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1 Einleitung

Diese Arbeit befafst sich im wesentlichen mit dem Design von nicht kohlenhydrathalti-
gen Liganden fiir das Protein FimH und deren Synthese mit anschliefsender biologischer
Wirksamkeitspriifung. Fiir das Design der Liganden wird im Gegensatz zu herkémmli-
chen Ansétzen und Verfahren die Entropie und das Losungsmittel explizit beriicksichtigt.
Dazu werden Molekiildynamiksimulationen in Wasser- bzw. Losungsmittelboxen durch-
gefithrt und entsprechend ausgewertet. Die vorgeschlagenen Inhibitoren werden dann
synthetisiert und auf ihre Wirksamkeit untersucht. In einem weiteren Teil der Arbeit
soll das strukturelle Verhalten von Glykoclustern in wéafriger Losung, ebenfalls durch

Molekiildynamiksimulationen, untersucht und charakterisiert werden.

In der Einleitung werden die grundlegenden Strategien und deren historische Entwick-
lung in der modernen Arzneimittelforschung erldutert und einzelne (computergestiitzte)
Verfahren zum Wirkstoffdesign genauer beleuchtet. Einige Grundlagen zu Kohlenhydrat-
Protein-Wechselwirkungen und das Zielprotein FimH werden im Anschluft daran vorge-
stellt.

1.1 Wirkstoffdesign

1.1.1 Arzneimittelforschung

Arzneien wurden lange Zeit in Form von getrockneten Pflanzen oder Pflanzenteilen und
Krautern bzw. als Extrakte und Essenzen angewandt. Uber Tausende von Jahren war die
Natur die einzige Quelle fiir Wirkstoffe zur Behandlung von Krankheiten und Gebrechen.
Meist waren die verordneten Elixiere und Tinkturen komplexe Mischungen, die aus
vielen oft streng geheimen Zutaten nach genauen Vorgaben zubereitet wurden. Diese
sogenannte ,Volksmedizin“ versorgte die Bevolkerung iiber eine sehr lange Zeit mit mehr
oder weniger wirksamen Zubereitungen, wobei der Glaube an deren Wirkung eine nicht
zu unterschitzende Rolle gespielt haben diirfte. Der Placebo-Effekt wurde schon Anfang
des 18. Jahrhunderts beschrieben.['
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Mit den Fortschritten auf dem Gebiet der Chemie, insbesondere dem der Organischen
Chemie, und den daraus gewonnenen Erkenntnissen iiber den Aufbau und die gezielte
Synthese von Verbindungen, brach ein neues Zeitalter fiir die Suche nach wirksamen
Arzneimitteln an. Viele bis dahin bekannte Pflanzenextrakte (Quinta essential®) und
Drogen wurden hinsichtlich ihrer wirksamen Molekiile untersucht, um diese dann zu iso-
lieren und zu charakterisieren (siehe auch Abbildung 1.1). Die so erhaltenen Wirkstoffe
wurden dann direkt oder in Form chemischer Derivate als Medikamente eingesetzt. Etwa
zur gleichen Zeit, Mitte des 19. Jahrhunderts, begann die systematische Untersuchung
der biologischen Wirksamkeit von Substanzen und Préaparaten am Menschen und im
Tierversuch. Diese zweite Epoche in der Arzneimittelforschung war zum einen durch
die organische Synthesechemie geprigt, zum anderen wurde die Suche nach Wirkstoffen
aber auch stark von zufélligen Funden und Entdeckungen befliigelt. Viele Therapeuti-
ka erhielt man als Nebenprodukte bzw. aus miklungenen Syntheseversuchen. Oft war
die erste grundlegende Annahme iiber die Wirkungsweise der Substanz falsch. Die An-
wendung fiithrte aber in vielen Féllen trotzdem zum gewiinschten Effekt. Im Laufe der
Zeit und mit wachsenden Kenntnissen auf den Gebieten der Molekularbiologie und der
Biochemie wurden die Arbeitshypothesen iiber die Wirksamkeit von Molekiilen jedoch
zuverléssiger. Auf deren Grundlage wurden dann die entsprechenden Verbindungen syn-
thetisiert und die Postulate iiber die Wirkungsweise im Zuge der Untersuchungen und
Tests entweder widerlegt oder bestétigt. Im ersten Fall wurde eine neue Hypothese auf-
gestellt, im zweiten Fall stand ein neuer Wirkstoff zur Verfiigung. Diese Vorgehensweise
war weit iber 100 Jahre sehr erfolgreich und erméglichte die wirksame Bekdmpfung bis
dato todlicher Infektionskrankheiten und dies trug entscheidend zur Linderung vieler

Leiden bei.[16:71

Mitte der 70er bis Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrtausends zeichnete sich er-
neut eine tiefgreifende Wendung in der Philosophie der Wirkstofforschung ab. Mit dem
Wissen iiber Proteine und Enzyme und einem immer weitergehenden Verstédndnis zellu-
larer Prozesse konnte nun ein rationales Vorgehen, basierend auf Strukturinformationen
(beispielsweise iiber bestimmte Rezeptoren), angewendet werden. Auch die verbesserte
Kommunikation zwischen Biologen und Chemikern'¥ erméglichte den Einstieg in das
Design von Verbindungen mit den benétigten Eigenschaften. Dies erhohte die Selektivi-
tét fiir das Zielsystem und reduzierte gleichzeitig die Gefahr von Nebenwirkungen. Zum
ersten Mal war es der Arbeitsgruppe um Beddell und Goodfort 1973 gelungen, auf der
Grundlage der Kristallstruktur von Hamoglobin einen allosterischen Effektor fiir dieses
Protein mafzuschneidern.!'’'?l Einen weiterer Meilenstein im Bereich der pharmazeu-

tischen Forschung stellt die Entwicklung von in wvitro-Testsystemen dar. Diese ermdog-
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Tafel 38. Tafel 23.

Gefleckter Schierling, Coninm maculatum. Silber-Weide, Salix alba.

(a) Das aus dem gefleckten Schierling isolierte ~ (b) Aus den Rindenextrakten der Silberwei-
Coniin wurde 1886 erstmals synthetisiert. Die  de wurde die Salicylséure gewonnen. Das O-
pflanzlichen Alkaloide sind auch heute noch  acetylierte Derivat ist ein wertvoller und viel-
wichtige Leitstrukturen. seitiger Wirkstoff (ASS).

Abbildung 1.1: Zwei Tafeln aus Deutschlands Flora in Abbildungen von Sturm und
Sturm aus dem Jahre 1796.[39!

lichten zum einen eine drastische Reduzierung der Zahl an notwendigen Tierversuchen
im Screening-Prozef, zum anderen bot es die Basis fiir die spéter entwickelten vollauto-
matisierten zeitsparenden Testverfahren fiir viele Verbindungen. Zusétzlich werden die

Kosten pro getesteter Substanz deutlich gesenkt.

Mit dem Aufkommen von HT'S-Methoden (High Throughput Screening, Hochdurchsatz-
Testung) und spéter u-HTS-Methoden (ultra- High Throughput Screening) zur Uberprii-
fung vieler Kandidaten auf ihre Aktivitdt in biologischen Testsystemen in kurzer Zeit
wurde versucht, mogliche Leitstrukturen aus einem grofen Pool von Substanzen heraus-
zufiltern. In Verbindung mit der kombinatorischen Chemie und automatisierter Parallel-
synthese wurde eine Vielzahl an Verbindungen synthetisiert (z. T. aus nur wenigen Reak-
tanden) und zusammen mit Naturstoffen und Derivaten in riesigen Substanzbibliotheken
gesammelt. Dieser Ansatz entfernt sich jedoch wieder vom rationalen Design in Richtung

der eher zufilligen Entdeckung neuer Leitstrukturen (Random-Screening-Verfahren oder
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Random-Design, ,irrationale Vorgehensweise”). Hierbei werden die strukturellen Infor-
mationen iiber den Rezeptor und moglicherweise schon bekannte Liganden weitgehend
ignoriert, stattdessen wird auf eine moglichst grofe Zahl an Testmolekiilen gesetzt. Die
viel zitierte Methapher von der Suche nach der ,Nadel im Heuhaufen“ beschreibt die
Situation Anfang der 90er Jahre am besten (,After all, it can be surmised that when
trying to find a needle in a haystack, the best strategy might not be to increase the
size of the haystack.“).l'¥l Zwar erfuhren die Test- und Syntheseabteilungen in den Un-
ternehmen einen Aufschwung durch die im Hinblick auf Effektivitdt und Produktivitét
erheblich verbesserten Synthesemethoden und die milliardenschweren Investitionen in
voll automatisierte Synthesesysteme, die grofsen Erfolge, etwa eine Schwemme an neu-
en Leitstrukturen aus diesen kosten-, material- und zeitintensiven Verfahren, blieben
aber aus.'>' Als problematisch im Rahmen des Random-Design-Ansatzes erwies sich
unter anderem der kombinatorische Syntheseweg fiir die Substanzbibliotheken. Durch
die Synthese der Verbindungen nach den Prinzipien der kombinatorischen Chemie sind
diese zwar synthetisch einfach zugénglich, aber die strukturelle Diversitéat ist sehr gering.
Zudem sind viele Molekiile nicht ,drug-like“!'>16l oder ,lead-like“!'”], d.h. sie erfiillen be-
stimmte Voraussetzungen nicht, die ein guter Wirkstoff besitzen muf. Eher weisen sie
Eigenschaften auf, die bei Arzneistoffen nachteilig sind. Selbst bei Bibliotheken, die auf
strukturelle und chemische Diversitéit ausgelegt sind, ist die Abdeckung des chemischen
Strukturraumes gering, wenn man die Anzahl der méglichen Molekiile mit einer Masse
< 500 g/mol, was Verbindungen mit etwa 30 nicht-Wasserstoffatomen (etwa 10°° Mole-
kiile) entspricht, beriicksichtigt./'® Eine objektive Definition von Diversitit ist allerdings
trotz einer grofen Zahl an Parametern und Indikatoren im Moment nicht mdglich.!™!
Zudem wurden bei den einzelnen Tests oft Substanzgemische untersucht, was zu In-
terferenzen bei der biologischen Wirkung fithren kann und die Analyse der tatséchlich

aktiven Komponente betriichtlich erschwert. 2!

Die Versuche, allein mit HTS-Methoden und den damit verbundenen Strategien die
immer schneller steigende Zahl an verfiigharen biologischen Targets mit hochaktiven
Verbindungen zu bedienen, waren nicht erfolgreich.['3 Jedoch besteht die Hoffnung, daf
in Zukunft biotechnologische Verfahren wie Gentechnik (Genomsequenzierungsprojek-
tel?1-24) oder Humanbiologie in immer kiirzeren Zeitabstéinden die molekularen Ursa-
chen fiir Krankheiten identifizieren werden kénnen. Somit werden neue Ansétze fiir me-
dikamentose Therapien mdglich. Dazu tragen auch Fortschritte bei der Strukturaufkla-
rung (Roéntgenstrukturanalysel?>2% NMR-Spektroskopiel?”2) und der Entwicklung von
Computer-gestiitzten Verfahren zur Vorhersage von Proteinfunktion und -struktur!30-3l

bei. Man muf allerdings beriicksichtigen, dafs die Ausbeute an neuen Targets durch die



1.1.1 Arzneimittelforschung D

vollstdndige Analyse des Genoms allein nicht sehr hoch sein wird. Zu vielféltig und kom-
plex sind die posttranslationalen Veréinderungen an den Proteinen und die biologischen
Prozesse in denen diese dann eingebunden sind. Bei der Entwicklung neuer Therapien
mufs dezidierter auf den Kontext eingegangen werden, in welchem sich die pathogenen
Vorgéange abspielen. Die Fokussierung auf einen Rezeptor allein wird in Zukunft nicht
mehr ausreichend sein.’” Auch die fortschreitende Verbreitung von resistenten Bak-
terienstimmen und verdnderten oder bisher unbekannten Viren verlangen nach neuen,
bisher nicht verwendeten Strukturelementen in den Wirkstoffen der néchsten Generation.
Daraus ergibt sich erneut ein Wandel in der Art und Weise, wie effizient und kosten-
sparend eine Vielzahl von neuen Leitstrukturen gefunden werden kann. Zudem bewegt
sich die lineare Entwicklung moglicher Kandidaten hin zu einer parallelen Strategie,
um moglichst frith im Entwicklungsprozeft dessen Erfolg abschétzen zu kénnen (siehe
auch Abbildung 1.2). Dies geschieht vor allem durch die Beriicksichtigung von phar-
makologischen Parametern (ADMET; Absorption Distribution Metabolism Excretion
Toxcicity)l bereits in der Optimierungsphase der Liganden. Mégliche Selektivititspro-
bleme werden so friihzeitig erkannt, um auf diese Weise zeitaufwendige Synthesen von
wenig erfolgversprechenden Kandidaten zu umgehen und teure in-vitro-Testdurchléaufe
vermeiden zu konnen. In diesem Zusammenhang riickt auch die gezielte Suche nach Leit-
strukturen wieder in den Vordergrund, welche dann durch iterative Optimierung in ihrer

Wirkung unter Verminderung ihrer schiidlichen Nebenwirkungen verbessert werden.!*!

Gegenwiartig wird aus den oben angefithrten Griinden ein zweigleisiger Ansatz fiir die
Generierung von neuen Leitstrukturen verfolgt,ndmlich eine Kombination aus HTS-
Verfahren und Designmethoden. Weiterhin setzen die Unternehmen auf HTS-Verfahren,
wobei jedoch mehr und mehr optimierte Substanzbibliotheken Verwendung finden, sog.
Jtargeted libraries” oder ,focussed libraries”. Dabei werden Molekiile im Voraus aus dem
Screening-Prozefs entfernt, die bestimmte Kriterien nicht erfiillen oder empirische Re-
geln verletzen. Je mehr bekannte Informationen in diese Vorselektion einfliefen, umso
mehr Zeit wird gespart. Doch diirfen die allgemeinen Auswahlregeln nicht zu streng an-
gewendet werden, um mogliche Ausnahmen von der Regel nicht zu iibersehen. Hierzu
wurde eine Vielzahl an Regeln und Deskriptoren entwickelt, die ein effizientes Filtern
ermoglichen. Dazu zihlen z. B. Lipinskis ,Rule of Five“!®] synthetische Aspekte, Para-
meter fiir die Toxizitit oder die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden.!'439)
Des weiteren werden strukturbasierte Designverfahren und rationales Bibliothekdesign
angewandt, um die Erfolgsrate der HTS-Verfahren zu erhohen.[*l Bildlich gesprochen
wird dabei der mittels HT'S zu durchsuchende ,,Heuhaufen verkleinert, um so eine effizi-

entere und ressourcenschonendere Leitstruktursuche zu ermoglichen. Tatséchlich findet
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dabei jedoch nur eine Verlagerung der grofen Substanzbibliotheken bzw. des Screenings
der Bibliotheken vom Labor in den Computer statt. Mit der rasant zunehmenden Lei-
stungsfahigkeit von Computern ist es heute moglich, diese umfangreichen Simulationen
und Berechnungen auf der Grundlage von Strukturinformationen iiber Ligand und Re-
zeptor innerhalb akzeptabler Zeit durchzufiihren. Die Substanzbibliotheken werden in
Computerscreenings!*!! (in silico-Verfahren) auf ihre mogliche Aktivitit in Bezug auf das
gewahlte System untersucht. Auf die Moglichkeiten von computergestiitzten Verfahren
und die dabei ebenfalls auftretenden komlexen Probleme wird im Folgenden noch genau-
er eingegangen. Dabei zeichnet sich immer deutlicher ab, dafs die computergestiitzten
Verfahren nicht als Ersatz, sondern als notwendige Ergénzung zu HTS-Verfahren anzu-

sehen sind.!

0 Jahre %.5 6 8 20
Krankheits- Wirkort/-stoff Klinische Phase Zu- > Wertschopfung
ursache Idf Validierung I % I ?? 11 lassung

| Optimierung

Abbildung 1.2: Phasen und deren ungefihre Dauer wihrend der Entwicklung eines Me-
dikaments. Nach der Identifizierung eines Wirkortes (Id) beginnt man
mit der Validierung des Targets. Um die Effektivitiat der Wirkstoffsuche
zu erhdhen, wird schon wéhrend der Validierungsphase mit der Wirk-
stoffsuche und -optimierung begonnen.[*l

In Abbildung 1.2 sind schematisch die Phasen des heutigen Entwicklungsprozesses eines
neuen Arzneistoffes dargestellt.'*4) Nach Entschliisselung eines pathogenen Vorgangs
gilt es, den Wirkort eines moglichen Liganden zu identifizieren und diesen dann in wei-
teren Experimenten zu verifizieren. Gleichzeitig mit der Validierung wird mit der Suche
nach moglichen Leitstrukturen begonnen, um so moglichst ziigig mit dem iterativen Op-
timierungszyklus erfolgversprechender Kandidaten beginnen zu kénnen. Wenn bereits in
dieser friithen Phase des Projektes auch ADMET-Eigenschaften zusétzlich zur Erhéhung
von Affinitdt und Selektivitat beziiglich des biologischen Ziels in den Designprozef mit
einbezogen werden, wird die Zeitspanne bis zu den ersten klinischen Tests drastisch ver-
kiirzt. In den klinischen Phasen erfolgt dann die eigentliche Uberpriifung der Wirkstoffe
in vivo. Die Dauer des gesamten Prozesses hat sich durch die Parallelisierung wahrend
der Optimierungsphase wieder etwas verkiirzt/*”, kann aber bis zu 15 Jahren betragen

und dabei bis zu einer halben Milliarde Dollar verschlingen.

Die Moglichkeiten der Medizin haben sich im Laufe Zeit nie so tiefgreifend gewandelt

wie in den letzten 200 Jahren. Die beachtlichen Fortschritte zuerst auf dem Gebiet der
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Chemie, insbesondere der Organischen Chemie, dann auch in der Biologie und in den
iibrigen Naturwissenschaften insgesamt haben den Arzten eine grofe Zahl an Mitteln
zur Bekdmpfung von Krankheiten, iiber die althergebrachte Volksmedizin hinaus, an die
Hand gegeben. Dabei hat sich die Art und Weise der Therapieentwicklung von der Nut-
zung der vorhandenen Ressourcen in Form von iiberall verfiigharen und leicht konservier-
baren Pflanzen bzw. Pflanzenpréparaten hin zur intelligenten Wirkstofforschung bewegt.
Ausgehend von den ersten Schritten in der Organischen Chemie, gepriagt von zufilligen
Entdeckungen, sind heute komplexe Methoden und Verfahren in der Anwendung, die
das rationale Design neuer Wirkstoffe auf dem Wissen iiber vorhandene Strukturen in
Substanzbibliotheken aufbauen und eine effektive Wirkstoffentwicklung gewéhrleisten.
Notwendige Voraussetzung fiir den gezielten Entwurf von Substanzen mit genau defi-
nierten Effekten ist jedoch ein detailliertes Wissen iiber die pathogenen Vorginge auf
zelluldrer und molekularer Ebene und vor allem umfangreiche strukturelle Informatio-
nen iiber die am Prozef beteiligten Proteine bzw. Glykoproteine. Hierzu haben moderne
biotechnologische Verfahren in entscheidender Weise beigetragen. Mit ihrer Hilfe kann
man die verantwortlichen Rezeptoren und Proteine identifizieren und in reiner Form zur

Strukturanalyse erhalten.

1.1.2 Leitstruktursuche

Fortschritte in der Entwicklung neuer, hochaffiner und selektiver Arzneimittel sind direkt
mit dem Erfolg bei der effektiven Suche nach Liganden fiir medizinisch wichtige Targets
verkniipft. Eine Vergroferung bzw. Verbesserung des Repertoires an intelligenten Me-
thoden zur Leitstruktursuchel*d! ist somit eine Aufgabe von zentraler Bedeutung im
Bereich der Forschung und Entwicklung von Medikamenten. Mit der immer schnelleren
Identifizierung neuer Zielproteine ist das Auffinden neuer Leitstrukturen zum Engpafs

im Entwicklungsprozeft geworden. Neue Verfahren sind daher dringend notwendig.!18:47.

Friither wurden neue Leitstrukturen einzig durch Beobachtung von Wirkungen getesteter
Verbindungen identifiziert (zuerst im Tierversuch, spéater dann im in vitro-Screening).
Dabei wurden viele unterschiedliche Quellen fiir neue Strukturen verwendet. Das Tier-
und Pflanzenreich war und ist auf Grund ihrer enormen Vielfalt seit jeher die wichtigsten
Lieferanten therapeutisch relevanter Strukturen. Heutzutage werden z. B. viele maritime
Quellen erschlossen. Ebenso steuern Mikroorganismen eine Vielzahl verwertbarer Leit-
strukturen bei. Seit der Aufklarung grundlegender biologischer Prozesse, beispielsweise
der enzymatische Katalyse, werden Analoga der Ubergangszustéinde katalysierter Reak-

tionen bzw. die endogen Liganden selbst als Vorbilder fiir Agonisten oder Antagonisten
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verwendet. Auch bereits in Anwendung befindliche Wirkstoffe kénnen Ideen fiir neue An-
sitze in der medikamentosen Therapie liefern, z. B. durch die gezielte ,Evolution® von
Nebenwirkungen zur Hauptwirkung oder durch einfaches Testen der Zwischenprodukte
eines Wirkstoffsynthese. Prinzipiell werden heute zwei sich erginzende Ansétze verfolgt:
das experimentelle Screening bekannter Verbindungen und das rationale, strukturbasier-

te Design von Liganden.[t

1.1.3 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Ziel des strukturbasierten, rationalen Wirkstoffdesigns ist es, kleine, hochaffine Molekiile
(,small molecules®) zu finden oder zu entwerfen, die die strukturellen und physikoche-
mischen Randbedingungen der Bindungsstelle fiir einen hochaffinen Liganden erfiillen.
Ein bedeutender Aspekt beim Entwurfsprozefs ist das iterative Optimieren. Nach dem
Test eines Liganden flieken die dadurch erhaltenen Informationen in einen neuen Ent-
wicklungszyklus ein und verfeinern das postulierte Modell Schritt fiir Schritt (Abbil-
dung 1.3). Dieses Vorgehen ist direkt mit der Verfiigbarkeit von Informationen {iber
das medizinisch relevante Zielprotein verkniipft. Der ideale Ausgangspunkt fiir diesen
Ansatz ist die 3D-Struktur des Rezeptors, meist in Form von hochaufgelosten Rontgen-
kristallstrukturen (idealerweise mit verschiedenen Liganden), aber auch in Form von
z. B. NMR-spektroskopisch ermittelten Daten.?”?°l Sind die Koordinaten der Atome
fiir den Rezeptor nicht verfiigbar, besteht unter Umstédnden die Moglichkeit, homologe
Proteine mit bekannter Struktur als Grundlage fiir ein Modell zu verwenden (,,homology

modelling“*-18:481)

und so den Designzyklus zu beginnen. Des weiteren miissen mogliche
Bindungsstellen auf der Proteinoberflache lokalisiert werden, soweit diese nicht schon
durch Kristallisation des Proteins mit Liganden bekannt sind. Auch hierzu wurden ei-
nige Computerverfahren entwickelt, die zum Teil direkt mit Datenbanken verkniipft

werden und in das de novo-Design miinden (vgl. Abschnitte 1.1.3.1 und 1.1.3.3).

Der in diesem Zusammenhang verwendete Begriff ,Wirkstoffdesign“ geht meist etwas
zu weit, denn fiir einen Wirkstoff sind noch weitere biologische Eigenschaften als nur
seine Affinitédt zu einem Rezeptor zu beriicksichtigen. Die hier beschriebenen Verfahren
beschéftigen sich mit dem rationalen Design und der Verbesserung von Liganden-Protein-
Interaktionen. Die Optimierung von z. B. ADMET-Parametern bleibt dabei weitgehend

unberticksichtigt.!*!

Fiir (trans-)membransténdige Proteine wie z. B. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GP-
CR), Ionenkanéle oder Transportproteine sind kaum experimentell bestimmte Kristall-

strukturen verfiigbar, obwohl ein grofer Teil der Medikamente an solche Rezeptoren
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Strukturaufklarung
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Informations- Bindungsmodus von Liganden Theorie
gewinn h
'Wirksamer Kandidat | [Leitstrukturvorschlag]
Biologische Synthese von
Testung Liganden
v [Chemische Verbindung
Medikamenten- T

entwicklun
£ HTS-Verfahren

Abbildung 1.3: Prinzipieller Ansatz zur Vorgehensweise im rationalen Designprozef.!*!

bindet.['% Zugang zu Strukturinformationen erhilt man in diesen Féllen durch Unter-
suchung mehrerer unterschiedlicher bekannter Liganden (,ligand-based design“, Ligand-
basiertes Design) und den dazugehorigen experimentellen Bindungsaffinitdten. Aus der
Datenbasis kénnen quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (2D- und 3D-QSAR,
Quantitative Structure Activity Relationships) abgeleitet und so relative Abfolgen von
Affinitdten bekannter Verbindungen erkldrt und Affinitédten unbekannter Verbindungen
vorhergesagt werden. Aus dem Vergleich verschiedener Liganden kénnen Informationen
iiber notwendige pharmakophore Gruppen und deren rdumliche Lage zueinander ermit-
telt werden (Pharmakophormodell). Auf diese Weise erhélt man ein negatives Abbild von
Informationen iiber die Bindungsregion (Pseudorezeptormodelle) und kann so ebenfalls

Methoden des rationalen Designs anwenden. [

Mit den oben aufgefiithrten Daten kénnen nun zwei Ansétze verfolgt werden: Einer-
seits die Suche nach bekannten Verbindungen in Substanzdatenbanken mittels 2D- und
3D-Suchmethoden ( Virtuelles Screening, VS), andererseits durch de novo-Design neuer
Strukturen. Der Erfolg der Ansétze wird mafsgeblich durch die Vorhersage der Bindungs-
affinitdten der ermittelten Kandidaten zum Rezeptor bestimmt. Ist diese zu ungenau
oder gar falsch, ist der Designprozef zum Scheitern verurteilt. Uber die Methoden zur

Abschétzung und Vorhersage von Bindungsaffinitdten vgl. Abschnitt 1.1.3.2.
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1.1.3.1 Analyse der Proteinstruktur

Als Grundlage fiir alle Methoden zur Analyse einer Proteinstruktur ist eine umfassen-
de und moglichst vollstdndige Beschreibung der Bindungsregion unerléflich. Zur Iden-
tifizierung von Bindungsstellen (nichtkovalenter Wechselwirkungen) sind theoretische
Verfahren entwickelt worden, die beispielsweise auf Basis raumlicher bzw. physikalisch-
chemischer Parameter oder Homologien arbeiten. Es sind aber auch einige Verfahren,
die auf experimentellen Ansétzen beruhen.'%*8 Die Bewertung der Relevanz der identi-
fizierten Bindungsstellen und eine daraus erstellte Rangfolge sind auch hierbei kritische
Schritte. Verschiedene Méglichkeiten zur ,hot spot“-Lokalisierung, darunter auch in die-

ser Arbeit verwendete Methoden, werden im Folgenden kurz vorgestellt.

1.1.3.1.1 Oberflacheneigenschaften

Im Zeitalter leistungsfahiger Computer und Computergrafik bietet sich die Moglichkeit
der direkten visuellen Analyse computergenerierter Proteinoberflichen (z. B. Connolly-
Oberflichen®®!). Zu diesem Zweck werden verschiedene physikochemische Parameter
berechnet und auf der Oberfliche durch farbliche Kodierung abgebildet. Haufig ver-
wendet werden das elektrostatische Potential (Losung der Poisson-Boltzmann-Gleich-
ungl®?%l) oder die Hydrophobizitit bzw. Lipophilie der Proteinoberfliche (,lipophillic
potential®, lipophiles Potential).[?*-2%l Berechnet werden diese Parameter durch Abtasten
der Oberfliche mittels einer hydrophoben Probe auf van der Waals-Kontakte und der Er-
mittlung der Desolvatisierungsenergie an diesen Punkten (siehe z. B. Abbildung 5.1 auf
Seite 78).

