydrazin) gewaschen,
sodass der Filterkuchen nicht trockenlauft. Dieser wurde 2 h bei RT stehen gelassen und
anschlieend so lange mit DCM/MeOH (9:1) gewaschen bis braun-violettfarbene Lésung
aufgefangen wurde. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Ruckstand in AcOH (3 mL) aufgenommen und bei 0 °C mit NaNO; (115 mg, 1.67 mmol,
5.00 Ag.) in H20 (1.67 mL) zugetropft. AnschlieRend wurde die Reaktion fir 30 min bei RT
gerihrt und die violettfarbene Phase mit H.O verdinnt und mit DCM (3x 20 mL) extrahiert.

Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der violettfarbene Ruckstand
umkristallisiert (Cy:EE = 1:1).

Ausbeute: 32.5 mg (112 pmol, 34 %) eines violettfarbenen Feststoffs.
Summenformel: C13HgNo

Molare Masse: 291.28 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCl): 6=9.13 (d, 3] = 4.9 Hz, 1H, H-9), 8.77-7.74 (m, 2H, H-4),
7.60-7.57 (m, 3H, H-10, H-3), 4.50 (s, 2H, H-1) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls)): & = 164.3 (C-6), 163.3 (C-7), 159.6 (C-8), 158.6 (C-9), 141.1
(C-2), 131.3 (C-5), 129.4 (C-4), 129.0 (C-3), 122.7 (C-10), 54.4 (C-1) ppm.
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7.2.7.8 Cyclisierter Gal-1 Ligand mit Boc-Gruppe mit Azido-Tetrazin 57

1 1
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Alken 38c (44.6 mg, 58.2 umol, 1.50 Ag.) und Tetrazin 56 (11.3 mg, 38.8 umol, 1.00 Aq.)
wurden in MeOH/DCM (5:1, 800 pL) und die Reaktionsldsung fur 48 h auf 60 °C erhitzt. Nach

Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck, wurde das Reaktionsgemisch zuerst

saulenchromatographisch Uber Kieselgel (DCM:MeOH =10:1 — 5:1) und anschlieend
mittels praparativer Dlinnschicht-chromatographie (DCM:MeOH = 5:1) gereinigt. Das Produkt
enthielt noch leichte Verunreinigungen, die nach der Entfernung der Boc-Schutzgruppe final

entfernt konnten.

Ausbeute: 22.9 mg (22.3 pumol, 58 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: CsgHssFN12013

Molare Masse: 1027.04 g/mol

IH-NMR (400 MHz, MeOD): & = 9.06-9.05 (m, 2H, H-9¢), 8.90 (s, 1H, H-2/H-3"), 8.03 (s, 1H,
H-17), 7.73-7.70 (m, 2H, H-4e), 7.65-7.63 (m, 1H, H-10e), 7.60-7.57 (m, 2H, H-3e), 7.47-7.42
(m, 1H, H-4c), 7.39-7.37 (m, 1H, H-2c), 7.14 (dd, 3Jes = 9.6 Hz, 3J45 = 8.7 Hz, 1H, H-5¢), 5.64
(s, 2H, H-1*), 5.04 (d, 2J =14.7 Hz, 1H, H-1), 4.84-4.72 (m, 3H, H-1, H-1%), 4.58 (d,
3] = 8.4 Hz, 1H, H-1a), 4.53 (s, 2H, H-1e), 4.40 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.03-4.00 (m, 3H,
H-4b, H-3d), 3.93-3.85 (m, 3H, H-2a, H-6a), 3.80-3.75 (m, 1H, H-6b), 3.71-3.67 (m, 1H, H-6b),
3.66-3.61 (m, 3H, H-3a, H-4a H-2b), 3.58-3.52 (m, 1H, H-5b), 3.43-3.39 (M, 2H, H-5a, H-3h),
2.03 (s, 3H, C(O)CHs), 1.45 (s, 9H, C(CHz)s) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.8 (C(O)OMe), 161.6 (d, J = 250.7 Hz, C-6c), 159.4
(C-9e), 158.1 (C-4d), 146.6 (C-2"), 139.2 (C-2e), 136.7 (C-5e), 135.3 (C-4c), 135.0 (C-2¢),
130.8 (C-4e), 129.7 (C-3e), 125.3 (C-3“), 124.2 (d, 2J = 16.3 Hz, C-1c), 121.3 (2¢, C-3c,
C-10e), 117.2 (d, 2J = 15.9 Hz, C-5¢), 104.9 (C-1b), 102.5 (C-1a), 87.6 (C-2d), 82.8 (C-3h),
81.3 (C-1d), 80.8 (C-2b), 80.6 (C-5d) 76.9 (C-5b), 76.7 (C-5a), 74.0 (C-3a), 71.7 (C-4a), 67.2
(C-1°), 66.8 (C-4b), 63.6 (C-1“), 62.6 (C-6b), 61.8 (C-6a), 56.4 (C-2a), 55.1 (C-1e), 48.4 (C-1),
31.3 (C-3d), 28.7 (C-6d), 23.1 (C(O)CHs) ppm.
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9F{IH}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -118.3 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]* 1049.38878, gefunden 1049.38490, (|Am/z| = 3.7 ppm)

7.2.7.9 Cyclisierter Gal-1 Ligand ohne Boc-Gruppe mit Azido-Tetrazin 58

57 (11.6 mg, 11.3 umol, 1.00 Ag.) wurden in MeOH (500 uL) geldst und mit TFA (500 pL)
versetzt und die Losung fur 16 h bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das
Produkt sdulenchromatographisch tiber RP-18 (H.O:MeCN = 7:3) gereinigt.

Ausbeute: 7.91 mg (8.53 umol, 76 %) eines rotfarbenen Feststoffs.
Summenformel: CasHa7FN12011
Molare Masse: 1040.94 g/mol als TFA-Salz

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 9.27-8.86 (m, 2H, H-9¢), 8.06 (s, 1H, H-1"), 7.74-7.70 (m, 2H,
H-4e), 7.58-7.56 (m, 2H, H-3e), 7.53-7.50 (m, 1H, H-4c), 7.40-7.37 (m, 1H, H-2c), 7.21 (m, 1H,
H-5¢), 5.64 (s, 2H, H-1), 4.84-4.73 (m, 2H, H-1*), 4.58 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, H-1a), 4.52 (s, 2H,
H-1e), 4.40 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.02-4.00 (m, 3H, H-4b, H-3d), 3.92-3.81 (m, 3H, H-2a
H-6a), 3.80-3.75 (dd, 2J = 11.5 Hz, 3J = 7.6 Hz, 1H, H-6b), 3.70-3.60 (m, 4H, H-3a, H-4a, H-2b,
H-6b), 3.57-3.54 (m, 1H, H-5b), 3.42-3.38 (m, 2H, H-5a, H-3b), 2.03 (s, 3H, C(O)CHs) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 173.8 (C(O)OMe), 146.6 (C-2”), 139.3 (C-2e), 135.5 (d,
3 = 8.8 Hz, C-4c), 135.0 (d, 3J = 4.0 Hz, C-2c), 130.9 (C-4e), 129.6 (C-3e), 125.5 (C-3"),117.5
(d, 2] = 22.7 Hz, C-5¢), 105.0 (C-1b), 102.5 (C-1a), 86.0 (C-2d), 82.6 (C-3b), 82.0 (C-1d), 80.8
(C-2b), 77.0 (C-5b), 76.7 (C-5a), 74.0 (C-3a), 71.7 (C-4a), 66.9 (C-4b), 63.5 (C-1“), 62.6
(C-6b), 61.8 (C-6a), 56.4 (C-2a), 55.1 (C-1e), 47.9 (C-1*“), 30.6 (C-3d), 23.1 (C(O)CHs) ppm.

F{*H}-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -76.9 (FsCOQO"), —116.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 949.33625, gefunden 949.33427, (|[Am/z| = 2.19 ppm).
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7.2.7.10 6,8-Difluoro-7-hydroxy-2-oxo-chromene-3-carbonsaure “Pacific Blue” 60

Diese Synthese wurde von Adrian Graef in der Bachelorarbeit unter der Betreuung von Jirgen
Mut durchgefihrt.

3,5-Difluoro-2,4-dihydroxybenzaldehyd (4.83 g, 27.7 mmol, 1.00 Ag.) wurden in H,O (120 mL)
geldst und mit Meldrumséaure (4.42 g, 30.7 mmol, 1.10 Aqg.) sowie NHsAc (1.12 g, 14.5 mmol,
0.50 Aq.) fiir 17 h bei RT zur Reaktion gebracht. Danach wurde wassrige HCI (37 %, 14.4 mL)
bei 0 °C zugegeben und fir 1 h geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, mit

Wasser (100 mL) gewaschen und schlie3lich an der Hochvakuumpumpte getrocknet.
Ausbeute: 4.27 g (17.6 mmol, 64 %) eines gelbfarbenen Feststoffs.