1.1.3.1.2 Wissensbasierte Ansitze

Aus der grofien Zahl an verfiigharen Rontgenkristallstrukturanalysen kleiner organischer
Molekiile (Cambridge Structural Databasel’”) wurde versucht, empirische Regeln fiir
Vorzugsorientierung von intermolekularen Wechselwirkungen fiir funktionelle Gruppen
abzuleiten.’®%! Dabei wurde die rdumliche Verteilung einer bestimmen funktionellen
Gruppe A um eine andere Gruppe B ermittelt. Daraus ergeben sich die Vorzugsori-
entierungen von A um B. Diese Datengrundlage wird fiir mehrere Ansétze verwendet.
So greifen beispielsweise Dockingprogramme (FlexX, siehe Abschnitt 1.1.3.2) oder de

novo-Design-Werkzeuge wie LUDI®%0 darauf zuriick.

1.1.3.1.3 Experimentelle Methoden zur ,hot spot”“-Suche

Auch Informationen aus experimentellen Methoden werden genutzt, um ,hot spots®
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auf der Proteinoberfliche zu identifizieren. Diese kénnen auch zur Uberpriifung der Er-
gebnisse theoretischer Methoden wie MCSS (sieche weiter unten in diesem Abschnitt)
genutzt werden. NMR-Methoden erlauben zum einem die Beobachtung von Ligand-
eigenschaften,!™! zum anderen kénnen an markierten Rezeptoren auch Bindungsstellen
von Losungsmittelmolekiilen identifiziert werden'” (sieche auch ,SAR by NMR* unter
Punkt 1.1.3.3 auf Seite 17).

Eine andere experimentelle Methode ist das MSCS-Verfahren (M ultiple Solvent Crystal
Structure)/6?, bei dem kristallographisch die Losungsmittel-Bindungsstellen untersucht
werden. Die Proteine werden entweder aus reinen Losungsmitteln oder Losungsmittelge-
mischen kristallisiert oder die gebildeten Kristalle in das entsprechende Losungsmittel
getaucht und nach einer Inkubationszeit die Struktur bestimmt (,crystal soaking®)!3l.
Das MSCS nutzt die Tatsache, daf Losungsmittelmolekiile kleine organische Molekii-
le mit nur einer oder wenigen funktionellen Gruppen darstellen, aus denen mogliche,
komplexe Liganden aufgebaut werden kénnen. Bei Verwendung von wiéfrigen Losungen
kann der Einflufs von Wasser auf die Bindung an bevorzugten Stellen mit untersucht
werden. In weiteren Experimenten kénnen zudem ternédre Losungsmittelgemische Auf-
schluf iiber kompetitive Effekte in ,hot spots® geben. Man erhélt hier keine raumlich
beschrankten Wechselwirkungskarten, sondern einen vollstandigen Atlas fiir die gesamte
Proteinoberfliche, was die Mdoglichkeit eroffnet, zuséatzliche Bindungsstellen im selben
Experiment zu identifizieren. MSCS ist das praktische Gegenstiick zum theoretischen
MCSS (Multiple Copy Simultaneous Search, vide infra), was sich auch in der Namens-
gebung niedergeschlagen hat.

1.1.3.1.4 Charakterisierung der Solvens-Hiille um Proteine

Theoretische Verfahren zur Beschreibung der Hydrathiille und deren Strukturierung ha-
ben urspriinglich nicht das Wirkstoffdesign zum Ziel. Vielmehr geht es dabei um Stabili-
tat, Struktur-Funktions-Beziehungen oder thermodynamische Faktoren in Bezug auf das
Protein. Jedoch konnen die dazu entwickelten Vorgehensweisen direkt in den Kontext

der Oberflachenanalysen fiir Designmethoden iibertragen werden.

Die Strukturierung der Wassermolekiile in der direkten Umgebung biologischer Makro-
molekiile ist von besonderer Bedeutung fiir deren Funktion. Hier wurden durch Ver-
kniipfung von experimentellen Methoden mit MD-Simulationen neue Erkenntnisse iiber
die Einfliilke von Proteinen ihre direkt Umgebung gewonnen.[%¥ Bei der Analyse der
Wasserstruktur, die sich um Makromolekiile aufbaut, eignen sich Wahrscheinlichkeits-
und Dichteverteilungen zur Beschreibung von Solvatationseffekten.!%-%61 Bei Betrach-

tung einzelner Wassermolekiile ergibt sich die Gesamtheit aller ;hot spots” als zeitliches
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Mittel aller Besetzungsmoglichkeiten. In einer Momentaufnahme sind nicht alle Stellen
besetzt, die Beschreibung ist somit unzureichend.l”! Aus der Analyse der Dichtevertei-
lungen ergibt sich eine stark strukturierte Solvathiille in der direkten Umgebung des
Makromolekiils (Anstieg von Null hin zu den maximalen Werten, langsames Abfallen
auf die ,bulk“-Dichte beim Ubergang zu den entfernten Bereichen). Dabei ist die mitt-
lere Dichte im Bereich von 2.5-4.0 A im Vergleich zum ,bulk“-Solvens um 10 % erhoht
(,bulk“-Solvens bezeichnet die nicht mehr durch das Protein beeinflufsten Bereiche). Da-
bei erweisen sich die Maxima in der Solvensdichte auch als Minima in den Hyperflachen
der freien Energie.l%! Orte giinstiger Wechselwirkungen konnen so identifiziert und fiir
weitere Verfahren genutzt werden. Experimentell sind Verteilungen mittels Streuungs-

messungen zuginglich. (67

Auch die Berticksichtigung von strukturellen Wassermolekiilen (Wassermolekiile, die sehr
fest gebunden werden und so die Struktur mitbestimmen; auch im Zusammenhang mit
Ligandbindung von Bedeutung), die aus Kristallstrukturen oder durch MD-Simulationen
ermittelt werden, kann wertvolle Informationen beziiglich der Optimierung von Liganden

liefern.[69]

Ein anderes, artifizielles Verfahren!™ wurde verwendet, um auf theoretischem Wege
die bevorzugten Bindungsstellen fiir verschiedene organische Losungsmittelmolekiile zu
lokalisieren. Die Ergebnisse des CS-mapping Algorithmusses (Computational Solvent
mapping) wurden mit GRID bzw. MCSS und den Resultaten von NMR-Untersuchungen
verglichen.[™ Die hot spots* werden dabei in einem dreistufigen Verfahren ermittelt. Zu-
erst werden die Testmolekiile mit Hilfe einer Simplexmethode iiber die Proteinoberfliche
bewegt und die Minima aus mehreren Durchldufen mit einer schnellen Scoringfunktion
bewertet. In einem zweiten Schritt werden die gefundenen Cluster mit einer genaue-
ren Potentialfunktion energieminimiert und abschlieffend mit einem Clusteralgorithmus
(basierend auf ihren karthesischen Koordinaten) zusammengefafst und sortiert. In einer
Erweiterung wurden dann mehrere Kristallstrukturen berticksichtigt und in zwei weite-
ren Schritten iibereinstimmende Bindungsstellen ermittelt. Diese wurden dann gesondert

evaluiert.[™ Hierbei sollten konformative Flexibilitdten mit beriicksichtigt werden.

1.1.3.1.5 GRID

Der Prototyp einer ganzen Gruppe von Verfahren ist das von P. Goodfort entwickelte
Programm GRIDI™7 Basierend auf einer Energiefunktion werden fiir verschiedene Son-
den (bestimmte funktionelle Gruppen, z. B. Wassermolekiil, aromatischer Kohlenstoff,
Methylgruppe, Hydroxylfunktion, etc.) auf einem regelméfigen Gitter die Wechselwir-

kungsenergien fiir die Sonde mit dem Protein an jedem Punkt berechnet. Die Sonden
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sind so gewéhlt, daf sie durch eine Kugel (,sphere®) dargestellt werden kénnen. Das Pro-
gramm wurde spater um Algorithmen erweitert, um auch mehratomige Systeme auswer-
ten zu konnen.™ Durch geeignete graphische Reprisentation (Isokonturplot, Abbildung
1.4(a) und 1.4(b)) ist das Identifizieren von Bereichen giinstiger Interaktion leicht mog-
lich. Geschickte Kombination der Testeinheiten ermdglicht so schnell und umfassend die
Eigenschaften der Bindungstasche hinsichtlich des Bindungscharakters zu erfassen. Da-
bei ist diese Gittermethode nicht auf eine bestimmte Energiefunktion begrenzt, sondern
kann flexibel in unterschiedlichen Verfahren (v.a. in Docking-Algorithmen zusammen

mit wissensbasierten Energiefunktionen) eingesetzt werden./"”-50l

1.1.3.1.6 MCSS

Ein weiteres Verfahren basierend auf einem anderen Ansatz ist das von Karplus ent-
wickelte MCSSIBY831 (Multiple Copy Simultaneous Search). Hierbei wird die Protein-
struktur mit vielen Kopien!®¥ eines Testmolekiils (500 bis einige Tausend) in zufilliger
Anordnung umgeben (Abbildung 1.4(c) und 1.4(d)). Die Molekiile werden dann einzeln
einer Energieminimierung und evtl. einer kurzen Molekiildynamik-Simulation unterwor-
fen. Bei der Evaluierung der Energiefunktion (Verwendung findet hier das CHARMM-
Kraftfeld!®>#1) wird entsprechend nur das jeweilige Molekiil beriicksichtigt, d. h. fiir die
Minimierungs- bzw. Dynamik-Phase befindet sich nur ein Molekiil in der Umgebung des
Proteins. Liegen nach diesem Zyklus ein oder mehrere Sondenmolekiile dicht beieinan-
der, werden diese zusammengenommen und nur ein Molekiil aus diesem Cluster weiter
simuliert. Dieser Zyklus wird mehrmals druchlaufen. Am Ende ergeben sich Karten der
Bindungsregion mit giinstigen Bindungsstellen und der bevorzugten Orientierung der
Molekiile beziiglich des Proteins. Die urspriingliche Methode wurde im Laufe der Zeit
ergdnzt und erweitert, z. B. um Proteinflexibilitdt zu beriicksichtigen oder die direkte
Verkniipfung mit de novo-Design-Software zu erméglichen. ¥l Dies wurde durch eine kur-
ze, freie MD-Simulation der Testmolekiile im Feld des Proteins ohne explizite Solvatation
erreicht (durch Verwendung eines speziellen LES-Potentials, Local Enhanced Sampling).
Allerdings wird auch die Moglichkeit der Verwendung von expliziten Wassermolekiilen
in Verbindung mit dem MCSS-Ansatz diskutiert.[®”]

Diese Verfahren (GRID, MCSS) wurden und werden erfolgreich in der Suche nach neu-
en Liganden verwendet.[®°1 Ein Vergleich beider Methoden!®? hinsichtlich der geliefer-
ten Ergebnisse ergibt qualitative Ubereinstimmung der vorhergesagten Bindungsstellen.
Bei genauerer Betrachtung zeigt sich jedoch ein leicht unterschiedliches Bild auf Grund
der verschiedenen Bewertungen von H-Briicken-Wechselwirkungen und lipophilen Inter-

aktionen. Weiterhin basiert die Beschreibung der Sonden in GRID auf kugelférmigen
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(a) Isokonturplot fiir ein sp3-hybridisier-
tes Kohlenstoffatom. (b[—1.5]bg[—2.5]
g[—3.0]y[—3.5]o[—4.0]ro[—4.5]r[—5.0]max][5.0]
min[—5.3]).

(¢) Ausgangssituation fiir das MCSS-Verfahren.
Hier wurden 1000 Kopien des Methanolmole-

kiils verwendet.

(b) Isokonturplot fiir ein  sp>-hybridi-
siertes  Sauerstoffatom.  (b[—2.5]bg[—3.5]
g[—4.5]y[—5.5]o[—6.5]ro[—T7.0]r[—8.0]max[5.0]
min[—10.1]).

- -
(d) Das Ergebnis nach 20 MCSS-Zyklen. Die

Molekiile sind entsprechend ihrer Wechselwir-
kungsenergie eingefarbt.

Abbildung 1.4: Oben: Wechselwirkungskarten fiir FimH, berechnet fiir CH3 und OH
als Sonden. Man erkennt, daf unterschiedliche Bereiche von den jewei-
ligen Sonden bevorzugt werden. (Fiir Details zu den Methoden siehe
Abschnitt 10.1.6 tiber die GIRD-Experiment im Experimentellen Teil
und insbesondere den Punkt 10.1.5.2 auf Seite 188 iiber die Farbschema-

ta in den Isokonturplots).

Unten: Initiale und finale Verteilung von Methanolmolekiilen {iber
die Oberflache von FimH (Fiir Details zu den MCSS-Untersuchungen
sieche Abschnitt 10.1.7 im Experimentellen Teil und ebenfalls den
Punkt 10.1.5.2 auf Seite 188 iiber die Farbschemata).
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Ladungen, die bei mehratomigen Gruppen die intramolekularen Interaktionen nicht be-
riicksichtigt. Die Verkniipfung mehrerer Einzelergebnisse, wie in GRID implementiert,
wird dem anscheinend nicht gerecht. das MCSS-Verfahren erreicht eine ausgeglichene
Bewertung mehrerer Wechselwirkungsarten durch mehratomige Sonden. Die identische
Lage zu korrespondierenden Liganduntereinheiten kann aber auch hier wegen fehlender
Fragmentverkniipfung und Solvenseffekten nicht widergegeben werden. Die Schnelligkeit
der GRID-Suche erméglicht, verglichen mit der rechenzeitintensiven MCSS, die vollstéan-
dige Charakterisierung einer unbekannten Struktur mittels vieler verschiedener Sonden.
In de novo-Design-Verfahren ist MCSS der zu bevorzugende Ansatz, weil zusétzlich
benotigte Informationen iiber die rdumliche Anordnung von Fragmenten fiir die Ligand-
konstruktion ermittelt werden. Fiir die Optimierung vorhandener Liganden hingegen

scheinen beide Methoden geeignet zu sein.

1.1.3.2 Datenbanksuche — molekulares Docking — Scoring-Funktionen

In silico-Screening-Verfahren stellen den theoretischen Gegenpart zum experimentellen
HT-Screening dar. Dazu ist es nicht notwendig, komplizierte hochdurchsatzfahige Assays
zu entwickeln und materialintensiv umzusetzen. Dabei verlangen die immer gréferen
Datenbanken nach schnellen und vor allem zuverldssigen Algorithmen, um die virtuel-
len Bibliotheken effektiv nach virtuellen Treffern (,yirtutal hits*) zu durchforsten. Den
arbeitsintensivsten Teil bei den theoretischen Methoden bilden die Entwicklung, Ka-
librierung und Validierung der Parameter fiir die Screenignalgorithmen (entwicklungs-
intensiver Ansatz im Gegensatz zu Ressourcen-intensiven HTS-Verfahren). Die Suche
gliedert sich dabei in mehrere Schritte, wobei die Selektion immer strenger wird, um
schliefslich mit wenigen Vorschligen mit einer experimentellen Testreihe beginnen zu
kénnen. Mit genaueren Selektionskriterien ist es notwendig, die Anzahl der zu bewerten-
den Substanzen zu verringern, um den steigenden Anforderungen bei der Berechnung
gerecht zu werden (hierarchische Vorgehensweise). Zuerst werden grobe, sehr allgemein
gehaltene Filter verwendet, wie beispielsweise Lipinskis ,Rule of Five“[¥ oder #hnliche
empirische Regeln, um so ungiinstige Kandidaten sofort und schnell auszuschliefen (ne-
gative Filterung). Mit weiteren Filtern werden dann Molekiile ausgeschlossen, die eine
Mindestzahl an bestimmten Kriterien nicht erfiillen, wie z. B. die Anzahl an Wasserstoft-
briickendonoren oder -akzeptoren, Vorhandensein lipohiler oder aromatischer Unterein-
heiten. Erst dann werden mit flexiblen 2D- und 3D- Datenbanksuchalgorithmen (z.B.
UNITY /UNITY3D394) rechenintensive Positivselektionen durchgefiihrt (geometrische

Anordnung von pharmakophoren Gruppen zueinander, sterische Parameter, mogliche
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Konformationen). Die so erhaltenen Kandidaten konnen dann einer genauen Untersu-

chung der Wechselwirkungen mit dem Rezeptor unterzogen werden.

Um die Effektivitit eines neuen potentiellen Liganden beurteilen zu kénnen, sind insbe-
sondere zwei Schritte von entscheidender Bedeutung. Erstens miissen in einem Dockings-
chritt sinnvolle Protein-Ligand-Komplexe generiert werden. Weiterhin ist es notwendig,
die freien Bindungsenergien dieser moglichen Komplexe relativ zu den anderen richtig
vorherzusagen. Folglich héngt der Erfolg eines Dockingverfahrens sehr stark vom Ergeb-
nis der Bewertung der Komplexe ab.”l Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch die

Darstellung des Protein-Ligand-Systems innerhalb der Programmumgebung.

Es wurden mehrere Verfahren zu Vorhersage von Bindungsgeometrien und zur Bewer-
tung von Bindungsenergien entwickelt.!% 97l Diese unterscheiden sich in der Art und Wei-
se der Beschreibung des Rezeptorsystems (Proteinoberflichen, geometrische Form, inkre-
mentelle Beschreibung der Wechselwirkungspunkte), der Konformationssuche (geneti-
sche Algorithmen, fragmentbasierte Verfahren, MD-Verfahren) und im Scoring-Algorith-
mus (Kraftfeldmethoden, wissensbasierte Potentiale, empirische Scoring—Funktionen).[%]
Dabei gehen empirische Funktionen davon aus, dafs die freie Bindungsenergie in ein-
zelne Faktoren zerlegt werden kann (Terme fiir ionische Wechselwirkungen, H-Briicken-
Wechselwirkungen, hydrophobe Wechselwirkungen, Entropie) und diese durch Vergleiche
mit experimentellen Daten parametrisiert werden konnen. Die wissensbasierten Funktio-
nen werden nur durch statistische Datenanalyse gewonnen. Die Effektivitdt wird nor-
malerweise anhand einiger bekannter Proteine und deren Liganden auf Reproduktion
des Bindungsmodus iiberpriift. Haufig verwendete Programme fiir flexibles Docking mit
ihren zugehorigen Scoring-Funktionen sind z. B. FlexX, 819 AutoDock, %! DOCK!102
und GOLD.'% Untersuchungen zu den verschiedenen Funktionen!”°7 zeigen deutlich,
dafs nicht jede Kombination aus Scoring-Funktion und Docking-Algorithmus fiir jedes
Problem die besten Ergebnisse liefert. Eine robustere Bewertung ist jedoch durch die
Verwendung mehrerer, unterschiedlicher Scoring-Funktionen eher gewéhrleistet (,consen-
sus scoring®).*1% Dabei werden die gefundenen Konformationen mittels verschiedener
Funktionen bewertet und nur wenn mehrere den Komplex als ,gut bewerten, wird
dieser als wahrscheinlich angenommen. In einem zweistufigen Ansatz wird die Konfor-
merensuche durch eine einfache, stabile und schnelle Funktion gelenkt, die erhaltenen

geeignetsten Konformationen nochmals mit einer komplexeren Funktion evaluiert.['0]
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1.1.3.3 De novo-Design

Um nun neue Strukturen zu entwerfen, werden die aus der Proteinanalyse erhalte-
nen Informationen mittels verschiedener Ansétze direkt ausgewertet (,Design am Reifs-
brett“). Mit der stetig wachsenden Leistung der Computer wurde eine Vielzahl an Pro-
grammen entwickelt, die diese Aufgabe iibernehmen (z. B. LUDI, 66 CONCERTS, ¢!
LeapFrogl'®™). Dabei werden die Liganden aus kleinsten Einheiten in der richtigen Kon-
formation bzw. Konfiguration aufgebaut, das , Konformationsproblem® des Docking wird
so von vornherein umgangen und so der gesamte chemische Strukturraum zugénglich.
Die Bewertungsproblematik des Protein-Ligand-Komlexes bleibt jedoch auch hier beste-

hen.

In letzter Zeit wird eine neue Strategie verfolgt, ndmlich die des fragmentbasierten Wirk-
stoffdesigns (,fragment-based approach®). Ausgehend von kleinen Verbindungen mit ge-
ringer bis mittlerer Aktivitdt (im Bereich von 30 pM — 100 mM, Jlow affinity binder®)
werden die Bausteine fiir Liganden mit hoher Affinitét (,high affinity binder) ausge-
wahlt. Dabei finden validierte Fragmente Verwendung, kleine Molekiile, deren Aktivitét
und Bindungsmodus bestétigt sind, die eine breite Basis an funktionellen Gruppen repra-
sentieren. Die theoretische Grundlage dafiir legte Jencks bereits im Jahre 1981,1%81 1985
folgte die experimentelle Stiitzung der Theorie durch Nakamura und Abeles.'% Neuen
Anschub erhielt der Ansatz durch ,SAR by NMR* (Structure Activity Relationship by
Nuclear Magnetic Resonance) von Shuker, Hajduk, Meadows und Fesik 1996.1'1°)

Die Betrachtungsweise von Verbindungen als verkniipfte Fragmente ist in der Medizi-
nischen Chemie weit verbreitet. So werden beispielsweise bei der Optimierung einzelne
funktionelle Gruppen gegeneinander ausgetauscht (verschiedene Esterfunktionen oder
0-, m~, p-substituierte Aromaten) und dadurch kénnen gezielt einzelne Wirkungspara-
meter beeinflultt werden, die biologische Wirkung des Wirkstoffes bleibt dabei aber meist
erhalten.l'! Obwohl einzelne kleine Molekiile absolut betrachtet eine niedrige Affinitét
haben, so besitzen sie doch bezogen auf ihre Grofie (Anzahl der Atome) eine relativ hohe
Bindungseffektivitiit, da fast das gesamte Molekiil zur Bindung beitragt.'71 Dies ist
vor allem im Hinblick auf Optimierungsprozesse von Bedeutung, da normalerweise die
Molekiilmasse und Lipophilie der endgiiltigen Wirkstoffe dabei deutlich ansteigt. Die
meisten durch HT'S-Methoden gefundenen Hits hingegen weisen hierbei eine weitaus un-
glinstigere Bilanz auf. Fiir ein experimentelles Screeningverfahren reduziert sich zwar
die Zahl der zu testenden Molekiile somit drastisch, problematisch wird aber die Iden-
tifizierung dieser schwachbindenden Kandidaten und die Analyse des Bindungsmodus.
Dies laft sich jedoch durch die Anwendung von NMR- oder MS-basierten Methoden
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oder rontgenkristallographischen Verfahren umgehen. Die Problematik, die durch den
Entropieverlust bei der Fixierung mehrerer kleiner Molekiile entsteht, mufs man aber bei

allen experimentellen fragmentbasierten Methoden in Kauf nehmen.['?

Einen Liganden erhélt man aus den Fragmenten durch die Auswahl geeigneter Linker
(variable in Lange, Verkniipfungsstelle) fiir die Verkniipfung mehrerer Molekiile oder den
Aufbau ausgehend von einer zentralen Einheit (,scaffold). Auch experimentelle Verfah-
ren wie eine in situ-Verkniipfung!!'>"4 der Bausteine wurden vorgeschlagen. Die Aus-
wahl der Fragmente mufs sehr sorgféltig getroffen werden. In Analogie zur , Rule of Five*
wurde eine ,Rule of Three® fiir geeignete Fragmente abgeleitet.!''%) Zur Auswahl der zu
untersuchenden Fragmente bieten sich mehrere Mdoglichkeiten an, z. B. Datenbanken ba-
sierend auf der Analyse von als Medikamenten und Wirkstoffen bekannten Verbindungen
oder die retrosynthetische Zerlegung von bekannten Liganden fiir verwandte Proteine

des untersuchten biologischen Targets.!'6l

1.1.3.4 Grenzen des strukturbasierten Designs

Neben den schon erwéahnten Nachteilen von in silico-generierten Strukturen wie beispiels-
weise geringe Bioverfiigbarkeit oder synthetisch schwierige Verbindungen gibt es noch
eine Reihe prinzipieller Probleme beim strukturbasierten Entwurf von Liganden zu be-
riicksichtigen. Die Geschwindigkeit der Algorithmen und Programme wird vornehmlich
durch Anwendung einiger gravierender Vereinfachungen und Annahmen zu Lasten der
Genauigkeit erreicht. Hier sollen kurz die Grenzen und moglichen Ansatzpunkte zur
Verbesserung aufgezeigt werden. Losungsanséitze fiir die erwahnte ADMET- und Syn-

theseproblematik werden heute schon in den Designprozef mit einbezogen (vide supra).

1.1.3.4.1 Uber die Flexibilitit der Rezeptoren

Viele Proteine zeigen grofse Flexibilitdt und verdndern ihre raumliche Struktur bei der
Ligandbindung. Wie viele Beispiele zeigen, kann dieselbe Bindungsstelle strukturell un-
terschiedliche Liganden in verschiedenen Modi binden!®!. Dies spricht fiir einen dyna-
mischen, interaktiven Erkennungs- und Bindungsvorgang. Viele computergestiitzte Ver-
fahren verwenden allerdings einen fixierten Rezeptor, um grofe Datenbanken schnell
zu durchmustern. Dabei kann die Beriicksichtigung der Rezeptorflexibilitat strukturell
diverse Liganden liefern, was die Erfolgsaussichten des Designprozeses erhoht.l87 In-
zwischen gibt es einige Verfahren, um diesen Aspekten in den Ansétzen zum Drugde-
sign Rechnung zu tragen. Das Docking flexibler Liganden wird inzwischen routineméfig

durchgefiihrt. Explizite Molekiildynamik-Simulationen zur Berechnung aller relevanten
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Interaktionen auf Grund des immensen Rechenaufwandes fiir groffe Datenbanken nicht
durchfiithrbar. Es konnen aber einzelne Ernergieminimumkonformationen aus Simula-
tionen eines Rezeptors (MD, genetische Algorithmen) oder verschiedene Kristallstruk-
turen fiir Docking und de novo-Design-Programme verwendet werden, um strukturelle
Diversitat zu berticksichtigen. Bei anderen Ansétzen beispielsweise werden nur die Bin-
dungsdoménen bzw. die Seitenketten der beteiligten Aminoséduren flexibel gestaltet, um
die Interaktionen mit dem Liganden zu optimieren. Mit steigender Leistung der Com-
puterhardware und intelligenten Algorithmen kann in Zukunft die Rezeptorflexibilitét

zunehmend als Quelle fiir Innovationen statt als Beschrankung betrachtet werden.