Summenformel: C10H4F20s

Molare Masse: 242.13 g/mol

!H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8.76 (s, 1H, H-3), 7.63—7.60 (m, 1H, H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): & = 163.8 (C-10), 155.6 (C-1), 148.6 (dd, J = 240.5, 3] = 4.8,
C-6), 148.6 (C-3), 141.3 (d, 3J = 8.9, C-4), 148.6 (3J = 18.2, 2J = 12.7, C-7), 138.7 (1] = 244.8,
3] = 6.5, C-8), 115.3 (C-2), 110.6 (2J = 21.0, “J = 2.6, C-5), 109.0 (2J = 10.2, C-9) ppm.

19F-NMR (376 MHz, MeOD): 6 = -135.7 (t appt, 3J = 9.9), -154.0 (d, 3J = 9.4) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M-H]~240.99540, gefunden 240.99885, (JAm/z| = 1.43 ppm).
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7.2.7.11 N-(3-azidopropyl)-6,8-difluoro-7-hydroxy-2-oxo-chromene-3-carboxylamid 61

Diese Synthese wurde von Adrian Graef in der Bachelorarbeit unter der Betreuung von Jirgen
Mut durchgefihrt.

60 (1.22 g, 5.04 mmol, 1.00 Ag.) und 3-Azidopropylaminhydrochlorid (1.38 g, 10.1 mmol, 2.00 Aq.)
wurden in DMF (33.0 mL) und DIPEA (3.00 mL, 17.6 mmol, 3.50 Ag.) geldst und auf 0 °C gekiihlt. Dem
Reaktionsgemisch wurde HATU (3.83 g, 10.1 mmol, 2.00 Aq.) zugegeben und das Reaktionsgemisch
18 h bei RT geruhrt. Anschliel3end wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt saulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 1:1) gereinigt.
Ausbeute: 948 mg (2.92 mmol, 58 %) eines gelbfarbenen Feststoffs.
Summenformel: Ci3H10F2N4O4

Molare Masse: 324.24 g/mol

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 8.76 (d, 4J = 1.4 Hz, 1H, H-3), 8.66 (t appt, 3J = 5.9 Hz, 1H,
NH), 7.73 (dd, 2J = 10.5 Hz, 5] = 2.0 Hz, 1H, H-3), 3.41-3.36 (m, 4H, H-1*, H-3‘) 1.78 (quin,
%) = 6.8 Hz) ppm.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): & = 161.2 (C-10), 159.5 (C-1), 148.9 (dd, 1J = 240.9, 3] = 4.9,
C-6), 147.1 (C-3), 140.5 (d, 3J = 9.0, C-4), 140.1 (3] = 18.3, 2 = 12.6, C-7), 138.8 (}J = 245.0,
3] =6.6, C-8), 116.4 (C-2), 110.6 (3J = 21.1, 4J = 2.9, C-5), 109.5 (2] = 9.9, C-9), 48.6 (C-3),
36.8 (C-1'), 28.4 (C-2) ppm.

19F-NMR (376 MHz, MeOD): & = -135.1 (t appt, 3J = 10.2), =154.0 (d, 3J = 9.8) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M] 324.06756, gefunden 324.06834, (|JAm/z| = 2.40 ppm).
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7.2.7.12 (9H-Fluoren-9-yl)methyl-tert-butyl-(6-((6-azidohexyl)amino)-6-oxohexane-1,5-
diyl)-(S)-dicarbamat 88

3a 0] ; HN (@]
2a 3 5=
o P
H 2 4 8 10 12
HN NN
N3
7 9 11

Fmoc-Boc-Lysine (1.29 g, 2.75 mmol, 1.00 Aq.), 6-Azidohexylamin-Hydrochlorid (738 mg,
4.13 mmol, 1.50 Ag.) und DIPEA (1.68 mL, 9.64 mmol, 3.50 Aq.) wurden in DMF (13.8 mL)
versetzt und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend wurde HATU (2.10 g, 5.51 mmol, 2.00 Aq.)
portionsweise zugegeben und nach 1 h bei 0°C anschlieBend 2 h bei RT gerthrt. Das
Gemisch wurde mit DCM verdinnt und die organische Phase mit ges. NH4CIl-Ldsung
gewaschen. Das Ldsungsmittel wurde tUber MgSO4 getrocknet, unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Cy:EE = 1.5:1 — 1:1)
gereinigt.

Ausbeute: 1.58 mg (2.67 umol, 97 %) eines farblosen Ols. In den NMR-Spektren wurden noch
Reste von DMF detektiert und auf weitere Aufreinigung verzichtet.

Summenformel: C3;H44NgOs.
Molare Masse: 592.74 g/mol.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 7.74-7.72 (m, 2H, H-8b), 7.57-7.55 (m, 2H, H-5b), 7.39-7.35
(m, 2H, H-6b), 7.30-7.26 (m, 2H, H-7b), 4.35-4.33 (m, 2H, H-2b), 4.19-4.11 (m, 2H, H-3b,
H-5), 3.21-3.17 (m, 4H, H-7, H-12), 3.09-3.03 (m, 2H, H-1), 1.86-1.79 (m, 1H, H-4), 1.71-1.60
(m, 1H, H-4), 1.57-1.44 (m, 6H, H-2, H-8, H-11), 1.41 (s, 3H, H-3a), 1.36-1.25 (m, 4H, H-9,
H-10) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 171.8 (C-6), 156.3 (2C, C-1a, C-1h), 143.8 (C-9b), 141.3
(C-4b), 127.8 (C-6b), 127.1 (C-7h), 125.1 (C-5b), 120.0 (C-8b), 79.3 (C-2a), 67.1 (C-2b), 54.9
(C-5), 51.3 (C-12), 47.1 (C-3b), 40.0 (C-1), 39.4 (C-7), 32.2 (C-4), 29.6 (C-2), 29.4 (C-8), 28.7
(C-11), 28.5 (C-3a), 26.4 (2C, C-9, C-10), 22.6 (C-3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 615.3265, gefunden 615.3257, (|JAm/z| = 1.4 ppm).
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7.2.7.13 tert-Butyl-(S)-(5-amino-6-((6-azidohexyl)amino)-6-oxohexyl)carbamat 64

2a 3 5 o
0 1a~N 3
2 4 8 10 12
HN\/\/\/\
N3

87 (950 mg, 1.60 mmol, 1.00 Aqg.) wurde in DMF (5 mL) und Piperidin (5.0 mL, 50.6 mmol,
31.6 Ag.) geldst und die Losung 3 h bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch Uber
Kieselgeld (DCM:MeOH = 20:1 — 5:1) gereinigt.

Ausbeute: 541 mg (1.46 umol, 91 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C17H34NgO:s.
Molare Masse: 370.50 g/mol.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 3.35-3.32 (m, 1H, H-5), 3.30-3.27 (m, 2H, H-12), 3.25-3.16
(m, 1H, H-7), 3.03 (t, 3J = 6.9 Hz, 2H, H-1), 1.74-1.66 (m, 1H, H-4), 1.66-1.57 (m, 3H, H-4,
H-11), 1.56-1.50 (m, 2H, H-8), 1.50-1.45 (m, 2H, H-2), 1.43 (s, 3H, H-3a) 1.41-1.32 (m, 4H,
H-9, H-10) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): &= 176.1 (C-6), 158.6 (C-l1a), 79.9 (C-2a), 55.8 (C-5), 52.4
(C-12), 41.1 (C-1), 40.2 (C-7), 35.5 (C-4), 30.7 (C-2), 30.7 (C-8), 29.8 (C-11), 28.8 (C-3a), 27.4
(2C, C-9, C-10), 23.8 (C-3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 393.2590, gefunden 393.2588, (|Am/z| = 0.5 ppm).
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7.2.7.14 (S)-N-(6-amino-1-((6-azidohexyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)-6,8-difluoro-7-

hydroxy-2-oxo-chromene-3-carboxamide 66

64 (500 mg, 1.35 mmol, 1.00 Ag.) wurden in DMF (7.0 mL) gelést und mit Fluorophor 60
(490 mg, 2.02 mmol, 1.50 Ag.) und DIPEA (705 uL, 4.05 mmol, 3.00 Aq.) versetzt. Das
Gemisch wurde auf 0 °C gekihlt und mit HATU (720 mg, 1.89 mmol, 1.40 Aq.) zur Reaktion
gebracht. Nach 1 h bei 0 °C wurde die Reaktionslosung 16 h bei RT gerihrt. Die Lésung wurde
mit DCM verdinnt und die organische Phase drei Mal mit ges. NH4Cl-L6ésung gewaschen,
Uber MgSO. getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tiber Kieselgel (EE — EE:MeOH = 4:1) gereinigt

und alle Fraktionen mit Produkt vereint.