1.1.3.4.2 Loésungsmitteleffekte und die freie Bindungsenergie

Die zentrale Grofse bei der Beurteilung von Bindungsvorgédngen ist die freie Bindungs-
energie AG. Die zuverlédssige theoretische Vorhersage von AG setzt voraus, daf alle rel-
vanten Beitrige und ihre Gewichtung bei der Berechnung beriicksichtigt werden.[!17:118]
Die explizite Verwendung von Wasser oder Losungsmittelmolekiilen bei der Auswertung
von Bibliotheken ist auf Grund der zeitintensiven Evaluierung vieler intermolekularer
Wechselwirkungen nicht moglich. So basieren die artifiziellen Scoring-Funktionen zu-
meist auf empirisch abgeleiteten Termen zur Abschédtzung der Bindungsenergie. Der
Beitrag von Desolvatationseffekten (Brechen und Neubildung von H-Briickenbindungen,
Freisetzen bzw. Binden von zusétzlichen Wassermolekiilen) und konformativen Ein-
schrankungen bei Protein und Ligand zu AG in Form von Entropiegewinn oder -verlust
héngt aber von genau diesen intermolekularen Wechselwirkungen mit Wasser ab und
ist so oft unterschéitzt worden. Gerade im Hinblick auf komplexe Interaktionen an
der Proteinoberflache (flache Bindungsstellen anstelle von tiefen Bindungstaschen bei-
spielsweise bei der Protein-Protein-Erkennung) kann dies zum entscheidenden Beitrag
werden. b8 Nahezu alle Werkzeuge im strukturbasierten Drug Design beriicksichti-
gen Solvatationseffekte nur in Form von empirischen Funktionen (wie Abschétzung der
Beitréige von lipophilen Interaktionen oder konformative Einschrankungen), wobei aber
moderne Scoring-Verfahren (erweiterte Funktionen, Consensus-Verfahren), wie in Ab-
schnitt 1.1.3.2 beschrieben, mittlerweile verlaflichere Werte liefern. Mit den inzwischen
etablierten Molekiildynamik-Verfahren konnen hier entscheidende Fortschritte erreicht
werden, um zuverlassig die Bindungsenergien zu berechnen und die einzelnen Beitrage

genauer zu bewerten. 117118l

1.1.3.4.3 Zur Aussagekraft von Rontgenstrukturdaten

Die zentrale Rolle im strukturbasierten Design spielt die dreidimensionale Rezeptorstruk-
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tur, meist in Form von rontgenograpisch bestimmten Koordinaten. Jedoch basieren auch
Homologiemodelle meist auf Rontgenkristallstrukturdaten. Dabei wird im Allgemeinen
die ermittelte Struktur als ,wahr* angenommen!*l. Bei strukturbasierten Ergebnissen
miissen aber einige Aspekte beriicksichtigt werden, die schnell zu fehlerhaften Schluffol-
gerungen und somit zu falschen Ergebnissen im Designprozefs fithren. So kénnen die
Kristallisationsbedingungen (z.B. pH-Wert und damit der Protonierungszustand be-
stimmter Gruppen) die Ligand-Protein-Komplexstruktur durch unterschiedliche Kon-
formationen der beteiligten Molekiile oder die Morphologie der Kristalle bestimmen.
Dies muf in die Auswertung ebenso einfliefen wie die erreichte Auflésung bei der Struk-
turbestimmung. Die fiir Makromolekiile iiblichen Werte zwischen 2 A und 3 A kénnen
eine Unsicherheit in den Koordinaten in einer GroRenordnung von 0.5 A bedeuten. Pro-
bleme ergeben sich bei der Zuordnung der Elektronendichten von bestimmten Atomen
oder Molekiilen und bei beweglichen Molekiilteilen wie Seitenketten von Aminoséuren,
inbesondere bei denen an der Proteinoberfliche. Besonders anfillig hierfiir sind in der
Reihenfolge steigender Ungenauigkeit die Aminosauren Arginin, Glycin, Glutamin und
Lysin (Arg, Gln < Glu < Lys). Erschwert wird die korrekte Interpretation der Da-
ten durch die Abwesenheit von H-Atomen in der Elektronendichteverteilung. Dadurch
sind tautomere Formen nicht bestimmbar, Losungsmittelmolekiile nur schwer zu iden-
tifizieren und der Protonierungszustand von Aminosduren und Ligand kann so nicht
experimentell bestimmt werden. Die kristallographische Bestimmung der Koordinaten
ist eine zeitliche und rdumliche Mittelung iiber viele Strukturen. Dabei sind multiple Bin-
dungsmodi in einem Kristall moglich, besonders fiir schwach bindende Liganden (fiir ein
Beispiel siehe ,,Struktur der ,,Carbohydrate Recognition Domain“* unter Punkt 1.4.1 auf
Seite 26). Die Bewertung der experimentell erhaltenen und verfeinerten Strukturen mufs

mit chemischem Sachverstand erfolgen, um maogliche Fehler entdecken zu kénnen. !

1.2 Molekiildynamik-Simulationen

Die wichtigste thermodynamische Gréfie zur Beurteilung chemischer und biochemischer
Prozesse ist die freie Energie AG. Die {iblichen im Molecular Modelling verwendeten
Methoden benutzen die potentielle Energie bzw. empirisch definierte Gréfen zur Quan-
tifizierung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen. Sie vernachléssigen dariiber hinaus
den Einflufs des Losungsmittels auf den Bindungsprozek. Diese Vereinfachungen fiir die
bei 310 K hochdynamischen biologischen Vorginge im wéfrigen Medium machen die

Vergleichbarkeit mit dem Experiment schwierig. Eine Erweiterung der Modelle um die
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Losungsmitteleffekte und die Simulation der Dynamik ermoglicht eine verlafslichere Be-

rechnung thermodynamischer und kinetischer Eigenschaften dieser Systeme.

Die Molekiildynamiksimulation (MD-Simulation) ist ein theoretisches Verfahren zur
Beschreibung und Untersuchung dieser Effekte auf molekularer und atomarer Ebene.
Die Geschichte der MD-Simulation begann in den 1950ern mit harten Kugeln und
(in)elastischen Stoken als Modellsystem.['*l Das Verfahren wurden im Laufe der Zeit
verfeinert, bis 1977 das erste Biomolekiil simuliert wurde.l'?”! Diese Rechnungen wur-
den noch ohne Solvensmolekiile durchgefiihrt, allerdings wurden diese schon in frither
Zeit durch bestimmte Verfahren artifiziell berticksichtigt (beispielsweise iiber die dielek-
trische Konstante und entsprechende Terme im Kraftfeld). Bis Mitte der 90er Jahre
wurden dann die Algorithmen soweit verbessert, dafs die Simulation von ausgedehnten
Systemen iiber lange Zeitraume hinweg mdoglich wurden. Die iiblichen Simulationszeiten
grofer Molekiile entwickelten sich bis heute von anfinglich wenigen Picosekunden bis
hin zu mehreren hundert Nanosekunden (1 us Simulationsdauer fiir ein 36-Aminoséuren-
Oligopeptid wurde 1998 erreicht!'?!l). Eindrucksvolle Beispiele auf dem Gebiet der Bio-
molekiile lieferten Grubmiiller et al. durch die Aufkldrung der Funktionsweise des Kanal-
proteins Aquaporin!'?? und dessen aukerordentlich hoher Durchléssikeit fiir Wassermole-
kiile und gleichzeitiger Sperrwirkung fiir Protonen. Ein anderes Projekt befafte sich mit
Untersuchungen zur Funktionsweise der ATP-Synthase (Funktionsweise als molekulare

Maschine). 12l

Bei der klassischen MD-Simulation werden in einem System mit N Teilchen die New-
tonschen Bewegungsgleichungen schrittweise gelost, um die atomaren Positionen und
Geschwindigkeiten als Funktion der Zeit zu erhalten. Dazu miissen der Ort und Impuls
eines jeden Atoms und die im System wirkenden Krifte zwischen den Atomen bekannt
sein. Nach Eingabe von Anfangsbedingungen (beispielsweise in Form von Atomkoordi-
naten und Temperatur) und Randbedingungen (z. B. T, p = const.) ordnet ein Zufallsge-
nerator jedem Atom einen nach der Boltzmann-Verteilung gewichteten Impuls zu. Dann
werden die die Newtonschen Bewegungsgleichungen iterativ in definierten Zeitschritten,
tiblicherweise 1 fs (zur Erfassung auch der schnellsten Bewegungen im System) gelost.
Fiir die analytisch nicht 16sbaren Gleichungen wurden mehrere mathematische Verfahren
entwickelt (Integrationsverfahren, Beriicksichtigung von Randbedingungen, Berechnung
weitreichender, nichtkovalenter Interaktionen), um eine Minimierung des Rechenaufwan-
des zu erreichen.?!! Die resultierende Abfolge von Impuls- und Ortskoordinaten nennt
man Trajektorie (ein Koordinatensatz wird auch als ,snapshot* bezeichnet). Aus die-
sen Daten lassen sich bei hinreichend langer Simulationsdauer alle thermodynamischen

Grofsen und Parameter des Systems berechnen. Dabei werden die zur Losung der Bewe-
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gungsgleichung notwendigen Kréfte in der Regel in Form eines Kraftfeldes charakterisiert.
Moéglichen Wechselwirkungen von Atomen und Molekiilen werden getrennt voneinander
in Potentialfunktionen erfasst. Die Gesamtenergie des Systems wird dann als Summe
iiber die einzelnen Terme fiir alle Atome erhalten. Zu jedem Kraftfeld gehoren eine
Reihe von empirischen Parametern fiir Atome und deren Wechselwirkungen untereinan-
der. Die Qualitat des Kraftfeldes ergibt sich dabei durch die Genauigkeit der Potential-
funktionen und insbesondere aus den darauf abgestimmten Parametern. Beriicksichtigt
werden meist Terme fiir Bindungsléngen- und Bindungswinkeldeformationen, Torsions-
winkelverdnderungen und nichtkovalente Interaktionen (elektrostatische, lipophile und
H-Briicken-Wechselwirkungen, van der Waals-Interaktionen). Dabei reicht die Beschrei-
bung der Einfliisse von einfachen Funktionen, z. B. basierend auf dem Hookschen Gesetz
bis hin zu komplexen Termen mit Korrekturparametern fiir dieselbe Interaktion. Es
wurden diverse Kraftfelder fiir spezielle Molekiile entwickelt und parametrisiert, bei-
spielsweise AMBER!'?’l und CHARMM®>#9 fiir Biomolekiile (Proteine, DNA, Kohlen-
hydrate). Deren allgemeine Anwendbarkeit ist schon durch eine enge Parameterbasis be-
schrankt, ihre Effektivitdt und Genauigkeit bei den Biomolekiilen jedoch sehr hoch. Ein
gut ausgearbeitetes Kraftfeld mit einer breiten Parameterbasis ist das MMFF94 (Merck
Molecular Force Field, 1994).1'26] Damit ist es im Hinblick auf fragmentbasiertes Drug
Design besonders geeignet,!'?"132l um viele verschiedene organische Molekiile in einem
einheitlichen Parametersatz beschreiben zu konnen. In Vergleichen mit anderen Kraft-
feldern schneidet es fiir Konformationsenergien und intermolekulare Wechselwirkungen
iiberdurchschnittlich gut ab,['3! allerdings zeigt es leichte Schwichen bei kondensierten

Phasen (Dichte, Druckschwankungen im System).[%4l

Die Moglichkeiten der Analyse von Ligand-Protein-Interaktionen, die durch die Anwen-
dung von MD-Simulationen eréffnet werden, vergrofern sich stetig mit dem Anwachsen
der Leistungsfiahigkeit der Computersysteme. Sie bieten Einblicke in die molekularen
Ablaufe der Erkennungsprozesse und liefern die Grundlage fiir Verfahren zur Vorher-
sage der thermodynamischen Aspekte des Bindungsvorganges (z. B. thermodynamische
Perturbation FEP, Free Energy Perturbation).

1.3 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

1.3.1 Biologische Funktion von Kohlenhydraten

Kohlenhydrate werden neben DNS und den Proteinen auch als dritter Pfeiler des Lebens

bezeichnet. Sie gehdren zu den vier wichtigsten Gruppen natiirlicher Biomolekiile. Die
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Bedeutung der Kohlenhydrate geht nach neuen Erkenntnissen weit iiber ihre prominente
Aufgabe als Energiespeicher und Gertiistbaustoff hinaus. Thre funktionelle und struktu-
relle Vielfalt und damit die Moglichkeiten zur Vermittlung von biologisch relevanten
Informationen iibertrifft die der Aminoséuren und der Nukleotide um ein Vielfaches.[%"!
Oligosaccharide und glykosylierte Strukturen wie Glykoproteine, Glykolipide und an-
dere Konjugate von Plasma- und Strukturproteinen findet man in allen pflanzlichen
und tierischen Organismen. Im Laufe der Zeit und mit wachsendem Einblick in viele
biochemische Vorgénge ist evident geworden, dafs Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen
eine wesentliche Rolle bei einer grofen Zahl zelluldrer Erkennungs- und Kommunikati-
onsprozesse zukommt, so zum Beispiel bei der Zelladhésion, bei Immunreaktionen und
der Signaltransduktion.!'36-14 Die gewachsene Bedeutung der Kohlenhydrate und deren
biochemische bzw. biologische Relevanz spiegelt sich im raschen Wachstum der Glyko-

biologie als neuem Forschungsfeld wider.['*!l

1.3.2 Bedeutung von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen

Die in den Saccharidstrukturen ,yverschliisselte“ Information (ein regelrechter ,Code

(1421} wird von Proteinen beispielswei-

konnte bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden
se bei Immunreaktionen oder alternden Blutzellen durch Ausbildung nichtkovalenter
Kohlenhydrat-Rezeptor-Interaktionen genutzt. Die beteiligten Rezeptoren, als Lektine
und Selektine bezeichnet, sind weder Immunglobulinen noch den katalytisch aktiven
Enzymen zuzurechnen. Sie kénnen durch meist schwache, spezifische reversible Interak-
tionen Mono- und Oligosaccharide oder Kohlenhydrat-Partialstrukturen erkennen und

binden.[138:143]

Glykostrukturen auf der Oberfliche von Zellen bilden die Glykokalix, einen dichten
Mantel diverser und vielfaltiger Zuckerstrukturen. Der Aufbau ersterer ist abhéngig von
Typ und Funktion der Zelle und kann sein Erscheinungsbild im Laufe der Lebensdauer
einer Zelle wandeln."*!! Sie ist unverzichtbare Grundlage fiir die Kommunikation zwi-
schen korpereigenen Zellen. Die Beteiligung spezifischer auf der Oberflache prasentierter
Saccharidepitope an Erkrankungen wie Autoimmunreaktionen, AIDS, Krebs und bak-
teriellen Infektionen!'4* 146l bietet die Moglichkeit neuer Therapieansitze. Neue, bisher
nicht bekannte Zielproteine fiir die Wirkstofforschung liefern Angriffspunkte fiir bis neu-
te medikamentos nur schwer zu behandelnde Krankheiten. In diesem Zusammenhang
spielt auch die Entwicklung speziell fiir Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen para-

metrisierter Verfahren in Wirkstoffsuche und Optimierung eine wichtige Rolle.[147]
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1.3.3 Wechselwirkungsmechanismen

Auf den ersten Blick erstaunlich ist die nur mittelméfige bis schlechte Affinitdat von Koh-
lenhydraten fiir ihre Rezeptoren. Ublicherweise liegen die wirksamen Konzentrationen
im millimolaren Bereich (z.B. fiir a-D-Mannose und das Lektin FimH: 2.3 mM[48]),
stark-bindende Liganden hingegen haben Dissoziationskonstanten mit niedrigen nano-
molaren Werten. Zusammengenommen mit der Tatsache, daf von Lektinen unter Um-
stdnden auch strukturell dhnliche Saccharide gebunden werden, die Bindungsselekti-
vitdt also oft niedrig ist, verlangt die biologische Deutung von Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen nach einer Untersuchung der Prozesse auf atomarer und molekularer
Ebene. Im Hinblick auf die Beteiligung an pathogenen Vorgédngen bieten sich hier mog-

licherweise Ansétze fiir neue Therapien, wie einer Antiadhésionstherapie.[4]

Kern der strukturellen Erkennung von Kohlenhydraten ist zum einen die rdumliche An-
ordnung der Hydroxylgruppen und die daraus resultierende Ausbildung gerichteter Was-
serstofffbriickenbindungen. Zum anderen ermdglichen sterische Effekte, bedingt durch
den Unterschied axial bzw. dquatorial gerichteter OH-Gruppen, Selektivitét bei der Dif-
ferenzierung zwischen verschiedenen Zuckerstrukturen durch einen kohlenhydratbinden-
den Rezeptor. Die Beitrage durch die H-Briickenbindungen sind mit verantwortlich fiir
selektive Bindung. Sie allein geniligen aber nicht, um eine ausreichend feste Bindung zu
erzielen. Zumal die kohlenhydraterkennende Region (CRD, Carbohydrate Recognition
Domain) eines Lektins oft eine eher flache Bindungsdoméne als eine tatséchliche tiefe
Bindungstasche darstellt. Die hydrophobe Kontaktfliche zwischen Ligand und Protein
tragt den wesentlichen Anteil zur Stiarke der Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkung bei.
Bei der Analyse der Oberflache von Mono- und Oligosacchariden und deren lipophilen
bzw. hydrophilen Eigenschaften zeigt sich deutlich eine Unterteilung in lipophile und hy-
drophile Regionen (Abbildung 1.5). Es konnte gezeigt werden, daf ein Teil der lipophilen
Oberflache von Oligosacchariden durch nicht-Kohlenhydrat-Strukturen ersetzt werden

kann, die ebenfalls die notwendige hydrophophe Kontaktfliche prisentieren. !

Die gezielte Steuerung von Prozessen verlangt aber nach eindeutigen Signalauslosun-
gen und -iibertragungen. Diese Eindeutigkeit wird im Rahmen biologischer Systeme,
neben hochaffinen selektiven Liganden durch Multivalenzeffekte bei schwach-bindenden
Signalmolekiilen erreicht,'! wie zuerst von Lee et al. als ,Glycoside Cluster Effect®
beschrieben.['"? Die Feineinstellung der Signaliibertragung wird durch Vervielfachung
der einzelnen, schwachen Rezeptor-Ligand-Interaktion erreicht (polyvalenter Rezeptor
vs. monovalenter Ligand bzw. polyvalenter Rezeptor vs. polyvalenter Ligand).[***:1%3] In

der Folge wurden viele multivalente Kohlenhydratkonjugate synthetisiert, die als mo-
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Abbildung 1.5: Oberflichendarstellung von a-D-Mannose. Braune Bereiche stehen fiir
lipophile Bereiche, blau steht fiir hydrophile Regionen.

lekulare Sonden zur Untersuchung von Multivalenzeffekten dienen kénnen.!'1%4 Eine
hohere Aviditat konnte in vielen Féllen beobachtet werden. Eine abschliefende Erklé-
rung der grundlegenden physikochemischen Prozesse der Multivalenz steht aber noch

immer aus.

1.4 Typ—1-Fimbrien-vermittelte bakterielle Adhasion

Eine bakterielle Infektion beginnt mit der Interaktion von pathogenen Keimen mit der
Gewebeoberflidche, meist gefolgt von einer Ivasion der Erreger in die Epithelzellen. Dabei
konnen die Erreger den feindlichen, extrazelluldren Umgebungsbedingungen (u.a. den
Antikérpern, Antibiotika) entkommen und so in tieferliegende Gewebeschichten vordrin-
gen oder eine persistente Infektion verursachen.!'®>150l Die kohlenhydratbasierte Adhé-
sion von Bakterien an Epithelgewebe erfolgt mit Hilfe von Lektinen, die auf der Zell-
oberflache prasentiert werden. Escherichia coli, eigentlich ein weit verbreiteter Bewohner
des Verdauungstraktes von Sdugetieren, kann mehrere adhésive Organellen zur Kolonisie-
rung bestimmter Gewebearten, inbesondere des Harntraktes und der Blase, exprimieren.

Typ-1-Fimbrien (Fim) sind in diesem Zusammenhang gut untersuchte Adhésions- und
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Invasionwerkzege von uropathogenen E. coli-Stimmen. 1431561581 Wie in Untersuchun-
gen gezeigt werden konnte, ist das adhésive Protein FimH der Typ-1-Fimbrien nicht
nur notwendig zur Adhésion an der Zelloberflache, sondern auch unerléflich fiir das Ein-
treten der Bakterien in die Epithelzellen.['*0! Die bakteriellen Rezeptoren binden dabei
spezifisch an Mannose-préasentierende Oberflichen (a-Mannose und Mannotriose u. a.).
FimH bindet dabei priméar an N-glykosylierte Proteine vom hochmannosidischen Typ.
Neuen Erkenntnissen zufolge kénnen Typ-1-Fimbrien-exprimierende E. coli in Verbin-
dung mit Mannose und Lipopolysacchariden (LPS) auch Zellreaktionen wie Apoptose
auslosen, was darauf schliefsen l&ft, dafs die Typ-1-Fimbrien vermittelte Adhésion auch

in komplexe zellulidre Steuerungsprozesse eingreift.[15%:16%

1.4.1 Struktur der Lektindomane

Die Typ-1-Fimbrien sind filamentartige, bis zu 2 pum lange Oberflichenadhésine von
Bakterien. Die helikalen Stdbchen bestehen aus verschiedenen Proteinen, nichtkovalent
verkniipften FimA-Untereinheiten, gefolgt von FimF und FimG, die zusammen mit dem
Adhésionsprotein FimH die Spitze der Fimbrien bilden. Das Lektin selbst besteht insge-
samt aus 279 Aminosduren aufgeteilt in zwei Doménen (Abbildung 1.7). Die C-terminale
Doméne (Aminosdure 1-158) bildet die Verbindung zum Pilius, die N-terminale Lektin-
doméne (Aminosdure 159-279) trigt die CRD des Lektins.[148:157:158] Rontgenkristallogra-
phisch wurde nur eine CRD gefunden. Diese Art von Lektinen (zwei Doménen-tragende
Adhésine) sind in Losung nur stabil, wenn die C-terminale Pilius-Doméne durch ent-
sprechende Proteine abgeséittigt wird. FimH wurde deshalb im Komplex mit FimC
kristallisiert.['>"1%8] Es konnte jedoch gezeigt werden, das die N-terminale Lektindoméne

ohne die zugehérige Pilius-Doméne korrekt gefaltet und funktionsfihig ist.[61-163]

Fiir die Lektindoméne in Form des FimH-FimC-Komplexes sind zwei unabhéngige Ront-
gen-Kristallstrukturen verfiigbar, eine mit Cyclohexylbutanoyl-N-hydroxyethyl-D-gluk-
amid['®l (CHEGA, Abbildung 1.6; 2.7 A Auflésung) und eine zweite mit dem natiirli-
chen Liganden a-D-Mannosel™ (2.8 A Auflésung), sowie eine Mutante, ebenfalls mit
Mannose kristallisiert, hier unererwiahnt bleibt. Das Lektin an der Spitze, distal der

Pilusdoméne, besitzt eine tiefe Bindungstasche fiir ein Monosaccharid.

Die dritte, experimentell bestimmte 3D-Struktur (zwei unabhéngig voneinander erhalte-
ne Kristalle derselben Domiine) wurde kiirzlich von Knight et al. verdffentlicht!"®l und
enthdlt Butylmannosid (1.7 A bzw. 2.1 A Auflésung) als gebundenen Liganden in der
CRD. Dabei wurde nur die Lektindoméne allein mit dem Liganden kristallisiert. Das

Butylmannosid als Ligand war dabei eine ungewollte, zufillige Entdeckung (vide infra).
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Abbildung 1.6: Gezeigt werden die verschiedenen Liganden, mit denen die Kristallstruk-
turen von FimH erhalten wurden.

(a) Die N-terminale Lektin-Doméne (b) Die gebundenen Mannose ist von
des FimH (rot-orange) besitzt an der mehereren Loops umgeben. Der N-
Spitze eine tiefe Bindungstasche. Die Terminus ist Teil der Bindungstasche.

C-termianle Doméne des FimH ist
vom FimC (gelb) umgeben.

Abbildung 1.7: Ubersicht {iber die Struktur von FimH.

Die C-terminale Lektindoméane unterscheidet sich in den Positionen der a-C-Atome des

Aminosiure-Riickgrates in den drei Strukturen nur unwesentlich (rmsd-Wertel*64: 0.36 A
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bzw. 0.56 A fiir die beiden Kristalle in Bezug auf den FimH-FimC-Komplex!"*®). Durch
Mutationsexperimente konnte gezeigt werden, daf geringfiigige strukturelle Anderungen
im Bereich der CRD ausreichen, um die Mannose-Bindung stark zu verringern oder ganz
zu verhindern. Fiir die hohe Spezialisierung auf spezifische Mannose-Erkennung spricht
auch die Homologie in dem Sequenzabschnitt der CRD bei iiber 200 verschiedenen pa-

thogenen Erregerstammen.

Struktur der ,Carbohydrate Recognition Domain*

Bei genauer Analyse des FimH-Mannose-Komplexes zeigt sich, daft die CRD exakt auf
die Komplexierung von a-D-Mannosyl-Einheiten ausgelegt ist. Alle Sauerstoffatome des
Zuckerringes sind in insgesamt zehn Wasserstoffbriickenbindungen involviert. Aufserdem
wird die Bindung durch hydrophobe Interaktionen stabilisiert. Ein Wassermolekiil in
der Bindungstasche ermoglicht zusétzlich zur Wechselwirkung mit dem N-Terminus eine

Interaktion der Backbone-Struktur mit dem Sauerstoffatom der 2-OH-Gruppe.

Abbildung 1.8: Die Lage der Mannose in der Bindungstasche. Die gelben Linien markie-
ren die Wasserstoffbriicken vom Kohlenhydrat zum Protein.

Das O-Atom am anomeren Zentrum ragt, allenfalls durch ein Netzwerk von Wassermole-
kiilen mit der Eingangsbereich der CRD in Verbindung, ohne Beteiligung an den direkten
Wechselwirkungen aus der Bindungstasche in das Losungsmittel und ist so als Verkniip-
fungspunkt fiir zusétzliche funktionelle Gruppen verfiighar (siehe Abbildung 1.8). Die O-
Atome an 4- und 6-OH-Gruppe liegen abgeschirmt tief in der Proteinstruktur begraben
(Wechselwirkung mit ASP154, vermutlich deprotoniert, vgl. Abbildung 1.9). Der unte-
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(b) Die Aminoséuren, die den Boden der CRD
von FimH bilden, sind iiberwiegend mit hydro-
philen Resten ausgestattet.157]

das sogenannte , Tyrosin-Tor*.[157]

(d) Unterschied des mit Mannose kristallisier-
ten Proteins (blau) gegeniiber der Struktur,
die mit Butylmannosid™*®! (orange) erhalten
wurde.

(¢) Uberlagerung der Kristallstrukturen, die einer-
seits mit CHEGA!8! (rot-orange), andererseits
mit Mannosel'®”! (blau) erhalten wurden.

Abbildung 1.9: Oben: Aufbau der CRD von FimH im Detail.
Unten: Uberlagerung der verschiedenen Kristallstrukturen von FimH.

re Teil der Bindungstasche (,Boden“) ist im Vergleich zum Eingangsbereich der CRD
deutlich hydrophiler (siche Abbildungen 1.9(a) und 1.9(b)), was komplementér zu Orien-
tierung der Mannose in der Bindungstasche ist (hydrophile, lipophile Seite des Zuckers;
vgl. Abbildung 1.5). Der lipophile Grat um den Eingangsbereich miindet distal in einer
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aus zwei aromatischen Tyrosinresten gebildeten torédhnlichen Anordnung (,tyrosin gate®,
Tyrosin-Tor). Diese hydrophobe Region konnte fiir die bessere Bindung eines verzweig-
ten Mannotriosids und auch von Pentasacchariden!'®® gegeniiber dem Monosaccharid
(mit)verantwortlich sein. Fiir eine Beteiligung der CRD bei der Oligosaccharidbindung

sprechen wiederum Mutationsexperimente.'57]

Auffallig ist der experimentelle Befund, der im Zusammenhang mit der Butylmannosid-
Struktur*%® erhalten wurde. Diese wurde in zwei unterschiedlichen Bindungsmodi kom-
plexiert (Abbildungen 1.9(a), 1.9(b) und 5.1) und zeigt die Bedeutung hydrophober
Interaktionen fiir die Bindungsstérke. Die Positionen der Backbone- und Seitenketten-
atome im Bereich der tiefen Monosaccharid-Bindungstasche sind in beiden Féllen iden-
tisch. Auch der Pyranosering unterscheidet sich in seiner Lage nur unwesentlich zwischen
den beiden unterschiedlichen Strukturen. Allerdings variiert die Orientierung der aroma-
tischen Tyrosinseitenketten, wobei einmal eine grofsere lipophile Flache fiir den Alkylteil

des Mannosids préasentiert wird als im anderen Bindungsmodus.