Das noch verunreinigte Produkt wurde in DCM (5.0 mL) geldst, mit TFA (5.0 mL, 65.3 mmol,
50.1 Ag.) versetzt und 2 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde anschlieRend unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch tber RP-18
(H20:MeCN = 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 235 mg (386 umol, 29 % lber 2 Stufen) eines gelbfarbenen, blau-fluoreszierenden

Feststoffs.
Summenformel: Cz4H29FsNeO7 als TFA-Salz.
Molare Masse: 608.52 g/mol als TFA-Salz.

!H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 8.71 (Sbr, 1H, H-3), 7.40 (dd, 3Ju.r = 10.1 Hz, %Jur = 1.7 Hz,
1H, H-5), 4.54 (dd, 3J = 7.8 Hz, 3] = 5.5 Hz, 1H, H-5a), 3.27 (t, 3J = 6.8 Hz, 2H, H-12a), 3.22
(t, 33 =7.0 Hz, 2H, H-7a), 2.95 (t, *J = 7.6 Hz, 2H, H-1a), 1.99-1.90 (m, 1H, H-4a), 1.87-1.78
(m, 1H, H-4a), 1.77-1.66 (m, 2H, H-2a), 1.61-1.46 (m, 6H, H-3a, H-8a, H-11a), 1.43-1.32 (m,
4H, H-9a, H-10a) ppm.
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13C-NMR (100 MHz, MeOD): 6=173.4 (C-6a), 163.6 (C-10), 161.8 (C-1), 151.3 (dd,
13 =242.6 Hz, %) = 4.9 Hz, C-6), 149.2 (C-3), 144.0 (dd, 2 = 18.2 Hz,2J = 12.6 Hz, C-7),142.5
(dd, 23 =9.2 Hz, 2J = 1.4 Hz, C-9), 140.7 (dd, *J = 246.0 Hz, 3J = 6.6 Hz, C-8), 115.9 (C-2),
111.2 (dd, 2J = 21.2 Hz, 43 = 12.6 Hz, C-5), 110.2 (dd, 3J = 10.0 Hz, C-4), 54.9 (C-5a), 52.3
(C-12a), 40.5 (C-1a), 40.4 (C-7a), 33.4 (C-4a), 30.2 (C-8a), 29.8 (C-11a), 28.2 (C-2a), 27.4
(2C, C-9a, C-10a), 23.6 (C-3a) ppm.

19F{1H}-NMR (376 MHz, CDCls): & = -76.9, -137.2, -154.4 ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fir [M+Na]*517.1981, gefunden 517.1990, (|Am/z| = 1.7 ppm).
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7.2.7.15 2,4,6-Tri-O-acetyl-O-(methyl-1,2,3-triazol-4-yl)methyl-B-d-galacto-pyranosyl-
(1—4)-2-acetamido-1-O-allyl-3,6-O-diacetyl-2-deoxy-B-d-glucopyranosid 67

- OAc
YN " OAc °
=N o 50 % o
\ AcO
N=N %?\ NHAC ! N
AcO 'OAc

40 (76.0 mg, 147 umol, 1.00 Ag.) wurde in Pyridin (1.50 mL, 18.6 mmol, 127 Aq.) gel6st und
Ac2O (750 pL, 7.93 mmol, 54.1 Aq.) zugegeben und die Lésung 16 h bei RT geriihrt. Die
L6sung wurde mit EE verdinnt und die organische Phase mit Wasser und ges. NaHCOs-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSO. getrocknet, abfiltriert und unter
vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 102 mg (140 pmol, 96 %) eines farblosen Ols.
Summenformel: C31H44N4O16
Molare Masse: 728.71 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.46 (s, 1H, H-3“), 6.10 (d, 3J = 9.4 Hz, 1H, NH), 5.84-5.75
(m, 1H, H-2), 5.36 (d appt, 3J = 2.9 Hz, 1H, H-4b), 5.21 (ddd, 3] =17.2 Hz, “J = 3.1 Hz,
2J = 1.5 Hz, 1H, H-3'ans), 5.12 (ddd, 3J = 10.4 Hz, 4J = 3.1 Hz, 2J = 1.4 Hz, 1H, H-3"¢s), 5.02
(dd, 3J = 9.4 Hz, 3J = 8.2 Hz, 1H, H-3a), 4.91 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 8.0 Hz, 1H, H-2b), 4.66 (d,
2) =12.5 Hz, 1H, H-1%), 4.57 (d, 2J = 12.6 Hz, 1H, H-1%), 4.46 (d, 3J = 7.4 Hz, 1H, H-1a),
4.43-4.37 (M, 2H, H-1b, H-6a), 4.27-4.23 (m, 1H, H-1°), 4.06-3.97 (m, 8H, H-2a, H-6a, H-6b,
H-1°, H-4%), 3.78 (t appt, 3J = 6.0 Hz, 1H, H-5b), 3.71 (t appt, 3J = 8.3 Hz, 1H, H-4a), 3.65 (dd,
3] = 9.5 Hz, 3] = 1.8 Hz, 1H, H-3b), 3.56 (m, 1H, H-5a), 2.09, 2.07, 2.04, 2.02, 1.94, 1.92 (6s,
18H, 6CHs) ppm.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): &=170.7 (CHsCO,C-3a), 170.6 (CHsCO,C-6a), 170.5
(CH3CO,C-6b), 170.4 (CH3C(O)N), 170.3 (CHsCO,C-4b), 169.6 (CHsCO,C-2b), 144.6 (C-1%),
133.6 (C-2'), 124.0 (C-3), 117.5 (C-3'), 101.1 (C-1b), 99.8 (C-1a), 76.8 (C-3b), 75.8 (C-4a),
72.6 (2C, C-3a, C-5a), 70.9 (C-5h), 70.7 (C-2b), 69.7 (C-1°), 65.9 (C-4b), 63.1 (C-1"), 62.5
(C-6a), 61.3 (C-6b), 53.0 (C-2a), 36.8 (C-4”), 23.2, 20.9, 20.9, 20.8, 20.7, 20.7 (6C, OCHs)
ppm.

MS (ESI): berechnet fir [M+Na*] 751.26445, gemessen 751.26525, (|[Am/z| = 1.06 ppm).
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7.2.7.16 Gal-1 Ligand 40 erweitert mit Fluorophor und Azid 69

6a
\N/Y\ 48
HO
6b 0

3a 1 2d
HO “OH NHAc

Disaccharid 67 (80.0 mg, 110 pmol, 1.47 Ag.) wurde in einem Gemisch aus DCM (1.0 mL),
MeCN (0.5 mL) und wassriger HCI (1.0 mL, 1.0 M) gelést und RuCls-3H,O (4.95 mg,
22.0 umol, 0.29 Aq.) und NalO4 (352 mg, 1.65 mmol, 22.0 Aqg.) hinzugegeben. Das Gemisch
wurde 3 h bei RT geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Lésung mit DCM verdinnt und
die organische Phase mit ges. NH4CI-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand
wurde mit 66 (45.5 mg, 74.8 umol, 1.00 Aq., ist die limitierte Komponente und bestimmt die
Ausbeute) in trockenem DMF (1.0 mL) und DIPEA (57.3 pL, 329 umol, 4.40 Aq.) gelost. Die
Lésung wurde auf 0 °C gekiihlt und HATU (62.6 mg, 165 umol, 2.20 Ag.) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde zuerst 2 h bei 0 °C und anschliel3end 16 h bei RT gerihrt. Diese
wurde nach beendeter Reaktion mit DCM verdinnt und mit ges. NH4Cl-L6sung gewaschen.
Die wassrige Phase wurde mit DCM reextrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber
MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand
wurde saulenchromatographisch Uber Kieselgel (DCM:MeOH = 10:1 — 5:1) gereinigt und alle
Fraktion mit Produkt vereint.