1.4.2 Inhibition von FimH-vermittelter Adhasion

Ein wirksamer Inhibitor der durch Typ-1-Fimbrien vermittelten Adhésion von Bakterien
an ihre Wirtszelle kénnte von gewichtiger Bedeutung fiir die Therapie von Harnwegs-
infektionen und bestimmten bei Neugeborenen und durch durch E. coli ausgelosten
auftretenden Erkrankungen. Die Inhibition der bakteriellen Adhésion kann, wie gezeigt
wurde,['%7 eine Infektion verhindern. Die FimH-Rezeptor-Erkennung kann durch ver-
schiedene Mannose-enthaltende Strukturen unterbunden werden (Abbildung 1.10). Als
wirksam erwiesen sich beispielsweise Methylmannosid und weitere einfache Alkylman-
noside. Heptylmannosid stellt dabei einen Inhibitor mit einer Aktivitdt im nanomola-
ren Bereich dar.'*8! Auch Mannosederivate mit Quadratsiurederivaten als Aglykon!'®®!
bzw. einem aromatischen Aglykon!'® oder synthetische Oligosaccharide mit terminalen
Mannoseeinheiten"!! zeigen eine moderate bis hohe Aktivitdt bei der Hemmung der

FimH-vermittelten bakteriellen Adhasion.

Um nun aber zu einen Liganden bzw. Inhibitor mit einer hohen Affinitdt zum Lek-
tin FimH zu entwerfen, muf man den Bereich der natiirlichen, schwachen-bindenden
Kohlenhydrat-Liganden verlassen und diese durch nicht-Kohlenhydrat-Analoga ersetz-
ten. Allerdings sind fiir das Lektin bisher nur wirksame Substanzen basierend auf dem

natiirlichen Liganden Mannose bekannt.
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pyranosid (4), rel. Kp = 110.1148] rel. Kp = 440.1148]
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(¢) {o-Chlor-p- [N-4-ethoxy-2,3-dioxycyclobut-1-enyl)amino] phenyl} -~
D-mannopyranosid (6), RICs, = 6400.[168]

Abbildung 1.10: Gezeigt werden verschiedene Inhibitoren der FimH-vermittelten Adhé-
sion von K. coli. Die relativen Inhibitionswerte (RICsp) bzw. relativen
Kp (rel. Kp) sind auf Methylmannosid (RIC59 = 1 bzw. rel. Kp = 1)
bezogen.



2 Fragestellungen und

Zielsetzungen dieser Arbeit

Wie in der Einleitung beschrieben, werden bei den géngigen Molecular Modelling-Ansét-
zen zum Wirkstoff-Design die Einfliisse des Losungsmittels zu Lasten der Genauigkeit
vernachléassigt oder durch spezielle Terme implizit beriicksichtigt. Um diese schwerwie-
genden Nachteile zu beseitigen, soll in einem neuen Verfahren mit Hilfe von Molekiil-
dynamik-Simulationen eine explizite Verwendung von Wasser und damit von AG als
bestimmender Energiegrofie stattfinden. Fiir das Lektin FimH sind noch keine Liganden
bekannt, die nicht auf dem natiirlichen Bindungsmotiv ,Mannose* basieren. Um von der
schwachbindenden Mannose zu hochaffinen Inhibitoren zu gelangen, ist es sinnvoll, einen

nicht-natiirlichen Liganden zu entwerfen.

strukturbasiertes ligandbasiertes
Design Design
(Rezeptorstruktur bekannt) (Rezeptorstruktur unbekannt)

detaillierte

Wechselwirkungskarte
der Bindungsregion

(Pharmakophormodell)

/ N\

' Ligand-
de novo-Design l Optimierung
Datenbanksuche/
Docking

Abbildung 2.1: Thematisch ist diese Arbeit im strukturbasierten Design angesiedelt.
Ausgehend von Kristallstrukturdaten soll die Bindungsregion charakte-
risiert werden. Die Ergebnissen konnen dann fiir einen de novo-Design-
Ansatz und zur Optimierung von bekannten Liganden genutzt werden.
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Die durch die Molekiildynamik-Simulationen erhaltenen Ergebnisse konnen dann zu-
sammen mit den vorhanden Strukturdaten iiber das Protein fiir eine weitergehende
Analyse des Bindungsverhaltens bekannter, Mannose-basierter Liganden verwendet wer-
den. Dazu sollen Docking-Studien mit Mannose-Derivaten durchgefithrt und mit den
Ergebnissen biologischer Tests verglichen werden. In diesem Zusammenhang sollen auch
schon bekannte, multivalente Glykocluster auf ihr Strukturverhalten in Losung unter-
sucht werden. Die Auswertung der Trajektorien soll durch die Verwendung eines neu-
ronalen Netzes eine Ubersicht iiber die in Losung vorliegenden Konformationen liefern.
Die erhaltenen Ergebnisse konnten dann zum rationalen Design von (multivalenten)

Mannose-Liganden fiir FimH verwendet werden.

Um diesen Ansatz zu iiberpriifen, soll ein nicht-Kohlenhydrat-Ligand fiir das Lektin
FimH entworfen werden. Folgende Arbeitsschritte ergeben sich fiir den de novo-Design-

Ansatz:

e Im Rahmen dieser Arbeit soll der theoretische Ansatz praktisch umgesetzt werden.
Dazu miissen nach der Vorbereitung des Simulationssystems und der Durchfiih-
rung der Rechnungen die Auswertungsprogramme implementiert werden. Die Er-
gebnisse der Molekiildynamik-Simulationen sollen nach der Auswertung und einer
geeigneten Visualisierung zu neuen Liganden fiir das Zielprotein FimH verkniipft

werden.

e Die entworfenen Kandidaten sollen nach einer retrosynthetischen Analyse schliefs-

lich synthetisiert und charakterisiert werden.

e Abschliefend soll die synthetisierten Verbindungen in biologischen Testsystemen
auf ihre Wirksamkeit als Inhibitoren der Typ-1-Fimbirien-vermittelten Adhésion

untersucht werden.

Die Untersuchung und Optimierung von Kohlenhydrat-Liganden umfafst zwei Abschnit-
te:

e Die Untersuchung des Bindungsmodus bekannter Mannose-Derivate soll die Grund-
lage fiir die Erarbeitung von geeigneten Vorschldgen zur Optimierung des Bin-

dungsverhaltens von Liganden an FimH liefern.

e Die Untersuchung und Charakterisierung des strukturellen Verhaltens von Gly-
kocluster-Verbindungen in wéfriger Losung durch Molekiildynamik-Simulationen
soll Aufschluft iiber mogliche Bindungsmodi und Multivalenzeffekte geben. Die

Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe eines neuronalen Netzes.



3 Freie Energie-basiertes
Ligand-Design (FELD)

Ziel der modernen Design- und Docking-Methoden ist es, unter Einbeziehung von Solvata-
tions- und Desolvatationseffekten optimale Liganden zu entwerfen und die freie Bin-
dungsenthalpie AG (nach der Gibbs-Energie-Funktion G bei konstantem N, p, T bzw.
der Helmholtz-Energie-Funktion A bei N, V', T konstant) des hypothetischen Ligand-
Protein-Komplexes moglichst genau vorherzusagen. Aufgrund des hohen Rechenzeitauf-
wands bei der Bewertung sehr vieler Komplexe beim in silico-Screening sind solche Ver-
fahren nicht allgemein anwendbar und man beschrankt sich meist auf Methoden, die we-
der die Entropie noch das Losungsmittel beriicksichtigen. Bei de novo-Design-Verfahren
kann und mufs jedoch eine exakte Beriicksichtigung des Einflusses von Losungsmittelef-
fekten stattfinden, um verléssliche Aussagen hinsichtlich des Bindungsmodus und der
Bindungseigenschaften potentieller Protein-Liganden zu treffen. Im Rahmen dieser Ar-
beit soll auf der Basis dieser Pramisse ein optimaler Ligand fiir ein Protein unter Beriick-
sichtigung von AG als bestimmendem Faktor konstruiert werden. Dabei wird erstmals
ein Verfahren angewendet, welches Losungsmitteleffekte und Entropie bereits in den De-
signprozefs miteinbezieht. Damit wird gezielt im Sinne des de novo-Designs ein neuer

Ligand fiir das Lektin FimH mafigeschneidert.

3.1 MD-getriebenes de novo-Design

Alle Vorgénge in Lebewesen héngen auf makroskopischer wie auf molekularer Ebene
von Wasser ab. Es ist das Losungsmittel und Reaktionsmedium, in dem alle Prozes-
se des Lebens ablaufen. Wasser bestimmt die thermodynamischen Gréfen der Ligand-
Protein-Wechselwirkungen durch enthalpische und entropische Faktoren entscheidend
mit. Nach Ladbury!'™ sind die Beitréige zur Ligand-Protein-Interaktion durch Wasser-

molekiile ,schwer zu bestimmen und schwer zu modellieren”. Es wurden daher zahlreiche
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Methoden und Verfahren entwickelt, um Solvatation und Desolvatation bei der Bestim-
mung relativer und absoluter freier Bindungsenthalpie AG (bzw. AA) mit zu berticksich-
tigen. Darunter sind beispielsweise auf wissensbasierten Potentialen aufgebaute Funktio-
nen (PMF, Potentials of Mean Force), sogenannte empirische Kraftfeldfunktionen oder
Kontinuummodelle zur Beschreibung von Losungsmitteleffekten.[''8l Allen gemeinsam
ist, dak die Bewertung der Protein-Ligand-Wechselwirkung zwar mit relativ geringem
Aufwand erfolgt, die Aussagekraft auf Grund der Komplexitit des Bindungsvorganges in
Wasser jedoch beschrinkt ist. Die Verwendung expliziter Solvensmodelle bringt deutli-
che Vorteile auf diesem Gebiet.['*81 Auf Molekiildynamik- und Monte Carlo-Simulationen
mit Losungsmittelmolekiilen basierende, sehr genaue und daher rechenintensive Verfah-
ren stellen momentan die einzige zuverldassige Methode zur exakten Vorhersage freier
Bindungsenergien dar.''8! Diese erfordert jedoch sehr lange Simulationszeiten. Da die
Energie der Konfigurationen'™ exponentiell in AG eingeht, tragen energiereiche, d. h.
in der Simulation selten ,besuchte” Konfigurationen stark zur freien Enthalpie bei. Re-
lative freie Energien sind weniger aufwendig zu berechnen, da man das Problem der
langen Simulationszeiten durch ,Tricks* umgehen kann. Insbesondere die FEP (Free
Energy Perturbation) und die thermodynamische Intergration (TI, Thermodynamic

Integtration) sind dabei hiiufig verwendete Verfahren.[72-17]

Als Basis fiir den Entwurf eines optimalen Liganden sollen in dieser Arbeit Molekiildy-
namiksimulationen dienen, da sie bereits beim Designprozef von thermodynamisch rea-
listischen Bedingungen ausgehen. Um eine optimale Positionierung von funktionellen
Gruppen in der Bindungstasche eines Rezeptors zu erreichen, werden diese in Konkur-
renz mit Wasser simuliert. Dabei werden unter Beriicksichtigung aller Interaktionen
auch entropische Effekte sowie Solvatation und Desolvatation von Ligand und Rezeptor
eingeschlossen. Somit erfolgt die Charakterisierung des gesamten Proteins bzw. des un-
tersuchten Fragments unter Beriicksichtigung von AG in Losung als bestimmender Ener-
giegrofe. Durch die Abhéngigkeit des Bindungsvorganges von der freien Energie sollten
sich Maxima in der Dichteverteilung der Sondenmolekiile an Positionen ergeben, an de-
nen die energetischen Bedingungen giinstig sind. In einem ersten Schritt werden durch
Verwendung verschiedener Sondenmolekiile als Aquivalente funktioneller Gruppen die
bevorzugten Bindungsstellen dieser Gruppen ermittelt. Die Auswahl der Testmolekiile
(wie Benzol, Methanol, Cyclohexan, Methylamin) fiir die Evaluierung der Bindungsei-
genschaften wird nach funktionellen Gesichtspunkten getroffen, um ein breites chemi-
sches Spektrum abzudecken. Durch MD-Simulationen des Proteins in einer Mischung

aus Wasser und einem Kosolvens in geringer Konzentration bei Raumtemperatur oder
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bei erhéhter Temperatur (entsprechend dem Kosolvens-Wasser-Gemisch) werden die be-

vorzugten Bindungspositionen fiir die funktionellen Gruppen des Kosolvens ermittelt.

In Schritt 2 des Designzyklus werden zwei bis drei dieser funktionellen Gruppen ver-
bunden (mehrmals dieselbe oder verschieden Gruppen) und erneut durch eine MD-
Simulation mit Wassermolekiilen in eine optimale Position ,geschiittelt. Die Verkniip-
fung von Untereinheiten erfolgt dabei idealerweise nur durch die Einfiihrung einer Bin-
dung zwischen verschiedenen Fragmenten. Die erneute MD-Simulation soll die verédnder-
ten Eigenschaften des gewachsenen Liganden beriicksichtigen, bevor weitere Gruppen
hinzugefiigt werden. Der Vorgang wird so oft wiederholt, bis ein Ligand mit ausreichen-

der Abdeckung der Bindungsregion aufgebaut ist.

In einem ersten Ansatz wird ein nichtflexibler Rezeptor verwendet, wobei die Bewe-
gung des Proteins nicht mitsimuliert wird. Trotz der weiter oben angesprochenen Pro-
blematik (Punkt 1.1.3.4.1) bringt dies einige Vorteile mit sich. Das zu untersuchende
Losungsmittel-Protein-System kann deutlich verkleinert werden (Verringerung der An-
zahl der Atome), was zu kiirzeren Rechenzeiten fiir die MD-Simulationen fiihrt. So kon-
nen Probleme beziiglich des simulierten konformativen Raumes vermieden werden, die
einen Einfluk auf die theoretische Ermittlung von AG haben.['?4170 Zustzlich werden
die Auswertung der MD-Simulationen und die Analyse der Ergebnisse erheblich verein-
facht. Fiir die Bewertung der erhaltenen Liganden (,scoring” bzw. ,ranking”) wird auf
schnelle flexible Docking-Verfahren zuriickgegriffen, um den hohen Rechenaufwand der
exakten Verfahren zu umgehen. Jedoch kénnen prinzipiell auch FEP bzw. TT fiir den
quantitativen Vergleich zwischen &hnlichen funktionellen Gruppen wie Hydroxy- und

Amino-Gruppen herangezogen werden.

Der zentrale Vorteil im freie Energie-basierten Ligand-Design besteht in der expliziten
Beriicksichtigung von Losungsmittelmolekiilen und damit der Einfliisse von Solvatation
bzw. Desolvatation oder der Entropie. Wichtig fiir einen hochaffinen und selektiven
Wirkstoff ist dabei die Einbeziehung der Effekte schon im Aufbau der Liganden und nicht
nur bei der Bewertung verschiedener, durch Screening-Verfahren identifizierter Rezeptor-
Ligand-Komplexe. Die Berechnung der ,,Aufenthaltsdichte” der Testliganden hat einen
weiteren Vorteil: Sie gibt an, wie genau eine Bindungsposition (z. B. H-Briickendonor)
im Rezeptor durch die entsprechende funktionelle Gruppe im Liganden getroffen werden
mufs, je nachdem, wie ,yerschmiert” die Aufenthaltsdichte durch die Simulation berechnet

wird.
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3.2 Dichteverteilung

Eine theoretische Beschreibung der Solvatisierung von flexiblen Proteinen ist aufwendig
und komplex. Die strikte Einteilung in erste und héhere Hydratisierungsschichten mit
einer bestimmten Anzahl an interagierenden Wassermolekiilen wie in anderen Modellen
(Debye-Hiickel-Theorie, ,surface of shear),'” beschreibt die Tatsachen bei flexiblen Ma-
kromolekiilen nur unzureichend. Die Grenzen der Beschreibung durch lokalisierte ,hydra-
tion sites” zeigten sich auch im Vergleich mehrerer Kristallstrukturen und Ergebnissen
von MD-Simulationen eines Proteins beziiglich der zeitabhéngigen Besetzung verschie-
dener konservierter Wasserpositionen (siche Punkt 1.1.3.1.4). Diese sind zwar, tiber die
gesamte Simulationsdauer hinweg betrachtet, alle besetzt, jedoch nie alle zur selben Zeit.
Eine fluktuierende ,Wolke“ aus mehr oder weniger stark von der Wechselwirkung mit
dem Makromolekiil beeinflussten Wassermolekiilen kommt der Realitdt néher, ist aber
schwierig in einen Auswertungsalgorithmus zu implementieren.'"" Die Betrachtung mit-
tels Verteilungsfunktionen anstelle von einzelnen Wassermolekiil-Positionen, extrahiert
aus Rontgenkristallstrukturanalysen, ist eine addquate Moglichkeit, Simulationen mit

experimentellen Befunden zu verkniipfen. (7]

Diese Dichteverteilungsfunktionen kénnen aus Molekiildynamik-Simulationen mit expli-
ziter Verwendung von Losungsmittelmolekiilen (i. allg. Wasser) direkt berechnet werden.
Verschiedene, teils komplexe Ansétze und Methoden erlauben sogar die Analyse flexibler
Proteine in Losung.!'™ Eine einfache und direkte Moglichkeit bei der Verwendung eines
nichtflexiblen, d.h. eines fixierten Proteins besteht in der Uberlagerung aller Koordi-
natensitze einer Trajektorie und Aufteilung der Solvens-Box der Simulation in kleine
Volumenelemente (beispielsweise im Bereich von 0.500-0.125 A Seitenléinge). Die Dich-
teverteilungen erhdlt man durch Zahlen aller Atome des betrachteten Molekiils (Wasser

oder Losungsmittel) in allen Volumenelementen des Gitters.

Die Dichteverteilung im Bulk-Losungsmittel sollte gleichméfig sein, da keine dufieren
Einfliisse eine Orientierung der Wassermolekiile bevorzugen. In der Néhe des Proteins
tritt jedoch eine zunehmende Ordnung auf, die sich in Maxima der Dichteverteilung
bestimmter Atome des Losungsmittels oder eines Liganden ausdriickt. Orte hoher Dich-
te entsprechen Positionen, von denen aus energetisch gilinstige Wechselwirkungen mit
dem Protein stattfinden. In diesem Fall ist es sinnvoll, beim Design eines Liganden bzw.
Inhibitors die Atompositionen moglichst genau so anzuordnen, wie die Dichtemaxima
verschiedener simulierter Sondenmolekiile dies anzeigen. Dabei gibt die ,Schérfe” des
Dichtemaximums die Flexibilitdt beim Liganddesign vor. Ist die Verteilung ,schwammi-

ger®, so ergibt sich auch beim Aufbau des Liganden eine groflerere Flexibilitat.
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3.3 Der Einstieg in den de novo-Design-Prozel}

Mit den erhaltenen Verteilungsfunktionen fiir die Losungsmittelmolekiile (Sondenmo-
lekiile) bzw. deren funktionellen Gruppen kann ein de novo-Design Prozeft begonnen
werden. Durch den Vergleich mehrerer unterschiedlicher Simulationen kann man geeig-
nete Gruppen, deren Position und mogliche Linker ableiten. Nach Verbindung von zwei
bis drei geeigneten Fragmenten zu einem neuen Molekiil und erneuter MD-Simulation
in walriger Losung zeigt sich, ob die Verkniipfung zur optimalen Abséttigung der kom-
plementiren Rezeptorstruktur geeignet ist. Im weiteren Verlauf werden wieder ein bis
zwei funktionelle Gruppen hinzugefiigt und die Verkniipfung mittels MD-Simulation ve-
rifiziert (siehe Abbildung 3.1). Durch die Auswahl geeigneter Fragmente bei der initialen
Charakterisierung des Proteins ist eine breite chemische Diversitidt gegeben und die Be-

sonderheiten des untersuchten Rezeptors konnen dabei ebenfalls beriicksichtigt werden.

) . wiederholze
MD-Simulation Verkniipfung

. ) 0Bere potenter
mit > einzelner g9 — >~
Test-Molekiilen Einheiten Fragmente Ligand

/mulatione™

Abbildung 3.1: Prinzipielles Vorgehen beim ,Schiittelansatz®. Ausgehend von kleinen or-
ganischen Molekiilen wird iterativ ein theoretisch potenter Ligand auf-
gebaut.

Um einen optimalen Liganden zu designen, werden nun funktionelle Gruppen durch
geeignete Linker zu einem Liganden zusammengefiigt. In dieser Arbeit wurden die Er-
gebnisse der ersten Simulationsrunde in zweierlei Weise verwendet. Einerseits wurden die
Dichtemaxima strikt nach den Vorgaben der MD-Simulationen durch geeignete Linker
verkniipft. Andererseits wurden die Resultate zusétzlich mit Informationen aus Docking-
experimenten mit Kohlenhydrat-Derivaten verkniipft und mit chemischer Intuition zu
einer weiteren Zielstruktur ausgearbeitet. Diese beruht ebenfalls zu einem Teil auf den
Ergebnissen der MD-Simulationen, jedoch enthélt diese noch zusétzliche Strukturele-

mente aus den Erfahrungen mit bekannten Liganden fiir das Lektin.



4 De novo-Design von Antiadhasiva
fur das Lektin FimH

Mit dem in Kapitel 3 vorgestellten FELD-Verfahren soll nun eine neue Leitstruktur zur
Inhibition der Typ-1-Fimbrien vermittelten Adhésion von E. coli entworfen werden.Die
Notwendigkeit fiir das Design eines nicht Kohlenhydrat-Liganden liegt, wie bereits in der
Einleitung erlautert, in den von Natur aus schwachen Wechselwirkungen zwischen Koh-
lenhydraten und Lektinen. Ausgehend von den verfiigharen Proteinstrukturen werden
die MD-Simulationen durchgefiihrt. Nach der Analyse der Trajektorien werden die Ergeb-
nisse im Detail vorgestellt und zu verschiedenen Zielmolekiilen verkniipft. Abschliefsend
folgt ein Vergleich der Ergebnisse der MD-Simulationen mit denen durch das GRID-
bzw. MCSS-Verfahren fiir FimH erhaltenen Daten.

Die Struktur und biologische Bedeutung des Lektins FimH sind bereits unter Punkt 1.4
vorgestellt worden. Im Folgenden werden noch die fiir die Simulation wichtigen Aspekte
der Kristallstrukturdaten erwéhnt. Auf strukturelle und funktionale Details des Proteins

wird, soweit notig, bei der Analyse der Dichteverteilungen eingegangen.

4.1 Analyse der Bindungsregion durch

Molekiildynamik-Simulationen

4.1.1 Vorbereitung des Proteinsystems

Die Basis fiir das de mowvo-Design eines nicht-Kohlenhydrat-Inhibitors bildet die von
Knight et al.l®" experimentell bestimmte Kristallstruktur des FimH-Mannose-Komple-
xes (sieche 1.4.1). Zum Vergleich der Ergebnisse wurden auch einige Simulationen mit
der CHEGA-basierten Struktur'®! durchgefithrt. Allerdings sind die strukturellen Un-
terschiede in den Kristallstrukturen nur gering (rmsd-Wert fiir alle Schweratome in der
Lektindoméne: FimH-Man — FimH-CHEGA: 0.64). Auch die Differenzen zwischen der
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erst kiirzlich veréffentlichten Kristallstruktur mit Butylmannosid als Ligand™®! und den

zur Untersuchung verwendeten Strukturen ist gering (FimH-Man — FimH-Butylman:
0.85; FimH-Man — FimH-CHEGA: 0.89). Die Ergebnisse letzterer Struktur werden zur

Diskussion der erhaltenen Ergebnissen herangezogen.

Abbildung 4.1: Links: Der gesamte FimH-FimC-Komplex mit einer Connolly-

Oberflache (FimC: gelb, FimH: die Farben stehen fiir die darunterliegen-
den Atomtypen; rot = Sauerstoff, blau = Stickstoff, weils = Kohlenstoff,
cyan = Wasserstoff).
Rechts: Das fiir die Simulationen verwendete Proteinfragment des
FimH-FimC-Komplexes umfat nur den als Connolly-Oberflichel*51
(weifs) hervorgehobenen Bereich des gesamten Komplexes. Die Anpas-
sung bringt eine wesentliche Reduktion der Grofe des Simulationssy-
stems mit sich.

Ausgehend von den Rohdaten der Kristallstrukturen der Komplexe von FimH mit Man-
nose und CHEGA wurde ein stark vereinfachtes Proteinfragment erstellt, welches Si-
mulationen in einem adéquaten zeitlichen Rahmen ermdoglichte (sieche Abbildung 4.1).
Dafiir wurde der untere Teil (distal der CRD) entfernt, die entstandenen ungeséttig-
ten C-Termini als Methylester bzw. die N-Termini durch Acetylierung abgeséttigt und
die fehlenden Wasserstoffatome hinzugefiigt. Dabei wurde der eigentliche N-Terminus
(PHE1) als protoniert und die in der CRD liegenden Asparaginsduren (ASP54 und 154)
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als deprotoniert angenommen. Das exakte Vorgehen ist im experimentellen Teil unter
Punkt 10.1.2 beschrieben. Die so vorbereiteten Proteinfragmente dienten als Ausgangs-

punkt fiir den Aufbau der fiir die MD-Simulationen verwendeten Losungsmittelmischun-
gen (Man- bzw. CHEGA-Struktur).

4.1.2 Auswahl von Sondenmolekiilen

Fiir die Durchfiihrung der MD-Simulationen in Wasser-Losungsmittel-Gemischen ist ei-
ne sinnvolle Auswahl an kleinen Molekiilen (Sondenmolekiile) als Kosolvenzien nétig,
um mit einer moglichst kleinen Anzahl an Simulationen zu einen potenten Inhibitor
zu konstruieren. Die Sondenmolekiile dienen als Modell einer pharmakophoren Gruppe.
Die gewéhlten funktionellen Gruppen sollten eine ausreichende Abdeckung des Spek-
trums an chemischer Funktionalitéit bieten, um einen Uberblick iiber mogliche geeignete
Bausteine zu erhalten. Auch sollten sie kleine Einheiten darstellen, um einen Liganden
beginnend von der untersten Ebene der Wechselwirkungseinheiten aufbauen zu kénnen.
Weiterhin sollen die Gruppen eine einfache Verkniipfung zu grofferen Fragmenten er-
moglichen. Zur Uberpriifung der Konfiguration (Parameter fiir die Einstellungen) und
des Setups der Programme bzw. der Proteinsysteme wurden Simulationen in Wasser
bzw. Methanol durchgefiihrt. Diese wurden dann zum Vergleich mit den Losungsmittel-
gemischen herangezogen. Zuerst sollten die Verteilungen mit kleinen polaren Kosolvens-
molekiilen wie Methanol, Methylamin, Methanthiol und Acetonitril simuliert werden.
Dann wurden grofere Bausteine wie Ethanolamin, Benzol, Cyclohexan und Harnstoff
untersucht. Komplexere Molekiile bzw. Gemische wie Pyrrole oder Quadratsdure und
terndre Solvensgemische wie Methylamin-Methanol-Wasser wurden am Rande behan-
delt, um die weiteren Schritte im , Schiittelansatz” vorzubereiten. In Tabelle 4.1 sind alle

in Mischungen mit Wasser verwendeten Kosolvensmolekiile aufgefiihrt.

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber alle Testmolekiil-Wasser-Mischungen und deren Zusammen-

setzung fiir die Simulationen mit FimH.