Zur besseren Aufreinigung mit der HPLC Uber RP-18 muss die Substanz wasserléslich sein
und die Acetylgruppen vorher entfernt werden. Dazu wurde das Rohprodukt in trockenem
MeOH (1.0 mL) gelést und NaOMe (1.0 mL, 0.5 m, 500 pmol, 6.69 Ag.) hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch 30 min bei RT gerihrt. Diese wurde mit saurem lonentauscher (Dowex®)
neutralisiert, abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der

Ruckstand wurde saulenchromatographisch uber RP-18 (H.O:MeCN = 4:1 —1:1) gereinigt.
Ausbeute: 11.8 mg (11.7 umol, 16 %) eines gelbfarbenen, blau-fluoreszierenden Feststoffs.
Summenformel: C42HsgF2N10O17

Molare Masse: 1012.98 g/mol
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IH-NMR (600 MHz, MeOD): & = 8.71 (s, 1H, H-3c), 7.94 (s, 1H, H-3"), 7.37-7.35 (m, 1H, H-5¢),
4.82 (d, 2J=12.3 Hz, 1H, H-1%), 4.74 (d, 2J=12.3 Hz, 1H, H-1%), 4.50 (dd, 3J = 8.0 Hz,
3] = 5.6 Hz, 1H, H-5d), 4.42 (d, 3J = 8.1 Hz, 2H, H-1a, H-1b), 4.28 (d, 2J = 15.1 Hz, 1H, H-1%),
4.10 (s, 3H, H-4%), 4.06-4.05 (m, 1H, H-4b), 4.01 (d, 2J = 15.1 Hz, 1H, H-1°), 3.91 (dd,
2J = 12.2 Hz, 3J = 2.4 Hz, 1H, H-6a), 3.86 (dd, 2J = 12.2 Hz, 3] = 4.2 Hz, 1H, H-6a), 3.81-3.76
(m, 2H, H-2a, H-6b), 3.70 (dd, 2] = 11.5 Hz, 3J = 4.5 Hz, 1H, H-6b), 3.69-3.62 (m, 3H, H-2b,
H-3a, H-4a), 3.59-3.57 (m, 1H, H-5b), 3.44-3.41 (m, 2H, H-3b, H-5a), 3.30-3.19 (m, 6H, H-1d,
H-7d, H-12d), 2.00 (s, 3H, C(O)CHs), 1.94-1.88 (m, 1H, H-4d), 1.82-1.76 (m, 1H, H-4d),
1.61-1.52 (m, 6H, H-2d, H-8d, H-11d), 1.46-1.35 (m, 6H, H-3d, H-9d, H-10d) ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & = 174.2 (C(O)OMe), 173.8 (C-6d), 171.9 (C-2'), 164.1 (C-10c),
162.4 (C-1c), 149.3 (C-3c), 146.3 (C-2"), 143.1 (m, C-7), 142.9 (dd, 2J = 9.2 Hz, C-9), 125.9
(C-3"), 110.6 (m, C-5c), 105.0 (C-1b), 103.1 (C-1a), 82.6 (C-3b), 80.7 (C-2b), 76.9 (C-5b), 76.7
(C-5a), 73.7 (C-3a), 71.7 (C-4a), 69.3 (C-1'), 66.8 (C-4b), 63.4 (C-1"), 62.5 (C-6b), 61.8 (C-6a),
56.5 (C-2a), 55.1 (C-5d), 52.3 (C-12d), 40.3 (C-7d), 39.6 (C-1d), 37.0 (C-4"), 33.5 (C-4d), 30.2
(C-2d), 30.0 (C-8d), 29.8 (C-11d), 27.4 (2C, C-9d, C-10d), 24.0 (C-3d), 23.1 (OCHz) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M—H]~1011.38767, gefunden 1011.38950, (|Am/z| = 1.81 ppm).
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7.2.8 Synthese von Azido-funktionalisierten Oligosacchariden

7.2.8.1 Hepta-O-acetyl(3-Azidopropyl)lactose 88

6 OAc
s OAcC
(o) (0] 2'
Ac?b 012«c0 y o\/\/N3
6b 3a 1" 3
AcO “OAc OAc

Octaacetyllactose (264 mg, 389 ymol, 1.00 Ag.) wurden mit Azidopropanol (197 mg,
1.95 mmol, 5.00 Ag.) und FeCl; (189 mg, 1.17 mmol, 3.00 Ag.) in trockenem Toluol (10 mL)
geldst und in der Mikrowelle fur 15 min bei 100 °C zur Reaktion gebracht. Die dunkle
Reaktionslosung wurde mit abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch tber Kieselgel (Cy:EE = 2:1 — 1:1)

gereinigt.

Ausbeute: 172 mg (239 pmol, 62 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C29H41N3018

Molare Masse: 719.65 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 5.33 (dd, 3J = 3.4 Hz, 3] = 1.0 Hz, 1H, H-4b), 5.18 (t appt,
8J = 9.3 Hz, 1H, H-3a), 5.09 (dd, 3J = 10.5 Hz, 3J = 7.9 Hz, 1H, H-2b), 4.94 (dd, 3J = 10.4 Hz,
8J = 3.4 Hz, 1H, H-3b), 4.88 (dd, 3J = 9.6 Hz, 3J = 7.9 Hz, 1H, H-2a), 4.48 (dd, 2] = 12.2 Hz,
3= 2.4 Hz, 1H, H-6a), 4.47 (d, 3J=6.3 Hz, 1H, H-1b), 4.45 (d, 3J = 6.4 Hz, 1H, H-1a),
4.14-4.04 (m, 3H, H-6a, H-6b), 3.92-3.84 (m, 2H, H-5b, H-1°), 3.80-3.74 (m, 1H, H-4a),
3.62-3.53 (m, 2H, H-5a, H-1°), 3.39-3.32 (m, 2H, H-3%), 2.14, 2.11, 2.04, 3x 2.03, 1.95 (s, 7x
3H, 7x CHs), 1.86-1.77 (m, 2H, H-2) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 170.5, 170.4, 170.3, 170.2, 169.9, 169.7, 169.2 (7x Ester),
101.2 (C-1b), 100.6 (C-1a), 76.3 (C-4a), 72.9 (C-5a), 72.8 (C-3a), 71.7 (C-2a), 71.1 (C-3b),
70.8 (C-5b), 69.2 (C-2b), 66.7 (C-4b), 66.6(C-1'), 62.0 (C-6a), 60.9 (C-6b), 48.0 (C-3’), 29.1
(C-2’), 21.0, 20.9, 20.8, 20.8, 20.7, 20.7, 20.6 (7x OCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 742.2277, gefunden 742.2275, (|JAm/z| = 0.3 ppm).
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7.2.8.2 (3-Azidopropyl)lactose 70
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88 (119 mg, 166 ymol, 1.00 Ag.) wurden in trockenem Methanol (5.0 mL) gelést und mit
NaOMe-L6sung (501 yL, 0.5 M, 250 ymol, 1.51 Aq.) fur 2 h bei RT zur Reaktion gebracht. Die
Losung wurde mit saurem lonentauscher (Dowex®) neutralisiert, vom Harz abfiltriert und das

Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 69.8 mg (164 pmol, quant.) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C15H27N3011

Molare Masse: 425.39 g/mol

1H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 4.36 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, H-1b),4.29 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1a),
3.99-3.91 (m, 1H, H-19), 3.90 (dd, 2J = 12.1 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1H, H-6a), 3.84 (dd, 2J = 12.1 Hz,
8J = 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.83-3.80 (m, 1H, H-4b), 3.78 (dd, 2J = 11.4 Hz, 3J = 7.5 Hz, 1H, H-6b),
3.69 (dd, 2J = 11.4 Hz, 3] = 4.7 Hz, 1H, H-6b), 3.67-3.63 (m, 1H, H-1°), 3.60-3.56 (m, 2H,
H-5b, H-4a), 3.55-3.49 (m, 3H, H-2b, H-3b, H-3a), 3.45 (t, 3J = 6.9 Hz, 1H, H-3"), 3.41 (ddd,
8J=9.4Hz,%)=4.1Hz, 3] =27 Hz, 1H, H-5a), 3.24 (dd, 3J = 8.9 Hz, 3J = 7.9 Hz, 1H, H-2a),
1.86 (quin, 3J = 6.5 Hz, 1H, H-2‘) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 105.1 (C-1°), 104.3 (C-1), 80.5 (C-4), 77.1 (C-5), 76.4 (C-5),
76.4 (C-3), 74.8 (C-2'), 74.7 (C-2), 72.6 (C-3'), 70.3 (C-4'), 67.6 (C-1%), 62.5 (C-6'), 61.9 (C-6),
49.4 (C-3*), 30.2 (C-2“) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet flr [M+Na]* 448.15378, gefunden 448.15236, (|JAm/z| = 3.2 ppm).
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7.2.8.3 (3-Azidopropyl)-Gb3-Saccharid 71
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Die Enzymreaktion wurde zusammen mit Dr. Maria Ortiz-Soto durchgeftihrt.

70 (8.99 mg, 21.1 umol, 1.00 Aqg.), UDP-Gal-2Na (12.9 mg, 21.1 umol, 1.00 Aq.), a-1,4-
Galactosyltransferase LgtC-C246S (50 pg/mL, aus Neisseria meningitidis exprimiert in E. coli)
und MnCl; (5 mm) wurden in Tris-HCI Puffer (50 mm, pH = 7.5, 2.0 mL) gegeben und 48 h bei
32 °C inkubiert. Nach beendeter Reaktion wurde die Lésung fir 5 min bei 95 °C erhitzt und
das ausgefallene Enzym zentrifugiert. Der Uberstand wurde gefriergetrocknet und das
Rohprodukt wurde zuerst saulenchromatographisch Uber Kieselgel
(CHCI3:MeOH:H,0 = 6:4:1) und anschlieBend Uber RP18 (H.O:MeCN =100:0 — 70:30)

gereinigt.