Nr. Solvens Kosolvens Wasser Mol-%
Molekiile Molekiile
Methanol-Wasser 198 973 16.9
Methylamin-Wasser 400 1806 18.1
3 Methanthiol-Wasser 146 1595 8.4

Fortsetzung néchste Seite
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Nr. Solvens Kosolvens Wasser Mol-%
Molekiile Molekiile
4 Acetonitril-Wasser 136 3129 4.2
5  Ethanolamin-Wasser 102 2163 4.5
6 Benzol-Wasser 66 2575 2.5
7 Cyclohexan-Wasser 66 2154 3.0
8  Harnstoff-Wasser 108 3088 3.4
9  Pyrrol-Wasser 102 1969 4.9
10 1-Ethylpyrrol-Wasser 38 1906 2.0
11 1-Benzylpyrrol-Wasser 31 1605 1.9
12 Quadratsdure-Wasser 38 2643 1.4
13 Methylamin-Methanol-Wasser je 66 2050 6.0

4.1.3 Setup und Durchfiihrung der MD-Rechnungen

Auf der Basis des vorbereiteten FimH-Fragments wurden die Ausgangssysteme erstellt.
Bei allen Operationen wurden die Positionen der Proteinatome nicht verdndert, ihre
im Kraftfeld MMFF94 parametrisierten Wechselwirkungen mit dem Solvens und Kosol-
vens jedoch vollstdandig berticksichtigt. Die Verteilung der Kosolvensmolekiile um das
Fragment erfolgte mittels eines in Sybyl implementierten Solvatisierungsalgorithmus,
ebenso wie die Plazierung des Protein-Kosolvens-Konstrukts in einer Wasserbox ent-
sprechender Grofse. Die Durchmischung des Losungsmittels erfolgte durch eine kurze
MD-Simulation bei erhéhter Temperatur und anschliefender Aquilibrierung des Systems
(siehe Tabelle 4.2). Um eine Pseudoparallelisierung bei den Simulationen zu erreichen,
wurden mehrere Koordinatensets der Durchmischungssimulation &quilibriert und diese
dann als Startkonfiguration fiir mehrere MD-Simulationen verwendet. Damit erweitert
sich die statistische Datenbasis fiir die folgende Auswertung betrédchtlich. Durch eine
entsprechende Anzahl an Startkonfigurationen wurden mindestens 1.5 bis 2 ns Gesamt-
simulationsdauer erreicht (siche Tabellen 4.2 und 10.1 auf Seite 175 bzw. 10.2 auf Sei-
te 178). Die Molekiildynamik-Simulationen wurden, wo dies angebracht war, bei leicht
erhohter Temperatur durchgefiihrt, um auf diese Weise energetische Barrieren wihrend

einer endlichen Simulationsdauer iiberwinden zu konnen.
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Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die Losungsmittelgemische und die Anzahl der einzelnen Si-

mulationen. Alle Daten beziehen sich auf die Mannose-basierte Struktur.!*>7]
Nr. Solvens Anzahl T[K] t[ns]
Simulationen
1 Benzol-Wasser 16 350 5.2
2 Benzol-Wasser* 8 350 2.4
3 Acetonitril-Wasser 19 350 4.9
4  Cyclohexan-Wasser 4 340 1.4
5 Methanol-Wasser 8 300 2.8
6  Methanthiol-Wasser 4 330 1.4
7 Methylamin-Wasser 7 330 2.2
8  Methylamin-Wasser! 8 330 2.4
9 Ethanolamin-Wasser 4 340 1.6
10 Pyrrol-Wasser 8 340 2.6
11 1-Ethylpyrrol-Wasser 4 340 1.4
12 1-Benzylpyrrol-Wasser 7 340 4.2
13 Harnstoff-Wasser! 8 340 1.8
14  Harnstoff-Wasser 16 340 2.5
15 Harnstoff-Wasser! 4 340 1.2
16  Quadratsdure-Wasser 4 340 1.2
17 Methylamin-Methanol-Wasser 7 340 2.8

* Die Simulation wurde zur Bestétigung der Resultate nochmals durchgefiihrt.
 Die Simulation wurde mit dem CHEGA-Fragment durchgefiihrt.

! Die Simulation wurde zur Uberpriifung des Bindungsverhaltens des Harnstoffs

in der Bindungstasche nochmals durchgefiihrt.

4.2 Verteilung der funktionellen Gruppen —

Dichteverteilungen

Mit den Trajektorien der MD-Simulationen der Losungsmittelgemische mit kleinen Mo-

lekiilen waren alle notwendigen Informationen fiir den néchsten Schritt im Design vor-
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handen. Nun mussten diese Informationen aus den sehr grofen Datenmengen extrahiert

und visualisiert werden.

Im Folgenden wird kurz das prinzipielle Vorgehen erlautert. Die konkreten Arbeitsanlei-
tungen sowie der Quellcode des Auswertungsprogrammes finden sich im experimentellen

Teil bzw. im Anhang.

4.2.1 Berechnung der Dichteverteilung

Um die in Punkt 3.2 beschriebene Verteilung durch Uberlagerung zu erhalten, miissen
die einzelnen Konfigurationen (,snap shot“, diese enthalten die Koordinaten der einzel-
nen Atome) aus den Trajektorien von Sybyl extrahiert werden. Um die Datenfiille zu
reduzieren, wurden die Koordinaten des Simulationssystems nur alle 50 fs gespeichert
und nicht im Intervall der Rechenschritte (1 fs). Da ein direkter Zugriff auf die im
Binarformat vorliegenden Daten nicht mdglich war, wurde der Umweg iiber das Mole-
kiildateiformat ,mol2“ als Textdatei von Sybyl gewihlt. Dabei waren Dateioperationen
auf bis zu 60 000 Dateien notwendig. Die einzelnen Dateien wurden dann durch einen in

C+-+ programmierten Algorithmus ausgewertet.

A Lange

37-53

\ NN N A

Kantenlange der periodischen
Losungsmittelbox,

-
Volumenelement
0.250 - 0.259 A Seitenlinge

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Simulationsbox zur Erstellung der 3D-
Dichte-Matrix. Die kubische oder quaderférmige Box wird in kleine Wiir-
fel mit einer Seitenlinge von etwa 0.250 A unterteilt.

Nach Abtrennung der Aquilibrierungsphase wurde die erste Konfiguration (genauer: die
periodische Simulationsbox der ersten Konfiguration) zur Definition des Auswertungs-

gitters verwendet, das der Analyse zugrunde gelegt wurde. Dazu wurden die Kanten
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der Box in kleine, gleich grofe Abschnitte unterteilt und so kleine Volumenelemente
erhalten (eine ,Kante* umfafkt die gesamte Lange der periodischen Simulationsbox in z-,
y- und z-Richtung). Fiir die Seitenldnge wurde nach Untersuchungen mit unterschied-
lichen Werten (0.125 A, 0.25 A, 0.5 A), ein giinstiges Verhéltnis von Genauigkeit und
Geschwindigkeit fiir 0.25 A ermittelt (die ,Seitenldnge beschreibt die Auflosung des
Auswertungsgitters, also die Seitenldnge der Volumenelemente). Ein Verkleinerung der
Seitenldange der Volumenelemente erschopft schnell die Ressourcen (insbesondere den
Arbeitsspeicher) der verwendeten Computer und muf deshalb auch den durch die Sy-
stemgrofe gestellten Anforderungen gerecht werden. Durch diese Aufteilung entsteht fiir
jedes simulierte System ein diskretes Koordinatensystem, in dem die Nummer des Vo-
lumenelements in allen drei Raumrichtungen dessen Ort definiert. Die Kantenlénge der
Simulationsbox entspricht dabei der gesamten Anzahl der Volumenelemente pro Kante.
Die Dichteverteilung einer bestimmten Atomsorte wird ermittelt, indem man die Zahl
der Ereignisse, hier das Auftreten dieser Atomsorte in dem Volumenelement, in jedem
Volumenelement iiber die Simulationsdauer aufaddiert. Das auf diese Weise erhaltenen
Skalarfeld wird als Dichteverteilung interpretiert (In Tafel 4.1 sind die Auswertungspa-

rameter fiir die Methanol-Wasser-Simulation angegeben).

Solvens Az/A Ay/A Ay/A by Gy O

Methanol-Wasser 0.256420 0.255137 0.252456 148 164 140

Tafel 4.1: Die Auswertungsparameter fiir die Methanol-Wasser-Mischung. Angegeben
sind die Seitenldngen der Volumenelemente und die Seitenldngen in relativen Koordina-
ten fiir dieses System.

Basierend auf dem Auswertungsgitter wurde fiir jeden Atomtyp im Kosolvensmolekiil die
Dichteverteilung fiir die Simulation ermittelt und in Form einer Textdatei (vol-Datei)
in einem geeigneten Format gespeichert. Dazu wurden fiir jedes Koordinatenset die
Koordinaten aller Kosolvensatome in relative Koordinaten umgerechnet und die Zéahler
im entsprechenden Volumenelement fiir den jeweiligen Atomtyp erhoht. Das genaue
Dateiformat und die vol-Dateien fiir alle Simulationen sind im Anhang D auf Seite 304

erlautert bzw. aufgefiihrt.

4.2.2 Visualisierung und Reprdsentation der Verteilungen

Die erhaltenen vol-Dateien stellen die Grundlage fiir die graphische Auswertung dar. Das

Format wurde so gewéhlt, dafs eine einfache Konvertierung in mehrere bereits verwendete
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Darstellungsformate problemlos moglich ist. In Sybyl ist eine Schnittstelle eingebunden,
um Skalarfelder raumlich als Isokonturplots darzustellen. Diese wird auch hauptséchlich
fiir die visuelle Analyse der Simulationsergebnisse verwendet. Dabei werden Punkte im
Raum mit gleichem Wert verbunden und bilden Flachen und dreidimensionale Korper.
Durch die unterschiedliche Féarbung der Isokonturwerte, beispielsweise von Blautonen
(niedrige, ungiinstige Werte) hin zu roten Farbtonen (hohe Zéahler, giinstige Werte),
ist eine einfache und schnelle optische Erfassung der Ergebnisse moglich. Dabei sind
die Isokonturflichen transparent und es ist eine visuelle Identifikation von ,hot spots®,
also den Dichtemaxima, leicht moglich. Gleichzeitig wurde die Verteilung mit Sybyl-
internen Routinen evaluiert, um die exakten Koordinaten der Maxima zur Konstruktion

des Liganden zu erhalten.

4.3 Eine Leitstruktur basierend auf den

MD-Simulationen

Ziel der Verkniipfung der erhaltenen Informationen aus den Simulationen ist eine Leit-
struktur, die selektiv an den untersuchten Rezeptor bindet. Auf der Grundlage der freien
Energie basierend, sollte zudem ein hochaffiner Inhibitor fiir FimH-vermittelte Adhé&sion
entstehen. Um dies zu erreichen, werden zuerst die einzelnen Ergebnisse vorgestellt und

dann zu einer Leitstruktur zusammengefiigt.

Einige Anmerkungen zu den Darstellungen

In diesem Abschnitt werden mehrere Bilder der Isokonturplots prasentiert. Die Ergeb-
nisse nach dem MCSS- bzw. dem GRID-Verfahren werden zusammen mit den Isokon-
turdarstellungen der MD-Simulationen ebenfalls hier abgebildet. Das MCSS-Verfahren
liefert einzelne Molekiilcluster, die entsprechend ihrer CHARMMS-Energie farblich ko-
diert und auf einer Connolly-Oberflichel®®! abgebildet sind. Die Wechselwirkunsgitter
des GRID-Verfahrens wurden in das Sybyl-eigene cnt-Format transferiert und werden

analog den MD-Simulationsergebnissen dargestellt.

Die Préasentation der Ergebnisse erfolgt derart, daf die jeweilige Verteilung im Koordina-
tensystem des Proteins auf eine Connolly-Oberflachel®®5 projeziert wird. Das Protein
ist nur das fiir die Simulationen verwendete Fragment (Abbildungen 4.1 und 4.3) Dabei
reprisentieren die Farben der Oberflache die Atomtypen der Atome des Proteins (rot =
Sauerstoff, blau = Stickstoff, weif = Kohlenstoff, cyan = Wasserstoft).
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Bindungs-
tasche (CRD)

"hydrophobic

Abbildung 4.3: Die Darstellung der Isokonturplots erfolgen meist zusammen mit einem
Teil des FimH in einer Oberflichendarstellung nach Connolly (rot = Sau-
erstoff, blau = Stickstoff, weif = Kohlenstoff, cyan = Wasserstoff).[50:>1l
Hier sind die wichtigsten funktionellen Details der Bindungsregion (,Car-
bohydrate Recognition Domain“, CRD) nochmals zusammengefafit. Be-
sonders hervorzuheben sind die tiefe auf Mannose optimierte Bindungs-
tasche und das Tyrosin-Tor (gebildet aus den aromatischen Seitenketten
der Aminoséduren TYR48 und TYR137).

Zur Darstellung werden Punkte im Raum mit gleichen Werten zu einer Flache mit
derselben Farbe verbunden und als Isokonturflichen visualisiert. Fiir die einzelnen Ab-
bildungen wird die jeweilige Legende wie folgt gebildet (vgl. auch Punkt 10.1.5.2 auf
Seite 188 im experimentellen Teil): Die verwendeten Farben werden mit b blau, bg blau-
griin, ¢g grin, y gelb, o orange, ro rot-orange und r rot abgekiirzt, dabei kénnen im
einzelfall Stufen weggelassen sein. Die relative Reihenfolge ist dabei absteigend in Bezug
auf die Energie des Systems, d.h. von energetisch ungiinstig (blau; niedrigster Zéhler
fiir die 3D-Dichteverteilungen bzw. hochste Energie fiir die GRID-Felder) bis energe-
tisch am glinstigsten (rot; hochster Zahler fiir die 3D-Dichteverteilungen bzw. niedrigste

Energie fiir die GRID-Felder). Angegeben wird die Farbe, gefolgt von Isokonturwert in
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Klammern und abschliefiend der hochste Zahler (3D-Dichteverteilungen; der niedrigste
ist stets Null) bzw. der hochste und niedrigste Energiewert (fiir die GRID-Felder). Im
Fall von MCSS bzw. GRID stellen die angegebenen Werte Energien mit der Einheit
kcal/mol dar, im Fall der MD-Simulationen sind dies dimensionslose Grofen. Beispiel:
(b[10]bg[20]g[30]y[40]o[50]ro[70]r|80]max|100]).

4.3.1 Ergebnisse der ,Schiittelversuche"

Die beschriebenen Ergebnisse beziehen sich in allen Féllen auf die Resultate, die mit der
Mannose-basierten Struktur!*®” erhalten wurden. Die Simulationen, die zur Uberpriifung
mit der CHEGA-basierten Strukturl'®®! durchgefithrt wurden, lieferten in allen Fillen

dieselben Verteilungen. Aus diesem Grund wird auf diese nicht gesondert eingegangen.

4.3.1.1 Methanol und Methanol-Wasser

Fiir die Untersuchung der giinstigen Positionen und Orientierungen der kleinsten ,organi-
schen* Hydroxyfunktion wurde das vorbereitete FimH-Fragment in einer etwa 17 %igen
methanolischen Losung in Wasser bei 300 K simuliert. Die erhalten Trajektorie wurde

entsprechend dem obigen Schema ausgewertet.

Um die Effekte einer Konkurrenz mit Wasser zu visualisieren, wurde das Protein in rei-
nem Methanol ebenfalls bei 300 K untersucht. Dabei zeigen sich folgende Resultate (vgl.
Abbildung 4.4). Durch die Anwesenheit von Wasser ergeben sich deutlich sichtbare Unter-
schiede in der Verteilung der Methanolmolekiile iiber die Proteinoberflache. Es zeigt sich
eine gewisse Selektivitat fiir bestimme Positionen und Regionen. So werden beispielswei-
se die im Eingangsbereich zur CRD liegenden polaren Bereiche des ,hydrophobic ridge*
in reinem Methanol vollsténdig von Kohlenstoffdichte umgeben (Abbildung 4.4(a)). Im
Falle der Methanol-Wasser-Mischung sind fiir den polaren Bereiche nur noch wenige
Stellen geringer Dichte erkennbar (Abbildung 4.4(b)). Hier ibernimmt das Wasser in
der Mischung die Solvatisierung. Bestimmte Bereiche auf der Proteinoberfliche zeigen
aber auch eine analoge Verteilung in beiden Simulationen. Beispielsweise durchzieht den
Bereich des Tyrosin-Tores in beiden Féllen ein ,,Schlauch® von Kohlenstoffdichte. Auch
bei der Betrachtung der Dichteverteilungen des Wassers fillt eine Verdnderung beim
Ubergang vom reinem Solvens Wasser zur Mischung auf. So findet sich in der Simu-
lation der Mischung im Inneren der Bindungstasche eine deutlich geringere Anzahl an

Interaktionspunkten fiir Wassermolekiile als im Falle der Simulation in reinem Wasser.
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(a) Abgebildet ist die Dichteverteilung des C-Atoms von Methanol, als Iso-
konturflache bei 30, iiber die Simulationsdauer pro Volumenelement gezahlten
C-Atomen, in der Simulation in reinem Methanol. Hier besteht keine ,,Konkur-
renz‘ um die Bindungsstellen mit anderen Liganden, die Dichte des C-Atom ist
iiber die ganze Oberfliche verteilt und sorgt allein fiir die Solvatisierung des
Proteins. (b[30Jmax[2309)]).

}N -, ’ -

(b) Abgebildet ist wieder die Dichteverteilung des C-Atoms von Methanol,
als Isokonturfliche bei 14 C-Atomen pro Volumenelement, hier aber in einer
17 %igen Mischung mit Wasser. Das C-Atom ist weniger gleichméafig verteilt.
Unter Beriicksichtigung des Losungsmittels kristallisieren sich Positionen her-

aus, an denen sich das Kosolvens in wiiiriger Losung bevorzugt aufhalten. (y[14]
max|[429]).

Abbildung 4.4: Abbildung des FimH-Simulations-Fragments, mit Blick in die Bindungs-
tasche, zusammen mit den Simulationsergebnissen der Methanol-(Oben)
und der Methanol-Wasser-Simulation (Unten).
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(a) Abgebildet ist die Dichteverteilung des C-Atoms von Methanol, in
einer 17 %igen Mischung mit Wasser. Die transparenten Isokonturfachen
sind bei verschiedenen Werten eingefarbt. Man erkennt and den deutlich
Punkte, an denen sich Methanolmolekiile bevorzugt aufhalten (Bereiche
in roten Farbentonen) (b[13]bg[18]g[25]y[40]o[80]ro[120]r[250]max[2226]).

(b) Mannose und die Methanol-Simulation: Hier sind die Verteilungen
von drei Atomtypen (C = weif, O = rot, Hydroxyl-Proton = cyan)
aus der Methanol-Wasser-Simulation zusammen abgebildet. Die Uber-
lagerung der kristallographisch ermittelten Atompositionen fiir Manno-
se (Ball-and-Stick-Modell) zeigt eine exakte Ubereinstimmung mit den
Resultaten der MD-Simulation fiir C-4 und O-4 bzw. C-6 und O-6 (Koh-
lenstoff = weiff (w[60Jmax[4521]), Sauerstoff = rot (r[60]max[6214]),
Wasserstoff = cyan (c[80]max[4439])).

Abbildung 4.5: Oben: Abbildung des FimH-Simulations-Fragments, mit Blick in die
Bindungstasche. Unten: Uberlagerung der réntgenographisch ermit-
telten Mannoseposition mit den Resultaten der Methanol-Wasser-
Simulation.
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Eine Uberlagerung der réntgenographisch bestimmten Mannose-Position in der Bin-
dungstasche mit den Dichteverteilungen aus der MD-Simulation in Methanol-Wasser fiir
Kohlenstoff, Sauerstoff und den polaren Wasserstoffatomen zeigt eine sehr gute Uber-
einstimmung fiir die Atome C-4 und O-4 bzw. C-6 und O-6 (Abbildung 4.5(b)). Dabei
ergibt sich fiir eine entsprechende funktionelle Gruppe im neuen Liganden, z. B. RoCH-
OH, eine gewisse Variabilitdt im Kohlenstoff-Bereich des der 4-Position entsprechenden
Dichtemaximums. Das der 6-Position der Mannose entsprechende Dichtemaximum hin-
gegen ist in seiner Position stark fixiert. Die Wechselwirkung erfolgt hier hauptséchlich
mit der als Carboxylat-Anion vorliegenden Asparaginsidure ASP54. Das O-6-Atom ist zu-
sitzlich durch eine Wasserstoftbriicke aus dem Protein-Backbone durch das NH-Proton
von ASP47 fixiert. Unterhalb von O-2 befinden sich im Hintergrund die Dichten fiir ein
weiteres, stark fixiertes Methanolmolekiil. Dieses befindet sich an der Position des Was-
sermolekiils, welches in den drei veréffentlichten Kristallstrukturen!'4®157:158] in der Bin-
dungstasche konserviert ist. Dieses vermittelt eine Wasserstoftbriicke zwischen O-2 und
dem Protein-Backbone. Hieraus ergeben sich drei Positionen innerhalb der Bindungsta-

sche, die durch den geplanten Liganden bedient bzw. abgeséttigt werden miissen.

Diese Resultate fiir die Simulationen in Wasser, Methanol und Methanol-Wasser zeigen,
wie wichtig die Beriicksichtigung der Konkurrenz zwischen Sondenmolekiilen und Was-
ser fiir das Auffinden von giinstigen Wechselwirkungsorten ist. Die Dichteverteilungen
sind in walriger Losung bei weitem nicht so breit, wie die Simulationen in reinem Me-
thanol vermuten lassen (Abbildung 4.5(a)). Es kristallisieren sich bei der Simulation die
Orte heraus, die trotz Anwesenheit von Wasser bevorzugt von Liganden besetzt werden.
Der Wechselwirkungsprozef wird unter thermodynamisch realistischen Bedingungen si-
muliert und liefert so mit Beriicksichtigung von AG als bestimmender Energiegrofse
die giinstigsten Positionen fiir funktionelle Gruppen in einem moglichen Liganden. Der
Vergleich der Simulation mit den Experiment zeigt, dafs die ermittelten Positionen ei-
ner giinstigen Wechselwirkung fiir C-, H- und O-Atome aus der Simulation erstaunlich
genau mit den rontgenographisch bestimmten Atompositionen des natiirlichen Ligan-
den iibereinstimmen. Dieser Befund, zusammen mit dem Vergleich zwischen Methanol
und Methanol-Wasser als Losungsmittel, eréffnet die Mdoglichkeit, auch weitere Atom-
positionen fiir einen nicht-Kohlenhydrat-Liganden aus verschiedenen Simulationen mit

wakrigen Losungen von Sondenmolekiilen abzuleiten.
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(a) Uberlagerung der Dichteverteilungen fiir die N-Atome aus der Methylamin-
Wasser (blaue Isokonturfliche) und der Methylammonium-Ionen-Wasser-
Simulation (griin) mit der experimentell bestimmten Lage der Mannose. Die
Positionen der NHo-Gruppen fallen mit denen von O-4 und O-6 der Mannose
zusammen. Fiir die positiv geladenen NH;-Gruppen trifft dies nicht zu (MeNHs:
Stickstoff = blau (b[100]Jmax[17530]), MeNHZ: Stickstoff = blau-griin (bg[100]
max[12402])).

C-Atom-

Dichte NH-Atom-

Dichte

(b) Beim Blick von der Bindungstasche durch das Tyrosin-Tor in Richtung der
Spitze des Proteins zeigt sich die bevorzugte Orientierung der Sondenmolekiile
wéhrend der Simulation. Der lipophile Teil (C-Atomdichte: weifl) ist dem Protein
zugewandt, der hydrophile Teil von MeNHs (NH-Protonendichte, cyan) ist in das
Bulk-Losungsmittel gerichtet (Kohlenstoff = weifs (w[40]max[32621]), Wasserstoff
= cyan (c[18]max[24242])).

Abbildung 4.6: Uberlagerung der Kristallstrukturdaten mit den Simulationsergebnissen
fiir MeNH, bzw. MeNH; im Inneren der Bindungstasche (oben). Ab-
gebildet ist das FimH-Fragment mit den Resultaten fiir MeNH,-Wasser

(unten).
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4.3.1.2 Methylamin-Wasser und Methylammonium-lonen in Wasser

Um tber die funktionellen Gruppen OH, CH und CH, der Kohlenhydrate hinauszugehen
und damit einen nicht-Kohlenhydrat-Liganden zu konstruieren, wurden weitere kleine
Molekiile als Sondenmolekiile eingesetzt (stickstoff- bzw. schwefelhaltige, aromatische
und aliphatische Sonden). In Abbildung 4.6 werden die unterschiedlichen Eigenschaften
einer Amino- im Gegensatz zu einer Ammonium-Verbindung deutlich. In der Simulation
mit der NHy-Gruppe liegen Kohlenstoff- und Stickstoffatome analog zu den Positionen
von C-4 und C-6 bzw. O-4 und O-6 der gebundenen Mannose, bei der Ammonium-
Gruppe hingegen befindet sich nur ein Kosolvensmolekiil in Interaktion mit ASP54.
Dieses ist um etwa eine Bindungsldnge gegeniiber dem Methylamin-Stickstoffatom (O-
6-Analogon) verschoben. Jedoch bietet sich eine weitere mogliche Gruppe analog der

Position O-3 fiir eine im physiologischen Puffer protoniert vorliegende Aminofunktion

an (Abbildung 4.6(a)).

Fiir alle Simulationen mit methylgebundenen, polaren funktionellen Gruppen zeigt sich
dieselbe Orientierung der Molekiile im Bereich zwischen den aromatischen Seitenketten
von TYR48 und TYR137. Dabei ist die lipophile CH3-Gruppe dem Protein zugewandt
und bildet dabei einen schlauchférmigen Verlauf der Dichte in Bereich des Tyrosin-Tores
(sieche Abbildungen 4.6(b) und 4.5(a)). Die polare Gruppe vermittelt die Wechselwirkung
mit dem Wasser (Abbildung 4.7(b)).

Die verhéaltnisméafig unpolare SH-Funktion des Methanthiols liegt, verglichen mit der
Mannose, im Bereich der Bindungstasche auf allen ermittelten Positionen eher auf den
Positionen der Kohlenstoffatome der Mannose (Abbildung 4.7(a)). Die rdumliche Anord-
nung der Methanthiolmolekiile eignet sich weniger fiir den Einbau in einem Liganden,

der den vorhandenen Innenraum der Bindungstasche moglichst effektiv nutzen soll.

4.3.1.3 Acetonitril-, Harnstoff- und Ethanolamin-Wasser

Fiir Acetonitril in Wasser (Abbildung 4.7(b)) ergibt sich im Bereich des Tyrosin-Tors
eine vergleichbare Struktur wie fiir die strukturell &hnlichen Molekiile Methanol und Me-
thylamin. Im Bereich der Bindungstasche ist der unpolare Kohlenstoff der CH3-Gruppe
nach innen gewandt, die polare CN-Gruppe dagegen ins Losungsmittel gerichtet. Auch
die Position des konservierten Wassermolekiils wird besetzt. Es ergeben sich hieraus

keine neuen Erkenntnisse beziiglich des Ligandaufbaus.

Oligofunktionelle und dabei kleine Molekiile wie Harnstoff stellen besonders interessante

Fragmente dar, ermoglichen sie doch unterschiedliche Wechselwirkungsarten auf einer
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(a) Zusitzlich zu Verteilungsdichte der Stickstoffatome von MeNH; (in
blau) MeNHZ (blau-griin) ist hier die Dichte fiir das Schwefelatom
der Methanthiol-Wasser-Mischung mit den anderen Simulationsergebnissen
iiberlagert (gelbe Isokonturfliche). Das S-Atom liegt auf identischen Posi-
tionen, wie die Atome C-6, C-4 und C-1 der Kristallstruktur der Mannose
(MeNHy: Stickstoff = blau (b[100Jmax[17530]), MeNHZ: Stickstoff = blau-
griin (bg[100]max[12402]), MeSH: Schwefel = gelb (y[35|max[1759])).

) Die Dichteverteilung des C-Atoms von Acetonitril &hnelt denen des C-
Atoms von Methanol und Methylamin bzw. der Methylammonium-Ionen
(Kohlenstoff = weift (w[18]max[6114]), Stickstoff = blau (b[180]max[9426])).