Ausbeute: 8.36 mg (14.2 umol, 67 %) eines farblosen Feststoffs.
Summenformel: C21H37N3016

Molare Masse: 587.53 g/mol

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 4.95 (d, 3J = 3.6 Hz, 1H, H-1c), 4.43-4.41 (m, 1H, H-1b), 4.29
(d, 33 =7.8Hz, 1H, H-1a), 4.27-4.25 (m, 1H, H-5c), 3.98-3.94 (m, 2H, H-4b, 1xH-1%),
3.93-3.91 (m, 1H, H-4c), 3.89-3.87 (m, 2H, H-6a), 3.84-3.82 (m, 2H, H-6b), 3.81-3.80 (m,
2H, H-2c, H-3c), 3.76-3.68 (m, 2H, H-6¢), 3.68-3.63 (M, 2H, H-5b, 1xH-1%), 3.61-3.53 (m, 2H,
H-4a, H-2b, H-3b), 3.51 (dd, 3J = 8.9 Hz,3J = 8.9 Hz, 1H, H-3a), 3.45 (t, ®J = 6.8 Hz, 1H, H-3a),
3.42-3.38 (m, 1H, H-5a), 3.24 (dd, 3J = 9.0 Hz,3J = 7.9 Hz, 1H, H-2a), 1.87 (quin, 3J = 6.5 Hz,
2H, H-2°) ppm.

13C-NMR (100 MHz, MeOD): & = 105.3 (C-1b), 104.3 (C-1a), 102.6 (C-1c), 80.9 (C-4a), 79.7
(C-4b), 76.5 (C-5b), 76.4 (C-5a), 76.4 (C-3a), 74.8 (C-2a), 74.6 (C-3b), 72.8 (C-5¢), 72.6
(C-2b), 71.3 (C-2¢), 71.0 (C-4c), 70.5 (C-3c), 67.6 (C-1'), 62.6 (C-6¢), 61.8 (C-6a), 61.4 (C-6b),
49.4 (C-3"), 30.2 (C-2') ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M+Na]* 610.2066, gefunden 610.2049, (|JAm/z| = 2.9 ppm).
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7.2.8.4 3-Azidopropyl)-GM3-Saccharid 72
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Die Enzymreaktion wurde zusammen mit Dr. Maria Ortiz-Soto durchgeftihrt.

70 (50.0 mg, 118 pmol, 1.00 Aq.), Trans-Sialidase TcTs (20 pL semi-gereinigte Phase, aus
Trypanosoma cruzi exprimiert in E. coli) und Fetuin (Sialinsauredonor, 250 mg) wurden in Tris-
HCI Puffer (100 mm, pH = 7.0, 5.0 mL) gegeben und 24 h bei 30 °C inkubiert. Die Umsetzung
war nicht quantitativ, jedoch wurde auch bei langeren Reaktionszeiten keine weitere
Umsetzung beobachtet. Das Enzym und Fetuin wurden durch Ultrafiltration unter Verwendung
einer Membran (Trenngrenze von 10 kDA) entfernt. Die verbleibende wassrige Lésung wurde
gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde zuerst saulenchromatographisch Uber Kieselgel
(CHCI3:MeOH:H,0 = 6:4:1) und anschlieBend Uber RP-18 (H.O:MeCN =100:0 — 70:30)
gereinigt.

Ausbeute: 12.9 mg (18.0 umol, 15 %) eines farblosen Feststoffs, Wiedergewinnung von
70 (33.8 mg, 68 %).

Summenformel: CzsH4aN4O19
Molare Masse: 716.65 g/mol

'H-NMR (600 MHz, MeOD): 6 = 4.43(d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1b), 4.29 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, H-1a),
4.02 (dd, 33 = 9.7 Hz,3J = 2.9 Hz, 1H, H-3b), 3.98-3.92 (m, 1H, H-1°), 3.91-3.89 (m, 3H, H-6a,
H-4b), 3.86-3.82 (m, 2H, H-7c, H-9¢), 3.78-3.74 (m, 3H, H-5c, H-6b), 3.67-3.60 (m, 4H, H-1,
H-4c, H-5b, H-9c¢), 3.59-3.54 (m, 3H, H-2b, H-4a, H-6¢), 3.52-3.49 (m, 2H, H-3a, H-8c), 3.45
(t, 33 =6.8 Hz, 1H, H-3%), 3.43-3.39 (m, 1H, H-5a), 3.24 (dd, 3] =8.7 Hz, 3J = 8.1 Hz, 1H,
H-2a), 2.79 (dd, 2J = 12.8 Hz,3J = 3.3 Hz, 1H, H-3c), 2.00 (s, 3H, C(O)NHCHjs), 1.90-1.82 (m,
3H, H-2°, H-3c) ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & = 175.3 (C(O)N), 173.0 (C(O)OH), 105.1 (C-1b), 104.3 (C-1a),
100.3 (C-2c), 80.8 (C-4a), 77.8 (C-3b), 76.9 (C-6c), 76.4 (C-5a), 76.4 (C-3a), 75.2 (C-5b), 74.7
(C-2a), 72.7 (C-7c), 70.8 (C-2b), 70.0 (C-8c), 69.4 (C-4b), 68.9 (C-4c), 67.6 (C-1°), 64.7 (C-9¢),
62.5 (C-6b), 61.9 (C-6a), 53.8 (C-5¢), 49.3(C-3"), 41.4 (C-3c), 30.2 (C-2°), 22.6 (NHCH3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M-H]~ 715.2527, gefunden 715.2533, (|JAm/z| = 0.8 ppm).
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7.2.8.5 3-Azidopropyl)-GM2-Saccharid 73
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Die Enzymreaktion wurde zusammen mit Dr. Maria Ortiz-Soto durchgeftihrt.

72 (7.71 mg, 10.8 umol, 1.00 Aq.), UDP-GalNAc-2Na (10.0 mg, 15.3 umol, 1.42 Aq.), B-1,4-N-
Acetylgalactosaminyltransferase CgtA (50 uL clear-extract, aus Campylobacter jejuni
exprimiert in E. coli) und MgCl. (5 mMm) wurden in Tris-HCI Puffer (40 mm, pH =7.5, 1.0 mL)
gegeben und 48 h bei 35°C inkubiert. Das Enzym wurden durch Ultrafiltration unter
Verwendung einer Membran (Trenngrenze von 10 kDA) entfernt. Die verbleibende wéssrige
Losung wurde gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde zuerst séulenchromatographisch
Uber Kieselgel (CHCl;:MeOH:H,0 = 6:4:1) und anschlie3end tiber RP-18 (H,O:MeCN = 100:0
— 70:30) gereinigt.

Ausbeute: 6.92 mg (7.52 umol, 70 %) eines farblosen Feststoffs, Wiedergewinnung von
72 (1.22 mg, 16 %).

Summenformel: Cz4Hs57Ns024
Molare Masse: 919.84 g/mol

IH-NMR (600 MHz, MeOD): & = 4.81 (d, 3J = 8.5 Hz, 1H, H-1d), 4.43 (d, 3J = 7.9 Hz, 1H, H-1b),
4.28 (d, 3J =7.8 Hz, 1H, H-1a), 4.15-4.14 (m, 1H, H-4b), 4.05 (dd, 3J =9.7 Hz,3J = 3.2 Hz,
1H, H-3b), 3.97-3.93 (m, 2H, H-2d, H-1°), 3.91-3.84 (m, 5H, H-6a, 1xH-6b, H-4c, H-9c),
3.79-3.73 (m, 5H, H-5¢, H-7c, H-4d, H-5d, H-6d), 3.71-3.68 (m, 2H, H-5b, H-6d), 3.67-3.62
(m, 2H, H-6b, H-1%), 3.57-3.49 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-8c, H-9c, H-3d), 3.46-3.42 (m, 3H, H-2b,
H-3°) 3.41-3.37 (m, 2H, H-5a, H-5¢), 3.23 (dd, 3J = 9.0 Hz, 3J = 8.0 Hz, 1H, H-2a), 2.68 (dd,
2] = 12.8 Hz, 3 = 4.8 Hz, 1H, H-3c), 2.04-1.99 (m, 7H, H-3c, 2x C(O)NHCHSs), 1.87 (quin,
3J = 6.6 Hz, 2H, H-2') ppm.

13C-NMR (150 MHz, MeOD): & = 175.5 (C(O)N), 174.7 (C4(O)N),174.0 (C.(O)OH), 105.0
(C-1b), 104.3 (C-1a), 104.2 (C-1d), 102.6 (C-2c), 81.2 (C-4a), 78.8 (C-4b), 76.6 (C-3b), 76.4
(2C, C-5a, C-4d), 76.3 (C-3a), 75.6 (C-5b), 75.2 (C-8c), 74.8 (C-2a), 74.2 (C-3d), 73.1 (C-7c),
71.0 (C-2b), 70.4 (C-6c), 69.8 (C-5d), 69.3 (C-4c), 67.6 (C-1'), 65.4 (C-9c), 63.0 (C-6d), 61.9
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(C-6a), 61.7 (C-6b), 54.5 (C-2d), 53.6 (C-5c), 49.4 (C-3’), 38.6 (C-3c), 30.2 (C-2’), 23.5, 22.6
(2x OCHz3) ppm.

MS (ESI m/z) berechnet fur [M-H]-918.3321, gefunden 918.3375, (|JAm/z| = 4.8 ppm).
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7.3 Biochemische Arbeiten
7.3.1 Ziuchtung der Galectin-1 Kristalle

Kristallisation

Eine Galectin-1 Losung mit einer Konzentration von etwa 40 mg/mL wurde von Julian Bechold
zur Verfugung gestellt. (Zusammensetzung des Lagerungs-Puffers: HEPES (20 mwm,
pH = 7.5), NaCl (120 mwm), B-Mercaptoethanol (2.0 mm)). Die Kristallisation und die Analyse
der gemessenen Rontgenstrukturen wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Clemens Grimm

durchgefihrt.

Fur die Kristallisation von Gal-1 wurde die Methode ,Dampfdiffusion am hangender Tropfen*
(hanging-drop vapor-diffusion method) verwendet. Dazu wurde auf die Kristallisationsscheibe
Gal-1-Lésung (2.0 yL) zusammen Kristallisationspuffer (2.0 yL, gleicher Volumenanteil)
gegeben und die Kammer mit 100 L Kristallisationspuffer beftllt. Die Kammer wurde mit der
Scheibe verschlossen, sodass der Tropfen nach unten hangt. (Zusammensetzung des
Kristallisationspuffers: (NH4).SO. (2.2 M), BisTris (100 uMm, pH =5.0), B-Mercaptoethanol
(1.0 %)). Nach 2-4 Wochen bei 16 °C wurden die Gal-1 Kristalle mit Gro3en von mehreren
100 pm gebildet.

Soaking

Fir die anschlieRende Zugabe der Liganden 39a-f, 40 oder 41 wurde diese jeweils im Cryo-
Puffer geldst. Dieser hat nahezu die gleiche Zusammensetzung wie der Kristallisationspuffer,
mit der Ausnahme, dass 25 % Wasser durch Glycerin ausgetauscht sind. Die Scheiben
wurden aus Kristallisationskammer vorsichtig herausgenommen und dem Tropfen (2.0 L) des
jeweiligen Liganden im Cryo-Puffer zugegeben. Nach 5 min wurden der 2.0 yL der LOsung
entnommen, ohne dabei die Gal-1 Kristalle zu beschadigen. Schrittweise wurde durch Zugabe
von Cryo-Puffer und Entnahme der Lésung dieser ausgetauscht. Die Kristalle wurden aus der
Lésung entnommen (loop) und direkt in flissigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren. Diese
wurden anschlieBend einem ,Aluminium-Revolver® gelagert, der fur die Automation am

jeweiligen Synchrotron geeignet waren.
Datenerhebung, Strukturauflésung und Verfeinerung

Die aufgeldsten Strukturen von 40 und 41 im Gal-1 wurde am Synchrotron in Hamburg
gemessen. Die Beugungsquelle (PETRA lll, EMBL c/o DES) lieferte eine Wellenlange
(0.92626 A). Die bereits publizierte Struktur 5MWX[2% wurde als Basis genutzt und die neuen
Liganden im Modus molecular replacement und anschlieRend refinement (Verfeinerung) mit
PHENIX28 durchgefiihrt. Die Liganden wurden in die gemessene Elektronendichte gesetzt.
Fur die richtige Datei (restraint) wurden Koordinaten der Liganden im PRODRG Server(?®]

genutzt.
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7.3.2 ITC-Messungen

Die Messung der Dissoziationskonstanten der Liganden zum Galectin-1 wurden mit einem
MircoCaliTC200 durchgefiihrt. Dieses wurde von Prof. Dr. Lorenz Meinel zur Verfligung
gestellt. Der schematische Aufbau des Geréts ist unter Kapitel 4.2.3 beschrieben. Die Gal-1
Lésung wurde gegen entgasten ITC-Puffer bestehend aus Na-phosphat (5.0 mm, pH = 7.2),
NaCl (200 mm) und B-Mercaptoethnaol (4.0 mm) dialysiert. Die Liganden 39a-f, 40 und 41
wurden im selben Puffer gelost (Uberstand beim letzten Zyklus der Dialyse). Die Kammer
wurde Gal-1 Lésung beflllt (1.0 mm, 300 yL) und Uber die Kanile der Ligand hinzutitriert
(20.0 mM, 20x 2.0 uL). Fur die erste Injektion wurden 0.4 pyL verwendet. Die Warmekorrektur
wurde aufgenommen und auf das Stoffmengenverhéltnis des Liganden bzw. Proteins
gerechnet. Das gegebene Programm wurde fUr die Auswertung verwendet. Dazu wurde one
set of sites eine nichtlineare Kurve angepasst.
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7.3.3 Isolierung der Glycopeptide fir die LC-MS/MS
Zellkultur

Die Zelllysate aus drei Zellkulturen (Inkubation fir 3 d von DMSO als Kontrolle, von 1.0 mm
SiaNAl 8a (1.0 mMm in H20) und von AcsManNAI 12a (20 um in DMSO) wurden von Prof. Dr. R.
Ebert zur Verfigung gestellt.

Fur die Isolierung und weiteren Verarbeitung wurde in Eigenarbeit das Protokoll von
Woo et al. durchgefiihrt.l22¢!

Jedes Zelllysat wurde auf eine Konzentration von 300 pg pro 50 uL verdinnt. Es wurden SDS-
Puffer (50 uL,10 %) zugegeben und die Proben fir 10 min auf 90 °C erhitzt. Die Proben
wurden mit HsPO,4 (10 pL, 12 %) versetzt und S-Trap-Bindungspuffer (700 uL, 90% MeOH,
50mm TEAB). Die Lésungen wurden auf kleine Filter (spin columns) tUberfihrt und die Lésung
mit einer Tischzentrifuge abfiltriert. Die Proteine wurden noch mit S-Trap-Bindungspuffer (3x
400 uL) gewaschen. Anschliel3end wurden die Proben mit Trypsin in TEAB (10 pg Trypsin pro
Probe, 125 pL, 50 mm TEAB) Uber Nacht inkubiert. Die Losungen wurden zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und der Riickstand in TEAB (160 pL, 50 mm) und mit wassriger MeCN-
Losung (160 pL, 50 % mit 0.2 % Ameisensaure geldst. Die Peptide wurden gefriergetrocknet.

Die Peptid-Proben wurden in PBS-L6sung (200 pL) und einer Losung aus Biotin-Azid von CCT
(17.0 pL, 10 mm), CuSO4 (4.0 pL, 50 mm), THPTA (16.0 puL, 30 mm) und NaAsc (80.0 pL,
100 mm) wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch unter leichtem Rotieren fir 3.5 h
bei 25 °C inkubiert. Zur Komplexierung der Kupferionen wurden EDTA-L6sung (5 L, 40 mm)
zugegeben und das Gemisch weitere 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde Biotin-Agarose-
Harz (1000 uL) zugegeben und weitere 14 h bei 25 °C unter leichtem Rotieren inkubiert. Das
Harz wurde mit wassriger Harnstoff-Losung (2x 1000 pL, 6.0 M) und mit PBS-LA6sung (3x
1000 pL) gewaschen. Die Losungen wurden jeweils zentrifugiert und der Uberstand entfernt.
Das Harz wurde erneut in PBS (500 pL) suspendiert und zuerst fir 1 h mit DTT (10.0 pL,
5.0 mMm), dann 1 h mit lodacetamid (4.0 pL, 10 mm) versetzt. Das Harz wurde noch mit PBS
(2x 1000 pL) und H2O (3x 1000 uL) gewaschen. Zur Abspaltung der Glycopeptide vom Harz
wurde dieses mit wassriger Ameisensaure (400 pL, 2.0 %) fir 30 min versetzt. Dieser Schritt
wurde noch zwei Mal wiederholt und das Harz mit wéassriger MeCN-LAsung (2x 400 pL, mit
1.0 % Ameisensaure) gewaschen. Die vereinten sauren Phasen wurden vereint und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck (speed vac) entfernt.
LC-MS/MS wurde von Dr. Marc Driel3en durchgefthrt.

NanoLC-MS/MS Analysen wurden an einem Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt, Germany), das mit einer PicoView lon Source (New Objective, Littleton, USA)
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ausgerustet ist und mit einer EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Germany)

verbunden ist.