Abbildung 4.7: Uberlagerung der Kristallstrukturdaten mit den Simulationsergebnis-
sen fiir MeNHy, MeNHZ und MeSH (oben). Abgebildet ist das FimH-
Fragment mit den Resultaten fiir CH3CN-Wasser (unten).
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(a) Im Bereich der CRD zeichnen sich fiinf mehr oder weniger stark fixierte Harn-
stoffmolekiile ab (gelb markiert), die fiir einen Einbau in einen Liganden dienen
konnten (Kohlenstoff = weifs (w[45]max[1540]), Stickstoff = blau (b[50]max[1236]),

Sauerstoff = rot (r[35]max[595])).
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(b) Hier sind fiir Ethanolamin als bifunktionelles Kosolvens die erhaltenen Dichte-
verteilungen der C- (weif), N- (blau) und O-Atome (rot) abgebildet. Im Eingang
zur Bindungstasche (Vergroferung) kann man erkennen, daff das Kosolvens prak-
tisch den Eingang verschliefst. Die Dichte fiir die C-Atome ist ins Innere der CRD
gerichtet (Kohlenstoff = weif (w[8]max[145]), Stickstoff = blau (b[5|max[200]),
Sauerstoff = rot (r[5]lmax[276])).

-

Abbildung 4.8: Dargestellt ist das FimH-Fragment zusammen mit den Dichteverteilun-
gen fiir Harnstoff (oben) und Ethanolamin (unten), jeweils erhalten
aus den Simulationen wafsriger Losungen dieser Kosolvenzien.
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kleinen Molekiiloberfliche. Deutlich zeigen sich fiinf fixierte Harnstoffmolekiile im Be-
reich der Bindungsregion (Abbildung 4.8(a)). Jenseits des lipophilen Tyrosin-Tors befin-
det sich in einer kleinen Vertiefung ein Molekiil mit wenig Bewegungsspielraum, welches
eventuell in einem Liganden beriicksichtig werden kénnte. Direkt im Torbereich befindet
sich ein wenig fixiertes, aber ausgerichtetes Molekiil. Drei weitere sind im Bereich der
Bindungstasche zu finden. Im Laufe der Simulation von 2.6 ns sind die Kosolvensmolekii-
le jedoch nicht ganz bis ins innere der CRD vorgedrungen, die Positionen der starksten
Interaktionen sind daher nicht besetzt. Das am rechten Rand liegende Harnstoffmolekiil

konnte in einen Liganden mit eingebaut werden.

Die Verkniipfung einer Hydroxy- und einer Aminofunktion liefert als chemisch sinnvolle
Verbindung einen $-Aminoalkohol, im einfachsten Fall Ethanolamin (Abbildung 4.8(b)).
Im Verlauf der Simulation einer wafsrigen Ethanolamin-Losung schliefst ein Molekiil des
Kosolvens den Zugang zur Bindungstasche ab. Der aliphatische Teil hélt sich bevorzugt
im hydrophoben Eingangsbereich der tiefen, hydrophilen Bindungstasche auf. Die Hydro-
xyfunktion steht in H-Briickenwechselwirkung mit der deprotonierten Saurefunktion von
ASP140. Weitere gut definierte Bindungspositionen kénnen im Bereich der Bindungsre-
gion nicht identifiziert werden. Unter Umstédnden sind eine ldngere Simulationsdauer

(simuliert wurden 1.6 ns) und eine hohere Konzentration des Kosolvens vonnéten.

4.3.1.4 Benzol und Cyclohexan

Den Untersuchungen mit Benzol und Cyclohexan als Kosolvens kommt eine besonde-
re Bedeutung zu, sind diese doch nahezu nicht mit Wasser mischbar.l'™ Um aussage-
kraftige Resultate wahrend einer angemessenen Simulationsdauer zu erhalten, ist eine
endliche Konzentration notwendig. Tatsachlich wurden in beiden Féllen gegen Ende der
Simulationszeit zum einen Entmischungstendenzen beobachtet. Zum anderen sammel-
ten sich die Kosolvensmolekiile vermehrt an der Schnittstelle des Proteinfragmentes,
die urspriinglich das Proteininnere darstellte und somit deutlich lipophiler ist als die
Oberflache des Proteins. In den Abbildungen 4.9 und 4.10 sind die anschaulichen Ergeb-
nisse beider MD-Simulationen dargestellt. Fiir den Benzolring wurden zwei prominente
Positionen ermittelt (Abb. 4.9(a), 4.9(b)). Jenseits des Tyrosin-Tors zeichnet sich ein
in seiner Beweglichkeit sehr stark eingeschrankter Ring ab. Deutlich sind die einzelnen
Kohlenstoffatome erkennbar. Weniger stark besetzt, aber dennoch zu erkennen, liegt ein
Ring im Eingang zur Bindungstasche. Um diese Positionen zu verifizieren und Artefakte
durch Fehler beim Setup der MD-Simulation auszuschliefsen, wurden alle Kosolvensmo-

lekiile aus dem Bereich der CRD entfernt und die Simulation erneut gestartet. Auch in
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dieser zweiten Simulation konnten die Positionen bestétigt werden. Wegen des eigent-
lich lipophilen Charakters des Eingangsbereiches (,hydrophobic ridge*) konnte dieses
Fragment als Linker zwischen den funktionellen Gruppen in der Tasche und moglichen
Ligandteilen aufserhalb der CRD dienen.

Fiir Cyclohexan zeigen sich sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede. So liegt im
Eingang zur CRD ein Sessel analog zu einem der aromatischen Ringe (Abb. 4.10(b)). Das
Analogon zum Benzolmolekiil jenseits des Tyrosin-Tors fehlt hingegen, dafiir zeichnet
sich Kohlenstoffdichte zwischen den aromatischen Seitenketten der Tyrosine ab (Abb.
4.10(a)). Auch hier bietet sich ein Sechsring als Linker zwischen CRD und dem Aufen-

bereich an.

4.3.1.5 Methanol, Methylamin und Wasser in Konkurrenz

Um einen ersten Eindruck von den Unterschieden in der Wechselwirkungsstéirke ver-
gleichbarer funktioneller Gruppen zu erhalten, wurde eine Mischung von Methylamin
und Methanol in Wasser untersucht. Allerdings erhéht sich in diesem Fall die Simula-
tionsdauer betrachtlich, da einerseits die Systemgrofse durch die Anwesenheit zweier
verschiedener Kosolvenzien in gleicher Menge ansteigt, andererseits miissen die Auf-
enthaltszeiten fiir beide Molekiile beriicksichtigt werden, um die Konkurrenz um eine
Bindungstelle beobachten zu kénnen. In Abbildung 4.11 sind die Verteilungen fiir das O-
Atom (4.11(a)) und das N-Atom (4.11(b)) der Kosolvenzien abgebildet. Bei Positionen
mit weniger starker Interaktion, d.h. solchen mit hoher Fluktuation wie beispielsweise
zwischen den Tyrosinseitenketten mit der OH-Gruppe von THR51, zeigen sich vergleich-
bare Zéhler-Werte. Bei festen H-Briickenbindungen in der Bindungstasche ist nur im Fall
des Sauerstoffatoms des Methanols eine Wechselwirkung zu erkennen. Hierbei stellt sich
die Frage, ob die OH-Gruppe der bessere Bindungspartner ist oder nur die Simulati-
onsdauer (2.8 ns) nicht ausreichend war, um einen Wechsel des Bindungspartners beob-
achten zu konnen. Zusammenfassend kann das Verhalten des N-Atoms von Methylamin
auflerhalb der CRD als identisch mit dem O-Atom des Methanols beschrieben werden,
in der Bindungstasche kann auf Grund der Abwesenheit jeglicher Interaktion (schwa-
cher oder starker Natur) des N-Atoms keine verldfiliche Aussage iiber die Konkurrenz

getroffen werden.
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(a) Dichteverteilung fiir die C-Atome von Benzol aus der Benzol-Wasser-
Simulation. Die Isokonturflichen sind transparent und ermoglichen so die Ab-
stufung in den Zahlerwerten zu erkennen. Zwei Benzolringe sind im Bereich der
CRD gebunden — mogliche Fragmente fiir einen Liganden (b[90]bg[120]g[180]

v[250]0[350]ro[400]r[500]max[503]).

(b) Blick aus einer anderen Perspektive (von oben nach unten durch das
Tyrosin-Tor) zeigt die exakte Lage der aromatischen Ringe (b[90]bg[120]g[180]

v[250]0[350]r0[400]r[500]max[503]).

Abbildung 4.9: Dichteverteilung fiir die C-Atome von Benzol, projiziert auf das FimH-
Simulations-Fragment. Oben: Blick in die Bindungstasche. Unten:

Blick durch das Tyrosin-Tor.
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(a) Dichteverteilung der C-Atome von Cyclohexan, ermittelt deraus der
Cyclohexan-Wasser-Simulation. Deutlich erkennbar sind zum einen die Dichte-
Maxima im Eingangsbereich der CRD, zum anderen ist zwischen den aromati-
schen Tyrosinresten ebenfalls eine héhere C-Dichte als im Bulk-Lésungsmittel
zu erkennen (b[90]|bg[120]g[180]y[250]0[350]ro[400]r[500]max[1480]).

(b) Uberlagerung eines Cyclohexanringes mit den gefundenen Maxima in der
C-Dichteverteilung der Cyclohexan-Wasser-Simulation im Eingangsbereich zur
CRD (b[380]g[450]y[550]0[650]r[800]max[1480]).

Abbildung 4.10: Abgebildet ist Dichteverteilung fiir die aliphatischen C-Atome von Cy-
clohexan zusammen mit FimH. Oben: Ubersicht iiber die Verteilung
der Dichte im Bereich der Bindungstasche. Unten: Analyse der abso-
luten Maxima der Dichteverteilung und Vergleich mit einem Sechsring
in Sesselkonformation.
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(a) Verteilung der Methanolsauerstoffatome in der ternidren Mischung. In der
Bindungstasche zeigt sich deutliche eine starke Interaktion mit dem Protein
(b[8]bg[10]g[20]y[40]o[80]ro[150]r[250]max[1205]).

(b) Verteilung des Methylaminstickstoffs der ternéren Mischung. Aufserhalb der
CRD ist das Verhalten mit dem O-Atom identisch (b[8]bg[10]g[20]y[40]o[80]
ro[150]r[250]max[321]).

Abbildung 4.11: Dichteverteilungen aus der Simulation von Methanol-Methylamin in
Wasser, zusammen mit FimH. Oben: Die Dichteverteilung des O-
Atoms von MeOH. Unten: Die Dichteverteilung des N-Atoms von
MeNHs.
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4.3.2 Verkniipfung

Die aus den Analysen der Dichteverteilungen gewonnenen Informationen kénnen nun
genutzt werden, um einen potentiellen Inhibitor fiir das Lektin FimH zu entwerfen. Dazu
werden einzelne funktionelle Gruppen aus den verschiedenen MD-Simulationen durch

Bindungen unter Beriicksichtigung synthetischer Aspekte verkniipft.

Die Bewertung der erstellten Zielmolekiile erfolgte mit dem Docking-Programm FlexX
und dem Consensus-Verfahren unter Sybyl. Damit konnte iiberpriift werden, ob die
durch Verkniipfung erhaltenen Liganden geometrisch die mit den MD-Simulationen er-
haltenen Wechselwirkungspunkte iibereinstimmen. Gleichzeitig kénnen eventuelle steri-
sche Interaktionen mit dem Protein schnell erkannt werden. Wenn auch beim Docking
keine Bertiicksichtigung der Losungsmittelkonkurrenz erfolgt, so konnen doch Aussagen
iiber sterische Probleme und Interaktionen getroffen werden. Die durch den Algorith-
mus erzeugten Konformationen des Liganden (meist 30) wurden visuell untersucht und
mit den Dichteverteilungen der MD-Simulationen verglichen, um eine Bewertung des
Liganden bzw. der eingefiihrten Verdnderungen funktioneller Gruppen zu ermoglichen.
Von grofter Bedeutung war die Beantwortung der Frage, ob die Dichtemaxima der MD-
Simulationen geometrisch und ohne sterische Interaktionen mit dem Protein erreichbar
seien. Die Scoring-Werte aus FlexX dienen dabei nur als Anhaltspunkt. Sie sind ein
Abschétzung der freie Bindungsenergie des Protein-Ligand-Komplexes, d.h. je kleiner

der Scoring-Wert, desto starker ist die Bindung des Liganden an den Rezeptor.

Aus dem Gesamtbild aller Simulationen ergibt sich eine Gliederung der Bindungsregion
des Proteins in drei funktionelle Bereiche, die durch einen Liganden mit komplementéarer

Struktur entsprechend bedient werden miissen:

1. Der Innenraum der CRD (die eigentliche Bindungstasche): Eine tiefe Tasche,
hauptséichlich bestehend aus polaren Aminosduren, in deren Zentrum die depro-
tonierte Aminosdure ASP54 liegt. Zusammen mit dem N-Terminus ist die Bin-
dungstasche optimal auf die Geometrie und die Polaritat der Oberflache von a-D-

Mannose abgestimmt.

2. Ein weitestgehend lipophiler Ring als Eingang in die CRD: Diesem Bereich
kommt eine Schliisselrolle zu, da eine iiber diesen eine Verkniipfung zwischen Innen
und Aufen erfolgen muf. Dazu sollte das Verbindungsstiick die entsprechende
Anzahl an funktionellen Gruppen mit der passenden Geometrie aufweisen. Der
lipophile Ring ist an einer Stelle durch polare Gruppen (ASN138 und ASP140)

unterbrochen.
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3. Die Bereiche im bzw. jenseits des Tyrosin-Tores, gebildet aus den aromatischen
Seitenketten von TYRA48 und TYR137 und ILE52 als ,Boden“: Hier liegen Stellen

fiir zusétzliche hydrophobe Interaktionen, die die Bindungsstérke erhéhen kénnen.

4.3.2.1 ,Inneres"

Die aus den Simulationen mit Methanol erhaltenen Positionen stellen einen Ausgangs-
punkt fiir den Aufbau eines Liganden dar. Zusammen mit den Resultaten der Aminover-
bindungen ergeben sich die in Abbildung 4.12 gezeigten Moglichkeiten. Die gut fixierte
Position fiir Ry erlaubt auch eine Aminofunktion, da eine zweite H-Briicke von Ligan-
den zum Backbone des Proteins moglich ist. Beim Ubergang von einer NHy- zu NHj -
Gruppe als Sondenmolekiil verschiebt sich die Lage des Dichtemaximums etwa um eine
Bindungslédnge, wodurch der Bindungsmodus eines Liganden deutlich verdndert wird.
Dieser Aspekt ist im Hinblick auf basische die Aminogruppe im Liganden zu beriick-
sichtigen. Die Dichteverteilung des C-Atoms in der Methanol- bzw. Methylamin-Wasser-
Simulation weist eine gewisse Flexibilidt auf (vergleiche Abbildungen 4.5(b) und 4.6(a))
und zeigt sich daher geeigneter als Verkniipfungsstelle mit einer zentralen Einheit im Li-
ganden (Abb. 4.12). Eine dritte polare Gruppe im Inneren der CRD soll das konservierte
Wassermolekiil in der Bindungstasche iiber einen Linker Y in den Liganden integrieren.
Auch hier kann laut den MD-Simulationen eine Amino- oder Hydroxy-Gruppe verwendet
werden, wobei eine OH-Gruppe unter Umstdnden synthetisch einfacher umzusetzen ist.
Eine aliphatische Kette geeigneter Linge (etwa zwei bis drei C-Atome, abhéngig von
der Verkniipfungseinheit) erfiillt die notwendigen Voraussetzungen. Methanthiol bzw.

Acetonitril eignen sich weniger als polare Gruppen im Bereich der CRD.

Untersuchungen mittels eines flexiblem Docking-Verfahrens deuten auf eine Harnstoff-
einheit als geeigneten Gegenpart zu ASP54 hin. Da jedoch in den MD-Simulationen
keine geeigneten Positionen ermittelt werden konnten, sind diese Ergebnisse nicht so

exakt wie die Positionen der oben angefiihrten Testmolekiile.

4.3.2.2 ,Von Drinnen nach DraulRen”

Die Schliisselstelle des potentiellen Liganden soll durch eine polyfunktionelle Einheit
besetzt werden, die alle Positionen im Inneren mit denen im Aufsenbereich verkniipft.
Gleichzeitig wird so die notwendige lipophile Kontaktflache fiir den ,hydrophobic ridge*

geschaffen. Aus den Ergebnissen der MD-Simulationen kommen dafiir direkt Benzol,
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V4 Z
Ry—Y, R2Y2<¢
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R, = OH, NH,
R, = OH, NH,

Abbildung 4.12: Modell zum Ligand-Design: Kombinationsmoglichkeiten funktioneller
Gruppen und deren relative Anordnung fiir den Innenraum der CRD.
Die Struktur links folgt strikt den MD-Simulationen, die rechte Struk-
tur basiert zum Teil auf Dockingstudien. Die Eigenschaften von R; und
Ry kénnen durch verschiedene Donor- und Akzeptorfunktionen reali-
siert werden. Y steht fiir den Linker von Ry zur zentralen Verkniip-
fungseinheit.

Cyclohexan und Pyrrol in Frage. Aufgrund der einfacheren Geometrie und unter syn-
thetischen Gesichtspunkten wurde ein Phenylring als verkniipfende Einheit gegeniiber
einem geséttigten Sechsring bevorzugt. Die Anordnung der Substituenten laut Abbil-
dung 4.13 in 1-, 2- und 5-Position ermoglicht die Verbindung der funktionellen Gruppen

entsprechend den Vorgaben der MD-Simulationen.

N—H

R;

Abbildung 4.13: Ein in 1-, 2- und 5-Position substituierter Phenylring (basierend nur
auf den MD-Simuationen) erlaubt die korrekte Verkniipfungsgeometrie
ebenso wie ein 2-; 3-, 5-substituierter Pyrrolring (unterstiitzt durch
flexibles Docking). Dieser hat eine zusétzliche Interaktionsmoglichkeit
mit dem Eingangsbereich.

Ein in 2-, 3- und 5-Position substituiertes Pyrrol erfiillt die geometrischen Anforderungen
an die zentrale Einheit ebenfalls. Dabei kann die NH-Gruppe des Pyrrolringes zusétzlich
mit ASP140 im Eingangsbereich der CRD interagieren (basierend auf Experimenten mit

flexiblem Docking).
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4.3.2.3 ,Durch das Tor"

Auf der Proteinoberfliache, d. h. in frei zugénglichen Regionen fiir Losungsmittelmolekii-
le, sind lipophile Kontaktflichen fiir einen hochaffinen Liganden von groferer Bedeutung
als einzelne Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen. Darum wird fiir den &ufieren Bereich
das Augenmerk auf die Verteilungen der lipophilen Kosolvenzien bzw. die lipophileren
Molekiilteile gelegt. Entscheidend ist dabei die Lage des Benzolringes auf der der CRD
abgewandten Seite des Tyrosin-Tores und eine geeignete Verbindung zum multifunktio-
nellen Kern des Liganden (Abbildung 4.14). Geeigneter wére ein linearer, wenig beweg-
licher Linker mit hydrophiler Oberseite und einer lipophilen, dem Protein zugewandten
Kontaktflache. Allerdings wurde auf Grund der synthetischen Zugénglichkeit nur ein der
Verkniipfungseinheit angepafter aliphatischer Linker verwendet (drei bis vier C-Atome
lang, eventuell ungeséttigt). Aus den Simulationen mit den kleinen polaren Molekiilen
zeigt sich noch eine weitere Bindungsstelle. Die hydrophile Unterbrechung der ansonsten
lipophilen ,hydrophobic ridge, der den Eingangsbereich der CRD darstellt (ASP140),
bietet einen zusétzlichen Ansatzpunkt. Hier konnte beispielsweise durch eine ionische
Wechselwirkung (Methylammonium-Ionen-Simulation) zusétzlich eine Fixierung des Li-

ganden in Bezug auf das Protein erfolgen.
A

X

Abbildung 4.14: Modell zum Ligand-Design: Relative Lage der zentralen Einheit und
des Phenylringes jenseits des Tyrosin-Tores bzw. der Dichte hydropho-
ber Kohlenstoffatome im Tyrosin-Tor zueinander. Fiir Z; bzw. Zy wird
ein aliphatischer Spacer geeigneter Linge gewéhlt. Im Falle von Zy be-
steht die Moglichkeit, noch eine zusétzliche polare Gruppe A mit zu
verwenden.

Die zweite relative Anordnung (entsprechend dem Linker Z, in Abb. 4.14) basiert auf der
mit Cyclohexan durchgefithrten MD-Simulation. Zusétzlich deuten Dockingexperimente
mit bekannten, aromatisch-substituierten Mannose-Derivaten (Punkt 5.1) auf eine solche
Anordnung des Phenylringes hin. Dieser ist zudem synthetisch besser zu zugénglich als

ein gesattigter Sechsring.



4.3.2 Verkniipfung 65

4.3.2.4 Zielstrukturen

Wenn man nun die oben aufgezeigten Strukturteile miteinander verbindet, erhélt man
eine Vielzahl an mdoglichen Strukturen. Bezieht man sich aber direkt auf die Ergebnisse
der MD-Simulationen, bleiben nur wenige iibrig. Die absoluten und relativen Koordina-
ten aller fiir den Ligandaufbau verwendeten Dichtemaxima aus den MD-Simulationen
sind unter Punkt 10.1.5.3 auf Seite 189 aufgefiihrt. Als sinnvolle Zielmolekiile fiir die
Synthese ergeben sich dann die in Abbildung 4.15 gezeigten Strukturen.

Z
o 1@

Rj
OH
OH

Verbindung Linker 7, Verbindung Gruppe Rj

Rl — OH R2 — OH
7 (CHy)s3 15 OH
8 CH,CHCH 16 NH,
9 (CHy)4 17 NHC(NH)NH,
10 CH,CHCHCH,

R1 = NH2 R2 - NH2
11 (CHy)3 18 OH
12 CH,CHCH 19 NH,
13 (CHy)4 20 NHC(NH)NH,
14 CH,CHCHCH,

Abbildung 4.15: Mogliche Zielstrukturen fiir die Synthese. Unter Beriicksichtigung syn-
thetischer Aspekte wurden die verschieden substituierten Phenylringe
(links) und die Pyrrol-Derivate (rechts) aus den MD-Simulationen zu-
sammengesetzt.

Die Léngen der aliphatischen Kette des Linkers Z; fir 7 (R; = OH, Ry = OH) und
11 (R; = NH,, Ry = OH; diese und deren Verwandte aus Abbildung 4.15 werden im

Folgenden auch als ,Phenyl-Liganden” bezeichnet) werden mittels Dockingexperimen-
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(a) Die beste gedockte Konformation von 7 in der CRD von FimH. Die
Proteinoberfliche ist entsprechend ihrem lipophilen Potentiall® 56! ein-
gefirbt. Der terminale Phenylring kommt im Tyrosin-Tor zu liegen, der
zentrale Phenylring sitzt im Eingang zur Bindungstasche.

(b) Die gedockte Konformation der Verbindung 7, iiberlagert mit den
Dichtemaxima fiir die C- (weif) und O-Atome (rot) und die Hydroxylpro-
tonen (cyan) aus der Methanol-Wasser-Simulation (die Isokonturflachen
sind nicht transparent). Im Inneren der CRD liegen die Ligandatome ex-
akt auf den ermittelten Atompositionen der MD-Simulation (Kohlenstoff
= weifl (w[60]max[4521]), Sauerstoff = rot (r[60]max[6214]), Wasserstoff
= cyan (c[80]max([4439])) .

Abbildung 4.16: Lage des Liganden 7 in Bezug auf das Lektin FimH (oben). Vergleich
des konstruierten Liganden mit den Dichteverteilungen, ermittelt aus
MD-Ergebnissen (unten).
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(a) Der konstruierte Ligand 7, iberlagert mit der Dichteverteilung der C-
Atomdichte (weif), ermittelt aus der Methanol-Wasser-Simulation. Der
Verlauf des C3-Kette des Linkers folgt der C-Dichteverteilung durch das
Tyrosin-Tor. Aber auch alle anderen lipophilen Teile des Liganden ent-
sprechen in ihrer Lage den durch das Methanol-C-Atom ermittelten Dich-
temaxima (Kohlenstoff = weif (w[15]max[4521]).

(b) Uberlagerung der durch das Docking vorgeschlagegen Konformation
von 7 mit den Dichtemaxima der aromatischen C-Atome (orange) der
Benzol-Wasser-Simulation. Die Lage des terminalen Phenylringes von 7
stimmt mit der theoretisch ermittelten giinstigen Lage des Benzolringes
aus der Simulation iiberein (Kohlenstoff = orange (0[250]max[503]).

Abbildung 4.17: Uberlagerung der besten gedockten Konformation von 7 mit den Isokon-
turplots der C-Dichteverteilungen fiir die Methanol-Wasser-Simulation

(oben) und fiir die Benzol-Wasser-Simulation (unten).
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(a) Die beste gedockte Konformation von 17 in ihrer Lage in Bezug
auf das Lektin FimH. Die Proteinoberfliache ist entsprechend ihrem
lipophilen Potentiall® 56! eingefiirbt.

(b) Eine Konformation von 17, iiberlagert mit den Dichtemaxima
der MD-Simulationen mit Cyclohexan-Wasser (C-Atom, orange)
und Methanol-Wasser (C-Atom, weif; O-Atom, rot; Hydroxyl-H-
Atom, cyan). Die lipophilen Bereiche des konstruierten Liganden
liegen entsprechend den aus der Cyclohexan-Wasser-Simulation er-
mittelten Maxima der C-Dichteverteilung. (Cyclohexan = oran-
ge (0[250]max[1480]); Kohlenstoff = weifs (w[60]max[4521]), Sauer-
stoff = rot (r[60Jmax[6214]), Wasserstoff = cyan (c[80]max[4439])).

Abbildung 4.18: Lage des Liganden 17 in Bezug auf das Lektin FimH (oben). Vergleich
des konstruierten Liganden mit den Dichteverteilungen, ermittelt aus
MD-Ergebnissen (unten).
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ten so angepaltt, dak die Lage des Phenylringes mit der der Kohlenstoffdichte aus der
MD-Simulation von Benzol in Wasser tibereinstimmt (vgl. Tabelle 4.3 und Abbildungen
4.16 und 4.17). Der zweite Phenylring im Liganden (links in Abbildung 4.17(b)) liegt
nicht exakt auf den Dichtemaxima aus der Benzol-Wasser-Simulation, da dieser durch
die Wechselwirkungen der Substituenten in eine etwas ungiinstigere Position gezwun-
gen wird. Der Linker folgt dabei exakt dem Verlauf der schlauchférmigen aliphatischen
Dichteverteilung der Methylgruppen durch das Tyrosin-Tor aus den Simulationen der
wakrigen Losungen von Methanol, Methylamin und Acetonitril. Fiir diese Verbindungen
ergibt sich eine optimale Lage nur fiir das (S5)-Enantiomer (AFlexX-Score zum (R)-
Enantiomer: —5.6). Nur bei diesem Enantiomer ist die Wechselwirkung der sekundéren
OH-Gruppe mit ASP54 sterisch moglich. Beim Ubergang von einem vicinalen Diol zu
einem [-Aminoalkohol verbessern sich die Bindungseigenschaften des Liganden deutlich
(im Rahmen der Dockinguntersuchungen). Allerdings muf eine protoniert vorliegende
Spezies in diesem Fall berticksichtigt werden (Eintrag Nr.5 in Tabelle 4.3). Dabei ver-
dndert sich die Wechselwirkungsgeometrie in der CRD deutlich (AFlexX-Score: +7.9),
was aber anhand der Methylammonium-Ionen-Simulation zu erwarten war. Daher kénn-
te sich eine basische Aminofunktion als ungeeignet erweisen. Die Liange von Y ist mit
zwei C-Atomen fast optimal geeignet, um die Position des konservierten Wassermolekiils
zu erreichen. Eine OH-Gruppe laft sich fiir Ry synthetisch besser realisieren. Auf der
Basis dieser Uberlegungen wurden 7 und 11 fiir die Synthese ausgewihlt (vergleiche
Abbildung 4.19 und Eintrdge Nr.1 und 3 in Tabelle 4.3).