Peptide wurden auf eine Vorsdule gegeben (trap column, 2 cm x 150 uM ID, befillt mit 3 pm
C18 ReproSil) und dann auf Kapillarsédulen elutiert (30 cm x 150 ym ID, befillt mit ReproSil-
Pur 120 C18-AQ, 1.9 ym) und Uber einen Zeitraum von 90 min mit einem Gradienten von 3%
Zu 44% MeCN (75 min), gefolgt von 44% zu 81% MeCN (90min) getrennt. AnschlieRend
wurden diese mit 98% MeCN gewaschen. Alle Puffer enthalten 0.1% Ameisensaure. Eine
FlieRrate von 500 nL/min wurde benutzt. Suchparameter fir die MS 1 waren: Auflésung: 120k,
Bereich: 300-2000 m/z, max. Inj. Zeit: 50ms, AGC: 4 x 10e6 (100%). Die DDA-basierte MS2
basierte auf einer dynamischen Ausschlussliste, (N=1, 10s), Ladungszustandsfilter

(einschlief3lich z=2-6), einer Mindestintensitat von 25 x10e3, in einer Zykluszeit von 3 s.

MS-MS Einstellungen: stHCD (12,30,48), Auflésung 30k, max. Inj. Zeit von 54ms, AGC target
5x10e5 und 2 Microscans.

Datenanalyse wurde mit Byonic (Protein Metrics) durchgefiihrt, unter Gebrauch des humanen
Proteoms als Refrenz (uniprot) und erlaubte, variable Modifikationen wie Deaminierung (Q,N),
Oxidation (M), Gln->pyro-Glu (Q) und Carbamidomethyl (C).
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Abkulrzungsverzeichnis

Ac

Aqg.
Boc
Bu
bzw.
Cosy

CuAAC

Cy

DBU
DC
DCM
DIPEA
DMF
DMSO
EE

ER
ESI
etal.
Et
GAG
Gal

GalNAc

Acetyl

Aquivaltente
tert-Butyloxycarbonyl
Butyl

beziehungsweise
Correlation Spectroscopy

Cu(l)-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition

Cyclohexan

Tag

Dublett

Diazabicycloundecen
Dinnschichtchromatographie
Dichlormethan
Diisopropylethylamin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Essigsaurethylester
endoplasmatisches Retikulum
Elektronenspray-lonisation

et alii (und weitere)

Ethyl

Glycosaminogylcan
Galactose

Galactosamin

ges.
Glc

GIcNACc

HATU

HMBC

hMSC

hMSC-TERT

HSQC

Hz

iIEDDA

LC

Man
ManNAc
Me
MeCN

MeOD

gesattigt
Glucose
Glucosamin
Stunde

[O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium-

hexafluorphosphat

Heteronuclear Multiple Bond

Correlation

humane mesenchymale

Stammzellen

Telomerase-immortalisierten
humane mesenchymale

Stammzellen

Heteronuclear Single Quantum
Coherence

Hertz

demand

inverse  electron

Diels-Alder reaction
Flissigchromatographie
Multiplett

mol/L

Mannose

Mannosamin

Methyl

Acetonitril

Methanol-da4
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min
mL
MS
NHS
NIS
NMR

PBS

Ph
ppm
guant.
quint

RT

Sia

SPAAC

Tf

TFA
TFAA
THF
TOCSY

z.B.
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Minute

Milliliter

Massenspektrometrie
N-Hydroxysuccinimid
N-lodsuccinimid

Nuclear Magnetic Resonance

Phosphate buffered saline

(Pufferlésung)
Phenyl

parts per million
guantitativ
Quintett
Raumtemperatur
Singulett
Sialinsaure

strain  promoted alkyne-azide

cycloaddition

Triplett

Trifluormethansulfonyl
Trifluoressigsaure
Trifluoressigsaureanhydrid
Tetrahydrofuran

Total Correlation Spectroscopy
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Abbildung 50: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls) von Verbindung 12a.
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Abbildung 51: *3C-NMR-Spektrum (100 MHz, CDCIlz) von Verbindung 12a
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Abbildung 53: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz, CDCIs) von Verbindung 12b.
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Abbildung 82: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOD) von Verbindung 41.
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Abbildung 90: *H-NMR-Spektrum (600 MHz, MeOD) von Verbindung 58.
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Abbildung 91: 3C-NMR-Spektrum (150 MHz, MeOD) von Verbindung 58.
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Abbildung 92: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDClIs) von Verbindung 88.
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Abbildung 93: *C-NMR-Spektrum (100 MHz, CDClI3s) von Verbindung 88.
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Abbildung 94: *H-NMR-Spektrum (400 MHz, MeOD) von Verbindung 64.
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Abbildung 95: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz, MeOD) von Verbindung 64.
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Abbildung 96: *H-NMR-Spektrum (600 MHz, MeOD) von Verbindung 69.
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Abbildung 97: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz, MeOD) von Verbindung 69.
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Abbildung 99: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz, MeOD) von Verbindung 71.
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Abbildung 100: *H-NMR-Spektrum (600 MHz, MeOD) von Verbindung 72.
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Abbildung 101: *3C-NMR-Spektrum (150 MHz, MeOD) von Verbindung 72.
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Abbildung 102: ITC-Diagramm von 40 (20.0 mm) und Gal-1 (1.0 mm) und integrierte Warmeanderung pro
Titration und der besten angepassten Kurve.
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Abbildung 103: ITC-Diagramm von 41 (30.0 mm) und Gal-1 (1.0 mm) und integrierte Warmeanderung pro
Titration und der besten angepassten Kurve.
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Abbildung 104: ITC-Diagramm von 39a & 39b (20.0 mm) und Gal-1 (1.0 mm) und integrierte Warmeanderung pro
Titration und der besten angepassten Kurve.
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Abbildung 105: ITC-Diagramm von 39¢ & 39d (20.0 mm) und Gal-1 (1.0 mm) und integrierte Warmeéanderung pro
Titration und der besten angepassten Kurve.
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Abbildung 106: ITC-Diagramm von 39e & 39f (20.0 mm) und Gal-1 (1.0 mm) und integrierte Warmeéanderung pro
Titration und der besten angepassten Kurve.
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Kristalldaten

Tabelle 6: Kristalldaten und Verfeinerungsstatistik von Verbindung 41 in Gal-1.

Wavelength

0.97626 A

Resolution range

40.41 -1.53 (1.585 -1.53)

Space group

P212121

Unit cell

43.388 58.153 110.901 90 90 90

Total reflections

554689 (56330)

Unique reflections

42854 (4193)

Multiplicity

12.9 (13.4)

Completeness (%)

99.15 (98.10)

Mean I/sigma(l)

14.63 (2.94)

Wilson B-factor

17.55

R-merge 0.1164 (1.786)
R-meas 0.1215 (1.857)
R-pim 0.03416 (0.5032)
CC1/2 0.998 (0.921)
cc* 0.999 (0.979)

Reflections used in refinement

42821 (4178)

Reflections used for R-free

2027 (212)

R-work 0.1809 (0.2548)
R-free 0.2073 (0.3063)
CC(work) 0.964 (0.929)
CC(free) 0.950 (0.854)
Number of non-hydrogen atoms 2440
macromolecules 2189

ligands 160

solvent 168
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9. Anhang

Protein residues 266
RMS(bonds) 0.012
RMS(angles) 1.17
Ramachandran favored (%) 95.55
Ramachandran allowed (%) 4.45
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 0.43
Clashscore 5.40
Average B-factor 34.86
macromolecules 33.45
ligands 52.59
solvent 44.44

Tabelle 7: Kristalldaten und Verfeinerungsstatistik von Verbindung 40 in Gal-1.

Wavelength

0.97626 A

Resolution range

40.3 - 1.233 (1.277 - 1.233)

Space group

P212121

Unit cell

43.246 58.306 111.555 90 90 90

Total reflections

1012618 (46384)

Unique reflections

80915 (6953)

Multiplicity

125 (6.7)

Completeness (%)

98.57 (86.13)

Mean I/sigma(l)

22.55 (2.16)

Wilson B-factor

15.88

R-merge 0.0609 (0.7591)
R-meas 0.06353 (0.8247)
R-pim 0.01782 (0.305)
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CC1/2

0.997 (0.83)

CC*

0.999 (0.952)

Reflections used in refinement

80863 (6949)

Reflections used for R-free 2000 (172)
R-work 0.2013 (0.3383)
R-free 0.2263 (0.3122)
CC(work) 0.968 (0.867)
CC(free) 0.949 (0.884)
Number of non-hydrogen atoms 2515
macromolecules 2192

ligands 165

solvent 238

Protein residues 266
RMS(bonds) 0.012
RMS(angles) 1.39
Ramachandran favored (%) 95.95
Ramachandran allowed (%) 3.64
Ramachandran outliers (%) 0.40
Rotamer outliers (%) 0.00
Clashscore 5.17
Average B-factor 25.48
macromolecules 23.49

ligands 48.96
solvent 35.45

240




9. Anhang

Liste der markierten Proteine durch die glycoproteomics (Kapitel 4.1.3)