HO H,N
OH OH

OH OH
7 11

Abbildung 4.19: Die Verbindungen 7 bzw. 11 und 17 wurden schlieflich als Zielmolekiile
fiir eine Synthese ausgewéhlt.

Bei dem Pyrrol-Derivat 17 (,Pyrrol-Ligand“) hat die Stereochemie einen nicht ganz so
drastischen Einfluft auf die Bindungsgeometrie wie bei den oben beschriebenen Phenylli-
ganden (AFlexX-Score: —2.2, Tabelle 4.4, Eintrdge Nr.1 und 2). Durch einen groferen
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Spielraum bei der Rotation des Stereozentrums kann die etwas ungiinstigere sterische
Situation ausgeglichen werden. Optimale Docking-Werte werden fiir eine Kombination ei-
ner Aminogruppe fiir Ry und einer Guanidinium-Gruppe fiir R3 erhalten (Verbindung 17,
Abbildung 4.19 und Eintrag Nr. 5 in Tabelle 4.3). Diese wurde ebenfalls als Zielmolekiil
fiir eine Synthese ausgewéhlt. Auch das substituierte Pyrrol erfiillt die Anforderungen
der MD-Simulationen an einen optimalen Liganden (Abbildung 4.18).

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Docking-Studien mit FlexX fiir die MD-basierte Struktur

von verschiedenen potentiellen FimH-Liganden.

Nr. Molekiil Variante R; (Linker Z;) FlexX-Score
1 (9)-7 OH ((CHs)s) —27.3
2 (R)-7 OH ((CHy)s) —21.7
3 ()11 NH, ((CH,);) —30.3
4  (R)-11 NH, ((CHy)s) —25.7
5 [(S)-11H]* NH$ ((CHy)s) —22.4
6 (95)-8 OH (CH,CHCH) —27.8
7 (5)9 OH ((CHy)4) —26.4
8 (5)-10 OH (CH,CHCHCH,) —25.8
9 (9)-12 NH, (CH,CHCH) —28.9
10 (5)-13 NH; ((CHg)4) —28.0
11 (9)-14 NH, (CH,CHCHCH,) 7.5
12 Methyl-a-D-mannosid —22.5

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Docking-Studien mit FlexX fiir verschiedene Pyrrolderivate.

Nr. Molekiil Variante Ry (Gruppe R;) FlexX-Score
1 (S)17 NH, (NHC(NH)NH,) 454
2 (R)-17 NH, (NHC(NH)NH,) —47.6
3 (R)-15 NH, (OH) ~39.9
4 (R)-16 NH; (NHy) —42.0
5  (R)-20 OH (NHC(NH)NH,) 481
6 (R)-18 OH (OH) —33.5
7 (R)-19 OH (NH.,) ~31.8
8  Methyl-a-D-mannosid —22.5
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4.4 Vergleich der ,Schiittelversuche” mit MCSS und
GRID

Verschiedene etablierte Verfahren versuchen, aus Fragmenten eine Leitstruktur bzw.
einen Liganden aufzubauen. Dies geschieht beispielsweise durch Erstellen von Wechsel-
wirkungsgittern fiir Testmolekiile im Fall von GRID oder mittels Positionsoptimierung
durch Energieminimierung (MCSS). Andere Ansétze verwenden z. B. Datenbanksuchen
um geeignete Fragmente und deren optimale Position zu ermitteln. Um nun die Resultate
bekannter Methoden mit denen der MD-Simulationen vergleichen und Gemeinsamkeiten
bzw. Unterschiede feststellen zu konnen, wurde das Lektin FimH mit dem GRID- und
MCSS-Verfahren zusatzlich untersucht. In den beiden folgenden Unterkapiteln werden
die erhaltenen Ergebnisse kurz mit den MD-Simulationsergebnissen verglichen, wobei

insbesondere Differenzen und genaue Ubereinstimmungen hervorgehoben werden.

Beim GRID-Verfahren wird fiir Sondenmolekiile (Atome oder funktionelle Gruppen) an
jedem Punkt eines Gitters, z. B. mit einer Auflésung von 0.25 A um die Bindungsregi-
on eines Proteins herum, die Wechselwirkunsenergie (die potentielle Energie der Sonde
im Proteinfeld) berechnet und als Isokonturfliche dargestellt. Im MCSS-Ansatz wird,
ausgehend von einer gleichméfigen Verteilung von Sondenmolekiilen (z. B. 1000 Metha-
nolmolekiile) in mehreren Energiminimierungszyklen versucht, Positionen fiir giinstige
Wechselwirkungen mit den Sondenmolekiilen auf der Proteinoberfliche zu identifizie-
ren. Das GRID-Verfahren und der MCSS-Ansatz wurden bereits in der Einleitung unter
Punkt 1.1.3.1.5 auf Seite 12 bzw. unter Punkt 1.1.3.1.6 vorgestellt.

4.4.1 GRID

Zur Charakterisierung des Lektins wurden alle Testmolekiile der GRID-Programmsuite
herangezogen (vgl. Tabelle 4.5), Ergenisse werden jedoch nur fiir einige dieser ,atomic
probes” vorgestellt. Die Berechnungen der Wechselwirkungsenergien fiir bestimmte funk-
tionelle Gruppen oder Atomen in Form eines Gitters ermoglichen die Untersuchung des

gesamten FimH-FimC-Komplexes quasi iiber Nacht.
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Tabelle 4.5: Die verwendeten Atomtypen fiir die GRID-Berechnungen an FimH.

Gruppe Beschreibung Gruppe Beschreibung

OH2 Wasser N2 neutale NHo-Gruppe

DRY die hydrophobe Probe 0] sp2-Carbonyl-
Sauerstoffatom

H neutrales Wasserstoffatom 01 Alkylhydroxy-Gruppe

C3 CHj, Methylgruppe S1 neutrale SH-Gruppe

N3+ NHZ -Kation BOTH die amphiphile Probe

Fiir den inneren Bereich der Bindungstasche wird mit den polaren Gruppen (sp-hybrid-
isiertes O-Atom, S-Atom, N und N3+ ) eine weitgehende Ubereinstimmung mit den MD-
Simulationen gefunden (vgl. Abbildungen 4.20(c), 4.20(d) und 4.7(a) auf Seite 54). Auch
fiir ein sp3-C-Atom ergibt sich die schlauchférmige Verteilung im Tyrosin-Tor. Eine ge-
naue Zuordnung bzw. Ubereinstimmung der Positionen im Inneren wie sie beispielsweise
fiir die Methanol-Wasser-Simulation und die Mannose gefunden wurde, war hier nicht
festzustellen. Dariiber hinaus weichen die Ergebnisse der ,,DRY“-Testfunktion deutlich
von den durch MD-Simulationen gefundenen Verteilungen ab. Die ,DRY*“-Testfunktion
stellt eine artifizielle, ,funktionelle* Gruppe dar, die die Eigenschaften hydrophober Mo-
lekiilteile besitzt und somit Positionen fiir giinstige hydrophobe Interaktionen identifi-
zieren soll. Auch die Bewertung der Oberflache mit einer den Alkyl-H-Atomen entspre-

chenden Testfunktion sind wenig aussagekriftig.

Eine Konstruktion einer neuen Leitstruktur durch Verkniipfung einzelner Fragmente
mit GRID ist schwierig, da nur artifizielle Atome bzw. Molekiile verwendet werden.
Dabei wird nur die potentielle Energie der ,atomic probes“ in Bezug auf das Protein
ermittelt. Eine Beriicksichtigung der Ligand-Wasser-Konkurrenz findet ebenfalls nicht
statt. Zur Priifung von Optimierungsmoglichkeiten bei Verbindungen mit bekanntem

Bindungsmodus kann dieses Verfahren von Nutzen sein.

4.4.2 MCSS

Das in Insight I implementierte auf dem CHARM-Kraftfeld basierende, MCSS-Verfahren

bietet eine breite Auswahl an vordefinierten Molekiilen zur Untersuchung eines Proteins.
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(a) Ein sp3-C-Atom liefert auferhalb der (b) Die artifizielle ,DRY"“-Testfunktion sammelt
CRD mit den MD-Simulationen vergleichbare sich vor einer aromatischen Tyrosin-Seitenkette
Resultate (b[—1.5|g[—2.0]y[—3.0]o[—4.0]x[—5.0] (b[—0.2]g[—0.5]y[—1.0]o[—1.5]r[—2.5]|max][0.0]
max|5.0Jmin[—5.3]). min[—2.9]).

(¢c) Die Lage der Minima einer Schwefel- (d) Auch fiir ein quartdres Stickstoffatom

Testfunktion sind in der CRD mit denen der sind Minima analog zu Dichtemaxima der MD-

MD-Simulation vergleichbar (y[—9.0Jmax[5.0] Simulation in der CRD verteilt (b[—4.0]bg[—6.0]

min|—11.0]). g[—8.0]y|—10.0]o[—12.0]ro[—14.0]r[—16.0max
[5.0]min[—19.2]).

Abbildung 4.20: Oben: Lipophile GRID-Testmolekiile.
Unten: Polare GRID -Testmolekiile.

Es wurden nahezu alle diese Sondenmolekiile verwendet, hier werden in Analogie zu den

MD-Simulationen jedoch nur einige wenige vorgestellt (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Einige der fiir die MCSS-Berechnungen verwendeten Testmolekiile.

Gruppe Beschreibung Gruppe Beschreibung

wtr Wasser cysr Methanthiol
(Cys-Seitenkette)

acet Acetat-lon lysr 1-Aminopentanion

Fortsetzung néch-

ste Seite
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Gruppe Beschreibung Gruppe Beschreibung
(Asp-Seitenkette) (Lys-Seitenkette)

asnr Acetamid meoh Methanol
(Asn-Seitenkette) nitr Acetonitril

benz Benzol

sk16 tricyclische Verbindung
chex Cyclohexan (siche Abb. 10.1)

Die Methanolmolekiile sammeln sich im Inneren der Bindungstasche an identischen Po-
sitionen, wie in der Methanol-Wasser-MD-Simulation gefunden ( vgl. Abbildung 4.21).
Auch befinden sich die energetisch giinstigsten Lagen des MCSS-Laufes in direkter Wech-
selwirkung mit ASP54, wo auch die hochsten Dichten der MD-Simulation liegen. Al-
lerdings findet sich mit MCSS kein vergleichbares Resultat fiir die Position des kon-
servierten Wassermolekiils fiir Methanol in der CRD. Auch wird die schlauchférmige
Dichteverteilung im Tyrosin-Tor durch MCSS im Vergleich zur MD-Simulation nicht
reproduziert (Abbildung 4.21(a)). Diese Aussagen gelten entsprechend fiir Wasser als
Testmolekiil, denn auch hier ist kein HyO-Molekiil bis zur konservierten Wasserposition
vorgedrungen. Fiir Acetonitril wurde keine aussagekriftige Verteilung als Resultat er-
halten, sondern nur einzelne Molekiile weit iiber die untersuchte Region verteilt. Einzig

um den N-Terminus wurden einige Molekiile gruppiert.

Analog zum Methylammonium-Ion wurde unter MCSS die protonierte Lysin-Seitenket-
te untersucht. Nachteilig im Zusammenhang mit der engen Bindungstasche erwies sich
die lingere Alkylkette. Die NHZ-Gruppe besetzt die meisten Positionen analog zur MD-
Simulation, im Bereich der Bindungsregion befinden sich nur zwei prominente Wechsel-
wirkungsorte, einmal im Inneren der CRD mit ASP54 und am Eingang zu CRD mit
ASP140 (Abbildung 4.21(b)). Der aliphatische Teil zeigt keine zu den MD-Simulationen
fdquivalenten Dichteverteilungen im Tyrosin-Tor. Eventuell findet eine Uberbewertung
der polaren Interaktionen ohne Wasser als Losungsmittel statt. Acetamid als Reprasen-
tant der Asparagin-Seitenkette (% Harnstoff) besetzt als kleines Molekiil die Positionen
analog zu den MD-Simulationen (Methylamin, Methylammonium-Ion), aber auch hier
erfolgte keine Besetzung der konservierten Wasserbindungsstelle in der CRD (Abbildung
4.21(c)). Fr Methanthiol als Testmolekiil ergeben sich keine identischen Minima in der
Bindungstasche. Das negativ geladene Acetat-Ion (Aspartat) bewegt sich auf Grund der
deprotoniert vorliegenden Saurefunktion von ASP54 erwartungsgeméfs nur wenig in die

Bindungstasche hinein.



4.4.2 MCSS

)

Abbildung 4.21: MCSS-Verteilungen:

(a) Die beiden Positionen links (griin bzw.
rot-orange) entsprechen den Lagen von C-4
und O-4 bzw. C-6 und O-6 der Mannose. Die
Wasserposition der Kristallstruktur (rechts
unten) wird nicht besetzt (b[45]bg[75]g[120]
¥[200]o[300]ro[450]max[6214]).

(¢) Verteilung der Aspargin-Seitenketten
im Vergleich zu N-Atomverteilung der
Methylammonium-Ionen. Alle Positionen
analog zur MD-Simulation sind identifiziert
(b[100]max[12402]) in der MD-Simulation
(m[—9.3]bg[—22.4]g[—25.6]c[—28.9|w[—32.2]
y[—35.4]o[—38.7|ro[—42.0]max[—9.3|min
[—42.0]).

Cyclohexan-Molekiile,

(e) Verteilung der
die hochenergetischen Positionen sind nicht
gezeigt. Die energetisch glinstigsten Lagen
befinden sich in der CRD. (g[—4.7]c[—5.6]
w|[—6.5]y[—7.5]o[—8.4]ro[—9.3|max|3.0]min
[—9.3]).

Methanolmolekiile

1-Aminopentanionen
N-Atomverteilung der
(b[100]max
[12402]) in der MD-Simulation. Nur zwei
prominente Positionen im Bereich der CRD
sind identifiziert. (g[—54.9]c[—66.3]y[—89.0]
0[—100.4]ro[—111.8]max[—9.3]min[—111.8]).

(b) Verteilung der

im Vergleich zu
Methylammonium-Ionen

(d) Der Eingangsbereich wird durch die
Benzolringe ebenfalls als lipophil beschrie-
ben (g[—11.3]c[—13.3|w[—15.3]y[—17.3]
ro[—21.2lmax[—1.3]min[—21.2]).

(f) Das Energieminimum von MCSS ist mit
der durch MD-Simulation gefundenen La-
ge nahezu identisch. (b[—9.30]max[2.99]min
[—9.30]).

in der

CRD und Lysin-

Seitenketten (oben, Asparagin-Seitenketten-Verteilung und Benzol-
Resultate (mitte), Cyclohexan (unten).
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Die Resultate stimmen auch bei lipophilen Testmolekiilen nur teilweise tiberein (vgl. Ab-
bildung 4.21). So wird fiir Benzol zwar das Minimum analog zur Position im Eingangsbe-
reich in Abb. 4.9(a) identifiziert, aber der aromatische Ring jenseits des Tyrosin-Tores,
welches hohere Dichten in der MD-Simulation aufweist, ist in der MCSS-Simulation
nicht vertreten. Beim Phenol wird diese Stelle zwar besetzt, wohl aber durch H-Briicken-
Wechselwirkungen mit der Hydroxylgruppe in der Seitenkette von ILE52 zuséatzlich sta-
bilisiert. Durch eine starke Interaktion mit ASP54 wandert der Phenolring tiefer in die
CRD als Benzol oder Cyclohexan. Die erhaltenen Verteilungen unterscheiden sich wahr-
scheinlich durch die Abwesenheit von Effekten, die auf den Benzol-Wasser-Interaktionen
basieren, die bei den MD-Simulationen beobachtet wurden (z. B. Entmischung). Fiir die
Cyclohexan-Molekiile ist die Ubereinstimmung der Lage und energetischen Relationen
mit der MD-Simulation identisch. Zum einen liegt das Energieminimum im Eingangsbe-
reich analog zum Dichtemaximum der Simulation, zum anderen befinden sich energetisch
weniger giinstige Ringe zwischen den Tyrosin-Seitenketten von TYR48 und TYR137.
Wie auch beim Benzol sind aber deutlich mehr energiegleiche Positionen um die CRD
herum verteilt. Die zwei MD-Simulationen hingegen ergeben eine wesentlich eindeutigere

Aussage beziiglich bevorzugter Positionen.



5 Struktur von
Kohlenhydratliganden fiur FimH

Um die Wechselwirkungsmodi der synthetischen Mannose-Derivate mit dem Protein
und den Einfluk der konformativen Charakteristika auf den Bindungsvorgang genau-
er zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Verfahren verwendet. Fiir die kleinen,
monovalenten Mannose-Derivate, die sich nur in ihrem Aglykon unterscheiden, wurden
Docking-Experimente durchgefiihrt. Die Dockingstudien sollen Aufschlufs iiber die Bin-
dungsmodi der Liganden geben und damit Informationen fiir weitere Optimierungen
des Bindunsverhaltens liefern. Bei den groferen und deutlich beweglicheren Clusterver-
bindungen mit bis zu vier Mannoseeinheiten ist das Docking mittels flexibler Liganden
ungeeignet. Daher wurde der konformative Raum durch Molekiidynamik-Simulationen
der Liganden in wéfriger Losung untersucht. Zentrale Aspekte bei der Auswertung der
MD-Trajektorien war die Suche nach auftretenden Konformationen und die Identifizie-

rung von Vorzugskonformationen in Losung.

5.1 Optimierung von Mannosederivaten mittels

flexiblem Docking

Wie bereits eingangs erlautert (vgl. Kapitel 1.4.1), unterscheiden sich die verfiigharen
Kristallstrukturen fiir das Lektin, zum einen erhalten mit der Mannosel">”! zum an-
deren mit CHEGAI™® als Liganden, nur unwesentlich. Als Rezeptor fiir die Docking-
Experimente wurde deshalb nur die Mannose-basierte Struktur verwendet. Die jedoch
erst kiirzlich veroffentlichte Lektin-Struktur mit n-Butylmannosid™® weicht in einem
wesentlichen Punkt von den anderen Strukturen ab (vergleiche ebenfalls Punkt 1.4.1 auf
Seite 26 der Einleitung). In Abbildung 5.1 erkennt man die verdnderten Verhéltnisse
im Bereich des Tyrosin-Tores anhand des lipophilen Potentials deutlich. Dabei ist der

aromatische Teil von TYRA48 in das Tor hineingeklappt, das Tor somit ,geschlossen‘
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-0.19 -0.19

(a) Darstellung der Butylmannosid-basierten  (b) Darstellung der Mannose-basierten
Kristallstruktur.[148] Kristallstruktur.[157]

Abbildung 5.1: Oberflichendarstellung fiir das Lektin FimH nach Connolly®**!. Die
farbliche Kennzeichnung steht fiir das lipophile Potentiall®* ® der Prote-
inoberflache. Braune Bereiche reprasentieren lipophile Regionen, blaue
stehen hingegen fiir hydrophile Regionen. Deutlich erkennbar, anhand
der Verdanderungen im lipophilen Potential, ist die unterschiedliche Ori-
entierung der Tyrosinreste an der Spitze des Lektins.

(Torsionswinkel CO — C, — Cg — Cy: 70.1° bzw. 201.3°). Der Einflul dieser Verénde-
rung konnte im Rahmen der Docking-Untersuchungen zur Bewertung der monovalenten

Liganden noch beriicksichtigt werden.

5.1.1 Materialien und Methoden

Ausgehend von den in den verfiigharen Kristallstrukturen fiir FimH!8157 wurde mit
dem in Sybyll®*%Y implementierten graphischen FlexX-Interface der Bereich der CRD
als fixierter Rezeptor definiert. Der FlexX-Algorithmus!®®* 1% ermaglicht eine vollstéin-
dige, flexible Behandlung der zu untersuchenden Liganden auf der Basis eines inkre-
mentellen Aufbaus des Liganden in der Bindungstasche. Zusétzlich zur FlexX-Scoring-

Funktion wurde zur Evaluierung der Bindungsstirke das Consensus-Verfahren!'80:181]
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mit weiteren Scoring-Funktionen verwendet. Dies ermdglicht eine verldflichere Bewer-
tung der gedockten Konformation fiir einen Liganden. Die Scoring-Funktionen versu-
chen die freie Bindungsenergie eines Liganden, auf unterschiedlichen Verfahren basie-
rend, abzuschétzen bzw. vorherzusagen. Ein kleinerer Scoring-Wert steht demnach fiir
einen stéarker bindenden Liganden. Allerdings ist nicht jede Funktion fiir jedes Protein-
Ligand-System geeignet. Schneidet ein Ligand nun bei mehreren verschiedenen Verfah-
ren gut ab (Consenseous-Score hoch), so ist der bewertete Protein-Ligand-Komplex eher
als eine sinnvolle Losung des Docking-Problems anzusehen, als wenn nur eine Scoring-
Funktion dem Komplex eine niedrige freie Energie bescheinigt. Im Rahmen des CScore-

Verfahrens wurden folgende Scoring-Funktionen verwendet: FlexX original Scorel?-190],

PMF Scorel'® CHEM Score!'®3!, Gold Scorel'®%185 DOCK Score!'*®l. Im Gegensatz zur
Vorgehensweise beim Entwurf eines neuen Liganden (Kapitel 4) wird dem Scoring-Wert
hier eine grofere Bedeutung zukommen, da hier biologische Testergebnisse vorliegen und
somit eine Uberpriifung der theoretisch ermittelten Reihenfolge der Liganden bzw. eine

Zuordnung des Scoring-Wertes zu einer biologischen Wirkung prinzipiell moglich ist.

Die zum Vergleich der Dockingergebnisse herangezogenen dimensionslosen RI-Werte der
untersuchten Verbindungen geben an, um wie viel stirker oder schwécher die Substanz,
bezogen auf einen Standard, mit dem Protein interagiert. Meist sind dies relative 1Cso-
Werte, die auf Methylmannosid (RIC5(MeMan) = 1) normiert sind. Im Falle der von
Knight et al. untersuchten Alkymannosidel'®! sind dies jedoch ebenfalls auf Methylman-
nosid bezogene relative Kp-Werte. Die RI-Werte fiir das Mannosid 21 sind dennoch in

beiden Verfahren nahezu identisch.

5.1.2 Docking-Ergebnisse

Zuerst werden diejenigen Ergebnisse diskutiert, die mit der zuerst verfiigharen Mannose-
basierten Kristallstruktur erhalten wurden und die daraus resultierenden Vorschldage vor-
gestellt. Im Anschlufs daran werden die Resultate, die mit der Butylmannosid-basierte
Kristallstruktur gefunden wurden, erlautert und retrospektivisch mit den ersten Ergeb-

nissen verglichen.
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Abbildung 5.2: Mit Docking-Experimenten untersuchte Liganden.
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Resutate fiir die Mannose-basierte Kristallstruktur

In Tabelle 5.1 sind die FlexX-Scoring-Werte fiir die in Abbildung 5.2 gezeigten Struktu-
ren aufgefithrt und entsprechend absteigender Scoring-Werte sortiert. Fin klarer Trend
im Vergleich mit den biologischen Testergebnissen ist nicht erkennbar, jedoch sind die
Verbindungen 28, 6 und 29 mit den hochsten Affinitédten im Test auch die ,top scorer in
den Docking-Experimenten mit der Mannose-basierten Struktur. Vergleicht man jedoch
die Differenzen in den Scoring-Werten mit den Unterschieden in den RICs5o-Werten, so
spiegeln die Scoring-Resultate nicht die relativen tatséchlichen Affinitdten wider (z.B.
Mannose-Methylmannosid: im Test nahezu identisch, im Scoring ein Unterschied von
fast 5 Einheiten; 32-Methylmannosid: im Test ebenfalls nahezu identisch, im Scoring
ein Unterschied von 4 Einheiten). Im Fall der Alkylmannoside von Knight et al.l"® fallt
die Vorhersage des Docking-Experiments ebenfalls sehr schlecht, verglichen mit dem
experimentell ermittelten Bindungsaffinitdten. Hier diirfte auch eine ungiinstige entropi-
sche Bewertung der Strukturen eine Rolle spielen, da diese im Vergleich zu den anderen
Verbindungen eine deutlich hohere Flexibiltdt im Aglykon aufweisen. Auch die experi-
mentell ermittelten Bindungseigenschaften!81% des Mannosids 4 kénnen durch diese

Ergebnisse nicht erklart werden.

Die in Abbildung 5.3 gezeigten Docking-Ergebnisse deuten darauf hin, daf ein zusétzli-
cher Substituent in o-Position zur glykosidischen Bindung (Verbindungen 6 und 29 bzw.
24 und 25) zusitzliche lipophile Kontaktfliche im Bereich des ,hydrophobic ridge* am
Eingang zur CRD schaffen kénnte (CPK-Modell fiir das Cl-substituierte Derivat, Abbil-
dung 5.3(b)). Auch ein Vergleich mit den Resultaten der MD-Simulationen des Lektins
in Wasser-Methanol unterstiitzt diese Annahme (Abbildung 5.3(a)). Hier liegt ein Dich-
temaximum fast identisch mit der durch das Docking vorgeschlagenen Cl-Atom-Position.
Diese Substitution konnte sich giinstig auf die Starke der Ligandbindung auswirken. Die
erhaltenen Testergebnisse bestitigen dies,!'0® die drastischen Verdnderungen der RICs5,-
Werte gibt das Scoring jedoch nicht wieder. Die Einfiihrung eines weiteren Substituenten
in der zweiten o-Position sollte die Ligand-Protein-Interaktion weiter deutlich verstéarken
konnen, die Verbindungen 26 und 27 und damit folglich 30 und 31, waren synthetisch
jedoch nicht zugéinglich.['6!
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Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die Scoring-Ergebnisse der Docking-Studien mit FlexX fiir
verschiedene Liganden fiir FimH. Angegeben ist jeweils der Wert fiir die
erste Konformation (,top scorer), wenn diese einen plausiblen Bindungsmo-
dus représentiert. Die Verbindungen sind nach absteigendem Scoring-Wert

sortiert. Die Verbindungen mit h6herer Affinitidt sind demnach weiter unten

zu finden.

Nr. Verbindung FlexX-Score RI-Wert
1 3 —17.7 — |
2 23 —17.1 100*
3 1 —17.2 1
4 —17.9 440%
5 —20.2 110t
6 —20.5 154
722 —22.5* 19
8 25 —24.3* f
9 21 —24.9 501
10 24 —25.4 1601
11 32 —26.5 1.3
12 29 —26.5 26001
13 6 —26.9 64007
14 28 —29.2 18007
15 30 —-30.9 — 8
16 31 —33.1 — 8

* In der zweiten gedockten Konformation entspricht die Orientierung der Mannose, der in der Kristall-
struktur.

T Im ELISA-Verfahren ermittelter RICso-Wert.[168

! Berechnet nach Knight et al.'*® aus den Kp-Werten.

§ Die Synthese der Verbindungen war nicht erfolgreich. 168!

¥ RI(MeMan) = 1.

I' Wert nicht ermittelt.
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(a) Uberlagerung der gedockten Konformation von 6 mit der Dich-
teverteilung des C-Atoms der Methanol-Wasser-Simulation. Das C-
Dichtemaximum unterhalb des Cl-Atoms (gelb markiert) zeigt die Lage
fiir eine lipophile funktionelle Gruppe an. Die Isokonturfliche ist nicht
transparent (Kohlenstoff = weif, (w[14|max[429])) .

(b) CPK-Modell der Verbindung 6 in einer gedockten Konformation. Das
zusétzliche Cl-Atom fiillt eine Mulde im ,hydrophobic ridge* gut aus und
sollte somit die Kontaktfliche zwischen Ligand und Protein vergrofern.