Tabelle 8: Markierte Glycoproteine durch metabolic glycoengineering an hMSC-TERT mit SiaNAI 8a und/oder
durch AcaManNAI 12a. Yes = wurde in der jeweiligen Fraktion markiert; X = wurde in der jeweiligen Fraktion nicht

markiert.
UniProt- | Proteinname SiaNAl ManNAl
ID
075369 FLNB_HUMAN Filamin-B yes X
Q9Y6N5 | SQOR_HUMAN Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial yes X
P62249 RS16_HUMAN 40S ribosomal protein S16 yes X
P49588 SYAC_HUMAN Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic yes X
P08754 GNAI3_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein  G(k) yes X
subunit alpha

P61019 RAB2A_HUMAN Ras-related protein Rab-2A yes X
Q02413 DSG1_HUMAN Desmoglein-1 yes X
Q96AG4 | LRC59 HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 59 yes X
P49411 EFTU_HUMAN Elongation factor Tu, mitochondrial yes X
P14923 PLAK_HUMAN Junction plakoglobin yes X
P48735 IDHP_HUMAN Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial yes X
P33176 KINH_HUMAN Kinesin-1 heavy chain yes X
015143 ARC1B_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B yes X
Q96CW1 | AP2M1_HUMAN AP-2 complex subunit mu yes X
Q9NSD9 | SYFB_HUMAN Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit yes X
P48147 PPCE_HUMAN Prolyl endopeptidase yes X
P14868 SYDC_HUMAN Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic yes X
P48047 ATPO_HUMAN ATP synthase subunit O, mitochondrial yes X
P41250 GARS_HUMAN Glycine--tRNA ligase yes X
Q9UMS4 | PRP19 _HUMAN Pre-mRNA-processing factor 19 yes X
P13797 PLST_HUMAN Plastin-3 yes X
Q9v4L1 HYOU1_HUMAN Hypoxia up-regulated protein 1 yes X
Q9NZN3 | EHD3_HUMAN EH domain-containing protein 3 yes X
Q04695 K1C17_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 17 yes X
P04259 K2C6B_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 6B yes X
P68363 TBA1B_HUMAN Tubulin alpha-1B chain X yes
Q9Y696 CLIC4_HUMAN Chloride intracellular channel protein 4 X yes
P17096 HMGA1_HUMAN High mobility group protein HMG-I/HMG-Y X yes
P49327 FAS HUMAN Fatty acid synthase X yes
P12110 CO6A2_HUMAN Collagen alpha-2(VI) chain X yes
P49773 HINT1_HUMAN Histidine triad nucleotide-binding protein 1 X yes
060506 HNRPQ_ HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q X yes
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Q00325 MPCP_HUMAN Phosphate carrier protein, mitochondrial X yes
P62820 RAB1A_HUMAN Ras-related protein Rab-1A X yes
P62491 RB11A HUMAN Ras-related protein Rab-11A X yes
P15144 AMPN_HUMAN Aminopeptidase N X yes
P63010 AP2B1 _HUMAN AP-2 complex subunit beta X yes
P04080 | CYTB_HUMAN Cystatin-B X yes
P30085 KCY_HUMAN UMP-CMP kinase X yes
P11216 PYGB_HUMAN Glycogen phosphorylase, brain form X yes
pP78371 TCPB_HUMAN T-complex protein 1 subunit beta X yes
P10599 THIO_HUMAN Thioredoxin X yes
P35237 SPB6_HUMAN Serpin B6 X yes
Q16881 TRXR1_HUMAN Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic X yes
Q93008 USP9X_HUMAN  Probable  ubiquitin  carboxyl-terminal X yes
hydrolase FAF-X
Q14103 HNRPD_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO X yes
Q8NBS9 | TXND5_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 5 X yes
Q13011 ECH1 _HUMAN Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, X yes
mitochondrial
P14866 HNRPL_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L X yes
015371 EIF3D_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit X yes
D
P62888 RL30_HUMAN 60S ribosomal protein L30 X yes
Q9H223 EHD4_HUMAN EH domain-containing protein 4 X yes
P62701 RS4X_HUMAN 40S ribosomal protein S4, X isoform X yes
P30043 BLVRB_HUMAN Flavin reductase (NADPH) X yes
Q7z6z7 HUWE1 _HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 X yes
P60900 PSA6_HUMAN Proteasome subunit alpha type-6 X yes
P53680 AP2S1 HUMAN AP-2 complex subunit sigma X yes
Q15366 PCBP2_HUMAN Poly(rC)-binding protein 2 X yes
P35637 FUS_HUMAN RNA-binding protein FUS X yes
Q99729 ROAA_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B X yes
P62244 RS15A_HUMAN 40S ribosomal protein S15a X yes
P24752 THIL_HUMAN Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial X yes
075396 SC22B_HUMAN Vesicle-trafficking protein SEC22b X yes
Q96L21 RL10L_HUMAN 60S ribosomal protein L10-like X yes
014980 XPO1_HUMAN Exportin-1 X yes
P27348 1433T_HUMAN 14-3-3 protein theta X yes
P52565 GDIR1_HUMAN Rho GDP-dissociation inhibitor 1 X yes
095168 NDUB4_HUMAN NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta X yes

subcomplex subunit 4
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000203 AP3B1_HUMAN AP-3 complex subunit beta-1 X yes
P07858 | CATB_HUMAN Cathepsin B X yes
P42166 LAP2A HUMAN Lamina-associated polypeptide 2, isoform X yes
alpha
P36871 PGM1_HUMAN Phosphoglucomutase-1 X yes
P19367 HXK1 HUMAN Hexokinase-1 X yes
Q04446 GLGB_HUMAN 1,4-alpha-glucan-branching enzyme X yes
P43243 MATR3_HUMAN Matrin-3 X yes
Q9uUL46 PSME2_HUMAN Proteasome activator complex subunit 2 X yes
P30520 PURA2_HUMAN Adenylosuccinate synthetase isozyme 2 X yes
P49207 RL34_HUMAN 60S ribosomal protein L34 X yes
P10768 ESTD_HUMAN S-formylglutathione hydrolase X yes
075643 U520 _HUMAN U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa X yes
helicase
Q9BUT1 | BDH2_HUMAN 3-hydroxybutyrate dehydrogenase type 2 X yes
P55884 EIF3B_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit X yes
B
P55060 | XPO2_HUMAN Exportin-2 X yes
Q8TF72 SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 X yes
P62910 RL32_HUMAN 60S ribosomal protein L32 X yes
P62753 RS6_HUMAN 40S ribosomal protein S6 X yes
043683 BUB1 HUMAN Mitotic checkpoint serine/threonine-protein X yes
kinase BUB1
Q13630 FCL_HUMAN GDP-L-fucose synthase X yes
P62987 RL40_HUMAN Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 X yes
P22392 NDKB_HUMAN Nucleoside diphosphate kinase B yes yes
Q9Y617 SERC_HUMAN Phosphoserine aminotransferase yes yes
P36578 RL4 HUMAN 60S ribosomal protein L4 yes yes
Q9NQC3 | RTN4_HUMAN Reticulon-4 yes yes
P17987 TCPA_HUMAN T-complex protein 1 subunit alpha yes yes
P06744 G6PI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase yes yes
P50395 GDIB_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor beta yes yes
P52209 6PGD_HUMAN 6-phosphogluconate dehydrogenase, yes yes
decarboxylating
P04844 RPN2_HUMAN Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein yes yes
glycosyltransferase subunit 2
Q16851 UGPA_HUMAN UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase yes yes
Q16658 FSCN1_HUMAN Fascin yes yes
015144 ARPC2_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 yes yes
P46776 RL27A_HUMAN 60S ribosomal protein L27a yes yes
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P05556 ITB1_HUMAN Integrin beta-1 yes yes
P18085 ARF4_HUMAN ADP-ribosylation factor 4 yes yes
P31153 METK2_HUMAN S-adenosylmethionine synthase isoform type- yes yes
2
pP78417 GSTO1 _HUMAN Glutathione S-transferase omega-1 yes yes
Q969H8 MYDGF_HUMAN Myeloid-derived growth factor yes yes
P61160 ARP2_HUMAN Actin-related protein 2 yes yes
000154 BACH_HUMAN Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase yes yes
P53621 COPA_HUMAN Coatomer subunit alpha yes yes
Q5SSJ5 HP1B3 HUMAN Heterochromatin protein 1-binding protein 3 yes yes
P61247 RS3A_HUMAN 40S ribosomal protein S3a yes yes
P51659 DHB4_ HUMAN Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 yes yes
P47756 CAPZB_HUMAN F-actin-capping protein subunit beta yes yes
P47755 CAZA2_HUMAN F-actin-capping protein subunit alpha-2 yes yes
P62269 RS18 HUMAN 40S ribosomal protein S18 yes yes
P46781 RS9 HUMAN 40S ribosomal protein S9 yes yes
P15924 DESP_HUMAN Desmoplakin yes yes
P50991 TCPD_HUMAN T-complex protein 1 subunit delta yes yes
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