Abbildung 5.3: Die Bindungsregion des FimH als Connolly-Oberflache dargestellt, einge-
farbt entsprechend dem lipophilen Potentiall®* 6 der Proteinoberfiche,
im Vergleich mit den MD-Ergebnissen (oben) und den Dockingergebnis-
sen (unten) fiir die Verbindung 6 mit der Mannose-basierten Kristall-

struktur.
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Resutate fiir die Butylmannosid-basierte Kristallstruktur

In Tabelle 5.2 sind die Scoring-Ergebnisse nochmals dargestellt, zusammen mit denen fiir
die Butylmannosid-basierte Kristallstruktur.!'*¥l Die Sortierung erfolgte hier absteigend
nach den mit der neuen Butylmannosid-basierten Struktur ermittelten Scoring-Werten.
Der Unterschied in der Kristallstruktur liegt, wie bereits erwahnt, in der Region des
Tyrosin-Tores, dieses ist in der Butylmannosid-basierten Struktur ,geschlossen” und
prasentiert eine groferer lipophile und aromatische Oberflache in Richtung der Bin-
dungstassche (vergleiche Abbildung 5.1).1'48] Hier lassen sich die experimentellen Befun-
de deutlich besser mit den theoretischen Vorhersagen des Docking-Algorithmus und den
dazugehorigen Scoring-Werten vergleichen. Die laut Scoring um etwa zehn Einheiten
besseren Verbindungen 28, 29 und 6 (im Vergleich zu Methylmannosid) sind im Test
zwischen 1800-fach und 6400-fach besser als der Standard Methylmannosid. Die Stei-
gerung des Scoring-Wertes beruht einerseits auf einer groferen Kontaktfiache zwischen
Ligand und Protein, andererseits sind zusétzliche Wechselwirkungen einer Carbonyl-
Gruppe der Quadratsdure mit einer Arginin-Seitenkette moglich. Betrachtet man da-
bei den Einflufs der ortho-Substituenten (Verbindungen 29, 6, 31 und 30), so zeigt
sich bei den methylsubstituierten Verbindungen eine drastische Abnahme des Scoring-
Wertes bei der Einfilhrung der zweiten Methylgruppe. Diese weitere Gruppe fiihrt zu
einer ungiinstigen sterischen Interaktion mit dem ,hydrophobic ridge”, die bei optimaler
Ausrichtung des Phenylringes fiir die 7—m-Wechselwirkung eingenommen wird. Im Falle
der Mannose-basierten Kristallstruktur ist keine sterische Hinderung fiir die zweite Me-
thylgruppe bei maximaler lipophiler Kontaktflache vorhanden (—33.1 im Vergleich zu
—24.9). Fiir den Cl-Substituenten ist einerseits die sterische Hinderung geringer, ande-
rerseits werden jedoch bei den hier beobachteten m—m-Wechselwirkung die elektronischen
Eigenschaften des aromatischen Systems nicht ohne Wirkung auf die stédrke der Inter-
aktion bleiben. Der Wert fiir die Verbindung 32 (Ersatz des Phenylringes durch einen
Ethyl-Spacer) ist, verglichen mit Methylmannosid, im Einklang mit den Testergbebnis-
sen. Auch fiir das Mannosid 4 liefern Docking und Scoring fiir diese Kristallstruktur eine
bessere Vorhersage der Bindungsstarke. Scoring-Werte und experimentelle Befunde sind
hier vergleichbar mit Verbindung 24. Wie in Abbildung 5.4(b) gezeigt, sind auch hier 7—
m-Wechselwirkungen moglich, wihrend im Fall der Mannose-basierten Struktur, gezeigt
in Abbildung Abbildung 5.4(a), keine giinstige Orientierung des Aglykons in Bezug auf
die lipophilen Bereiche der CRD im Docking-Prozess gefunden wurde.
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Tabelle 5.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Docking-Studien basierend auf den zwei

unterschiedlichen Proteinstrukturen im Vergleich.

Nr. Verbindung FlexX-Score RI-Wert

Mannose- Butylmannosid-

Struktur Struktur
1 3 —17.7 -17.1 — |
2 23 —17.1 —17.6 100*
3 1 —17.2 —18.1 1f
4 5 —17.9 —19.4 440%
5 2 —20.5 —21.5 15t
6 22 —22.5* —23.3 19
7 32 —26.5 —23.3 1.3
8 31 —33.1 —24.9 — 8
9 21 —24.9 —27.4 507
10 25 —24.3* —27.6 f
11 24 —25.4 —27.9 1607
12 4 —20.2 —29.0 110*
13 30 —-30.9 —-30.2 — 3
14 6 —26.9 —32.8 64001
15 28 —29.2 —33.2 18007
16 29 —26.5 —35.5 26007

* In der zweiten gedockten Konformation entspricht die Orientierung der Mannose derjenigen in der
Kristallstruktur.

T Im ELISA-Verfahren ermittelter RIC5o-Wert.[168

t Berechnet nach Knight et al.'*8l aus den Kp-Werten.

§ Die Synthese der Verbindungen war nicht erfolgreich. 68l

9 RI(MeMan) = 1.

' Wert nicht ermittelt.
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Insgesamt kann mit der Butylmannosid-basierten Kristallstruktur des Lektins eine opti-
male Ubereinstimmung der theoretisch ermittelten Rangfolge wie auch der Differenzen
in den Scoring-Werten mit den Experiment festgestellt werden. Dies gilt jedoch nur
fiir die Liganden, die ein aromatisches bzw. relativ starres (planares) Aglykon besitzen.
Denn auch fiir diese Kristallstruktur wurden die aliphatisch substituierten Mannoside
deutlich schlechter bewertet, als das Experiment zeigt. Die Plazierung der Mannose in
der Bindungstasche ist fiir beide Kristallstrukturen identisch, die Unterschiede im Sco-
ring sind nur auferhalb der Bindungstasche, im Bereich des Tyrosin-Tores, zu finden.
Die gedockten Konformationen, fiir Hetylmannosid (5) beispielsweise, zeigen eine maxi-
male lipophile Kontaktflache in der Reihe der Alkylmannoside (Abbildung 5.5(b)). Die
Addition einer weiteren CHo-Gruppe fiihrt dazu, daf die terminale Methylgruppe nicht
mehr zur Erweiterung der Kontaktfliche beitragt, sondern ins Losungsmittel ragt und
zusatzlich die Zahl der konformativen Freiheitsgrade erhoht. Des weiteren kann auch
durch die fehlende Beriicksichtigung des Losungsmittels eine Uberbewertung der aroma-
tischen Interaktionen bzw. eine Unterbewertung der aliphatischen Einheiten stattfinden

und so das Ergebnis verzerren.

Tabelle 5.3: Vergleich der Ergebnisse der Docking-Experimente mit FlexX fiir die Ziel-

molekiile.
Nr. Verbindung FlexX-Score
Mannose- Butylmannosid-
Struktur Struktur
1 (R)-17 —47.6 —44.2
2 (9)-11 -30.3 —25.7
3 (9)-7 —27.3 —24.9

Die Befunde aus den Docking-Studien sprechen zusammen mit den Testergebnissen fiir
eine Interaktion des Proteins mit den untersuchten Mannose-Derivaten aus einer der
Butylmannosid-basierten Kristallstruktur entsprechenden Konformation heraus. Hier ge-
ben die Scoring-Werte der gefundenen Konformationen die experimentellen Testergebnis-
se gut wieder. Die vorgeschlagenen Anderungen an den Mannose-Derivaten (Einfiihrung
von Substituenten in den o-Positionen zu glykosidischen Bindung) fithren zwar zu einer
Verbesserung des Bindungsverhaltens, die gedockten Konformationen koénnten jedoch
auf weitere Einflufsfaktoren hinweisen, als nur die zuséatzliche Kontaktflache. Weitere

auf den nun verfiigharen Strukturdaten!'*®! basierende Untersuchungen sind hier not-



5.1.2 Docking-Ergebnisse 87

wendig, um die Zusammenhénge genauer zu iiberpriifen und die vorhandenen Liganden
weiter zu optimieren. So kann eine gezielte Variation der elektronischen Eigenschaften
des aromatischen Spacers weiteren Aufschluf die Einfliiffe des aromatischen Systems
auf die Bindungseigenschaften geben und eine Verkniipfung der Scoring-Werte mit den
experimentellen Daten erméglichen. Auch die in Tabelle 5.3 aufgefiithrten Dockingwer-
te lassen die mit dem ,Schiittelansatz“ entworfenen Liganden ein einem etwas anderem
Licht erscheinen. Die Wechelwirkungsgeometrie wurde fiir die Mannose-basierte Struk-
tur entworfen und ist fiir die Butylmannosid-basierten Kristallstruktur daher weniger
geeignet. Das spiegelt sich auch in den Scoring-Werten der einzelnen Liganden wider.
Das Experiment muf zeigen, ob der in der Butylmannosid-basierten Kristallstruktur

gefundene Bindungsmodus in Losung tatséchlich tiberwiegt.
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(a) Im Falle der Mannose-basierten Kristallstruktur kann das Aglykon keine optimale Position in
Bezug auf das Tyrosin-Tor einnehmen und schneidet somit im Scoring schlecht ab.

(b) Bei der Butylmannosid-basierten Struktur kann sich das Aglykon am Verlauf der lipophilen
Oberflache ausrichten und wird im Scoring besser bewertet.

Abbildung 5.4: Die Dockingergbnisse fiir das Mannosid 4 fiir die Mannose-basiertel'>"!

(oben) und die Butylmannosid-basierte Struktur (unten).!*S!
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(a) Auch im Docking mit der Butylmannosid-basierten Struktur wirkt sich ein Substituent in o-
Position zur glykosidischen Bindung auf die lipophile Kontaktfliche zwischen Ligand und Protein
aus (Verbindung 29). Eine zweite Methylgruppe fiihrt jedoch zu sterischen Interaktionen in dieser

Struktur.

|-

(b) Die aliphatische Kette des Heptylmannosids 5 paft sich dem Verlauf der Oberfliche an. Im
Scoring wird die bewegliche aliphatische Kette jedoch unterbewertet im Vergleich zu den experi-

mentellen Resultaten.

Abbildung 5.5: Docking-Ergebnisse fiir 29 (oben) und 5 (unten). Die Konformatio-
nen wurden mit der Butylmannosid-basierten Struktur!!#®! erhalten. Die
Darstellung des Proteins erfolgte als Oberflaichendarstellung mit dem

Farbschema entsprechend dem lipophilen Potentiall®*% der Proteino-
berflache.
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5.2 Dynamische Struktur von

Glykocluster-Verbindungen in Losung

5.2.1 Glykocluster — Konformationen ,,en masse"

Um biologische Kohlenhydratstrukturen zu imitieren und zur Untersuchung von Multi-
valenzeffekten am Lektin FimH, wurde eine Reihe von Glykocluster-Verbindungen syn-
thetisiert und getestet.['871% Einige dieser Verbindungen zeigen eine hohe Aktivitit in
in vitro-Testsystemen, andere wiederum nur eine schwache bzw. keine Inhibition bakteri-
eller Adhésion. Diese hoch flexiblen Molekiile sind im allgemeinen aus einer oligofunktio-
nellen Verkniipfungseinheit und mehreren Armen aufgebaut, welche die Zuckermolekiile
priasentieren. Informationen iiber die dreidimensionalen Struktur bzw. das Verhalten in
Losung sind allerdings nur schwer zu erhalten.'719! Auf Grund der grofien Flexibili-
tat sind im Bereich des dynamischen Strukturverhaltens beispielsweise NMR-Methoden
wenig aussagekraftig 1917193196197 Uy gezielt multivalente Inhibitoren synthetisieren zu
konnen, sind jedoch detaillierte Kenntnisse iiber die konformativen Eigenschaften der
Cluster-Glykoside unerléflich. Auch zur Bewertung der erhaltenen Testergebnisse sind
Informationen iiber die rdumliche Orientierung der Zuckereinheiten notwendig und hilf-

reich.

Molekiildynamik-Simulationen mit expliziter Verwendung von Losungsmittelmolekiilen
bieten hier die Moglichkeit, einen Einblick in das strukturellen Verhalten dieser Ver-
bindungen auf molekularer Ebene zu erhalten.'®! Es sind verschiedene Beispiele be-
kannt, bei denen MD-Simulationen unter Verwendung von Losungsmittelmolekiilen zu
Beschreibung des konformativen Raumes von Dendrimeren verwendet wurden.!!99-201
Die Beriicksichtigung des Losungsmittels ist fiir die strukturelle Charakterisierung dieser
Cluster-Verbindungen notwendig. Kontinuum-Modelle fithren nach mehr oder weniger
langer Simulationsdauer zu dicht gepackten, globuldren Konformationen und sind somit

zur Charakterisierung der Strukturen in Losung wenig geeignet. %l

5.2.2 Auswertung der Trajektorien

Die Auswertung der durch MD-Simulationen erhaltenen Daten gestaltet sich im Falle
der hochflexiblen Cluster-Verbindungen jedoch schwierig. Eine Uberlagerung der aufge-
tretenen Konformationen wie sie bereits fiir einige Cluster-Verbindungen durchgefiihrt

wurde, '8 gibt eindrucksvoll den mit Zuckereinheiten abgedeckten Raum wihrend der
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Simulation wieder. Wie die Kohlenhydratringe in einer Konformation zueinander stehen,
ist daraus allerdings nicht ersichtlich und eine energetische Bewertung der Konformatio-

nen untereinander findet nicht statt.

Um den konformativen Raum der Simulation zu untersuchen, die aufgetretenen Struktu-
ren bewerten und charakteristische Konformationen identifizieren zu kénnen, wurde ein
neuronales Netz vom Kohonen-Typ verwendet.[?°2%3 Dabei wird der 3n-6-dimensionale
konformative Raum des untersuchten Molekiils auf eine zweidimensionale Karte mit N
Neuronen (hier 25 x 25) abgebildet. Nachdem das neuronale Netz mit den entsprechen-
den geometrischen Daten (z. B. Diederwinkel und Absténde) trainiert wurde, entspricht
jedem Neuron eine Konformation des untersuchten Molekiils. Die Gewichte der Neu-
ronen entsprechen hier direkt den skalierten trainierten geometrischen Parametern. Je
héufiger eine Konformation wiahrend der Simulation gefunden wurde, desto grofer ist
der Bereich auf der Kohonenkarte. Eine Ahnlichkeitssuche fiir die Struktur in jedem
Neuron ordnet alle Konformationen der Trajektorie einem Neuron zu. Ahnliche Konfor-
mationen werden auf der 2-D-Karte in benachbarten Bereichen lokalisiert. Die Farbe der
Neuronen entspricht der potentiellen Energie der zugehorigen Struktur jeweils nach ei-
ner Energieminimierung, die mit den Trainingsparametern als ,restraints* durchgefiihrt
wurde. Die optimierten Strukturen, die den Neuronen entsprechen, ergeben quasi eine
Uberlagerung der durch sich selbst reprisentierten Konformationen. Alle Optimierungen
werden in vacuo durchgefiihrt, wodurch die Energiewerte (spéter farblich dargestellt auf
der 2-D-Karte) verzerrt werden (z.B. durch Uberbewertung lipophiler Interaktionen).
Starke Anderungen in der Konformation zwischen zwei Neuronen werden durch die Li-
nienbreite der Trennlinie zwischen diesen Neuronen angezeigt. An dieser Stelle liegt oft
ein Bruch der Projektion vor. Hier war das Netz wiahrend der Trainigsphase gezwungen,
undhnliche Strukturen nebeneinander abzubilden. Dieser Effekt léft sich bei der Pro-
jektion eines n-dimensionalen Raumes auf eine 2-D-Karte nicht immer vermeiden. Als
Ergebnis der Auswertung der Daten wird eine 2-D-Karte des konformativen Raumes der
MD-Simulation, die visuell ausgewertet werden kann, erhalten. Dabei kann man dann
reprasentative Strukturen der jeweiligen Bereich identifizieren und zur weiteren Analyse

extrahieren.

5.2.3 Strukturen in Losung

Zur Untersuchung der flexiblen Cluster-Verbindungen wurden MD-Simulationen in Was-
ser durchgefithrt. Dazu wurden die Molekiile in kubischen Wasserboxen platziert und

nach einer entsprechenden Aquilibrierungsphase 1 ns lang bei 350 K simuliert. Die Simu-
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lation fand bei erhchter Temperatur statt, um energetisch héhere konformative Barrieren

im Lauf der Simulationszeit iiberwinden zu konnen.

Zur Auswertung der MD-Trajektorien wurden fiir die simulierten Cluster-Verbindun-
gen alle Diederwinkel in den Spacer-Ketten und die Abstdnde der Verkniipfungsatome
(C-1 bzw. C-6-Kohlenstoffatom) zum zentralen C-Atom verwendet. Fiir einige der Ver-
bindungen (33, 34, 35, 36, 37, 38, 39) wurden zusétzlich die Abstdnde zwischen den
Zuckereinheiten (Abstand C-1-C1 bzw. C-4—-C-4 zweier aufeinanderfolgender Ringe) zur
Charakterisierung herangezogen (Trainingsparameter fiir das neuronale Netz). Am Bei-

spiel der Verbindung 40 ist dies exemplarisch in Abbildung 5.6 dargestellt.

In den folgenden Abschnitten werden fiir jedes untersuchte Cluster-Molekiil die Ergeb-
nisse im einzelnen vorgestellt. Dabei werden neben der berechneten Energiekarte die
besuchten konformativen Bereiche in einer schematischen Skizze der Karte zur Verdeut-
lichung dargestellt. Zu diesen werden meist reprasentative Strukturen abgebildet. Gele-
gentlich werden die vier Himmelsrichtungen analog zu geographischen Karten verwendet.
Die Farbskalen fiir die unterschiedlichen Verbindungen wurden individuell angepafst und
sind somit untereinander nicht vergleichbar. Graue und schwarze Bereiche auf der Karte
stehen fiir hochenergetische bzw. niederenergetische Strukturen aufkerhalb der Skala, die
der besseren Prisentation der Karte wegen nicht in der Skalierung berticksichtigt wur-
den. Bei der Betrachten der Karte ist weiterhin zu beachten, dafs die Karte die Topologie
eines Torus hat. Das bedeutet, dafs die obere und die untere bzw. die linke und die rech-
te Grenze miteinander verbunden sind. Die dargestellte Schnittfliche wurde willkiirlich

gewahlt, um die Betrachtung der Karte zu erleichtern.
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HO.0
HO
HO ts
B ®HHo O 0
t4g§\
0
HOyo t ¢
OH 1
HO.O NO,
HO o)
HO C

HO C Z3

Arm A | Arm B | Arm C Abstand zum C-1-C-1 C-4-C-4
Zentrum Abstand Abstand
tA1 tBl tc1 zl dl d4
tAg tBQ tcg 72 d2 d5
tAg tB?, tc3 z3 d3 d6
tag tB4 tca
tas tBs tes

Abbildung 5.6: Fiir die Auswertung wurden fiir alle Verbindungen die Diederwinkel
der Arme und die Abstdnde der Verkniipfungsatome zum Zentrum defi-
niert(links). Fiir einen Teil der Molekiile wurden zusétzlich die C-1-C-1-
und die C-4-C-4-Absténde zur Auswertung herangezogen (rechts).
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Cluster 40

In Abbildung 5.8 sind die Auswertungsergebnisse fiir 40" dargestellt. Die Farbska-
la der Energiekarte umfaft hier 15 kcal/mol. Deutlich erkennbar sind drei Bereiche
(A, B, C), von denen zwei durch intramolekulare Wechselwirkungen der Zuckerringe
gekennzeichnet sind (A, B). Region A stellt den groften (zeitlichen) Anteil an der Simu-
lationsdauer (Verlauf der weilen Linien) und weist drei Subminima auf. Diese sind nur
durch flache Energiebarrieren getrennt. A1, A2 und A3 unterscheiden sich nur durch un-
terschiedliche Orientierungen der beiden gleichen Kohlenhydratringe zueinander. Diese
stehen jedoch immer miteinander in Interaktion . Der Bereich B ist ebenfalls nur durch
eine ,weiche“ Grenze von A abgetrennt, beinhaltet jedoch auch eine niederenergetische
Minimumkonformation der Simulation, wie A1 und A2. Im Unterschied zum Bereich
A sind im Bereich B zwei andere Ringe in Interaktion. In Bereich C befindet sich das
Minimum der gesamten Simulation. Hier sind alle drei Ringe weit voneinander entfernt
und interagieren nicht.
OH

HO.O
HO

) O?A
HO/
HO

Abbildung 5.7: Cluster 40.

Wihrend der gesamten Simulationsdauer sind meist zwei der drei Kohlenhydratringe in
intramolekularer Wechselwirkung. Der dritte Ring steht frei, ist also vollstandig solvati-

siert und fiir intermolekulare Wechselwirkungen zugénglich.
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(a) Eine Konformation (b) Eine Konformation
aus dem Bereich A. aus dem Bereich B.

kcal/mol
64.0382

63.0382
62.0382
61.0382
60.0382
59.0382
58.0382
57.0382
56.0382
55.0382
54.0382
53.0382

52.0382

(d) Schematische Darstellung der Energiekarte (links). Auf der Karte selbst ist der Verlauf der
MD-Simulation zu erkennen (rechts, weiffe Linien).

51.0382

50.0382

49.0382

Abbildung 5.8: Konformationen fiir 40.
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Cluster 41

In Abbildung 5.10 sind die Ergebnisse fiir 4124 dargestellt. Die Farbskala umfaft
28 kcal/mol. Hier treten fiinf Bereich hervor (A, B1, B2, C, D), von denen zwei ,yer-
wandt* sind (B1, B2). In Region A findet sich, uncharf von B getrennt, eine globulére
Struktur. Dabei gruppieren sich die drei Phenylringe an C-1 um einen Spacer, geschlos-
sen wird die Struktur durch einen Zuckerring. Die weiteren Bereiche sind durch 7—m-
Wechselwirkungen zwischen jeweils zwei Seitenketten gekennzeichnet. In B1 sind eher of-
fene Konformationen (der Arm des dritten Ringes ist nicht gestreckt), in B2 eher geschlos-
sene vorherrschend. In Bereich C wechseln die m—m-Wechselwirkungspartner, der dritte
Arm ist jedoch gestreckt. D ist durch fast gestreckte Arme und m—m-Wechselwirkungen
gekennzeichnet. Die Regionen C und D sind wéhrend der Simulationsdauer haufig be-
sucht, die haben jedoch eine deutlich hoherer Energie als die anderen Regionen. Diese
ist wahrscheinlich durch die Uberbewertung hydrophober Wechselwirkungen im Vakuum

wahrend der Auswertung der Konformationen begriindet.

NO,
0
O OHO Cl)

HO

HO, NH OHN
HN

O.N _OH HO o oHO NO,
0

HO
0 HO 0

0,N

Abbildung 5.9: Cluster 41.

Meist liegt 41 in einer stark globuldren Form vor, bei der die Arme tiberwiegend zuriick-
gefaltet sind. Dabei haben die Zuckerringe grofstmoglichen Kontakt zum Losungsmittel,
die unpolaren Phenylringe stehen dagegen in m—m-Wechselwirkungen untereinander. In-

tramolekulare Interaktionen der Kohlenhydratringe wurden nicht beobachtet.
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(a) Eine Konformation

aus dem Bereich A.

(c) Eine Konformation aus dem

Bereich B2.

dem Bereich D.

Abbildung 5.10: Konformationen von 41.

(d) Eine Konformation aus

kcal/mol
78.4957

76.629
747624
72.8957
71.029
69.1624
67.2957
65.429
63.5624
61.6957
59.829
57.9624
56.0957
54.229
52.3624

50.4957
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Cluster 42

Fiir die Verbindung 42['% ergeben sich zwei klar getrennte Bereiche (Abbildung 5.12).
Die Farbskala der Energiekarte umfafst hier 25 kcal/mol. Dies ist zum einen Region A,
in dem sich das Molekiil zeitlich deutlich am meisten bewegt hat (insbesondere in Al)
und zum anderen sind dies die Regionen B1 — B3. Hier sind im allgemeinen zwei Ringe
derart in Wechselwirkung, daf die Arme leicht angewinkelt sind, der dritte hingegen
gestreckt ist. A3 ist die Fortsetzung von Al im Norden. A2 ist strukturell mit den
Konformationen in B verwandt, aber durch energetisch ungiinstige Ubergéinge an einem
Wechsel nach B gehindert. Die Bereiche B1 und B2 stellen dieselben Konformationen
dar, allerdings wechseln die in Interaktion befindlichen Ringe ihren Partner iiber eine

T-férmige Konformation (B3).

OH
OH O\
NH O\
O,N N OH
NH HO o
0]
HO /

HO

Abbildung 5.11: Cluster 42.

Hier liegt fast {iber die gesamte Simulationsdauer eine offene Struktur vor, was wohl auch
in den relativ kurzen Armen begriindet ist, mit denen kaum eine globuldre Struktur aus-

gebildet werden kann. Die Kohlenhydrateinheiten sind gut fiir Interaktionen zugénglich.
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(a) Eine Konformation aus (b) Eine Konformation aus dem Bereich Bl
dem Bereich Al bzw A3. bzw. B2.

(¢) Eine Konformation aus dem Bereich
B3.

kcal/mol
68.9586

B2 67.292
A3 B2 55.6253

£3.9587
62.297
» i | 60,6254

. i = 3 . ._ — GI.9507

3 3 | - e L sr2am

: ) | 55,6254

‘ \ — 51,9580

"5 L se.20m

‘\I 5016255

— 48.9588

47.2922

45.6255

43.9589

Abbildung 5.12: Konformationen von 42.
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Cluster 33

In Abbildung 5.14 sind die Auswertungsergebnisse fiir 33[2°4 dargestellt. Die Farbskala
der Energiekarte umfaft hier einen Abschnitt von 25 kcal/mol. Hier sind grofke zusam-
menhéngende Bereiche erkennbar, die durch hohe Barrieren getrennt werden. In den
Regionen A1 und A2 sind intramolekulare Interaktionen der Zuckerringe vorhanden, in
den Bereichen B1 und B2 hingegen nicht. Die Strukturen aus Al (alle drei Ringe in
einer Linie) gehen in A2 iiber (Abspreizen eines Armes). Analog findet dies bei den
Strukturen in den Regionen B1 und B2 (ein Arm ist zuriickgefaltet) statt. A und B sind
nicht streng von einander getrennt, Ubergéinge von Al nach Bl sind jedoch nur in der

siidwestlichen Ecke moglich. In B2 weisen die Zuckerringe vom Zentrum weg.

0
NN NO,
H
HO
on HNTY,
HO o /J
0
O\
HO
HO OH
OH

Abbildung 5.13: Die Struktur von 33.

Insgesamt ergibt sich eine offenen Struktur des Molekiils. Die Kohlenhydratringe sind

meist frei zugénglich, oft ist einer deutlich von den anderen entfernt und voll solvatisiert.
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(a) Eine Konformation aus dem Bereich Al.

(c¢) Eine Konformation aus dem Bereich B1. (d) Eine Konformation aus dem Bereich B2.

kcal/mol
85.9509

83.6176

81.2842

78.9509

76.6176

74.2842

71.9509

69.6176
67.2842
64.9509
62.6176
60.2842
57.9509
55.6176

53.2842

50.9509

(e) Die Energiekarte fiir 33.

Abbildung 5.14: Resultate fiir 33.
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Cluster 34

Fiir 341294 ergibt sich eine komplexe Karte mit dem absoluten Minimum der Simulation
im Nordwesten (A1, Abbildung 5.16). Die Farbskala der Energickarte umfaft hierbei
50 kcal /mol. Dieses Minimum ist durch hohe Barrieren von den naheliegenden Regionen
A2 bzw. A3 getrennt. Gemeinsam ist allen die Tatsache, dafs alle drei Ringe in einer
Ebene liegen. Im Bereich A1l liegt eher eine geschlossene, fast globuldre Form mit ver-
winkelten Armen vor. Diese 6ffnet sich tiber A2 (zwei Arme verdrillt, einer gestreckt) hin
zu A3 (alle drei gestreckt). Die Ringe stehen aber weiterhin in starker intramolekularer
Interaktion. Im Bereich B stehen nur noch zwei Ringe in Kontakt, der dritte ist abge-
spreizt, steht somit fiir intermolekulare Wechselwirkungen frei zur Verfiigung. C und D
stellen Ubergangsbereiche dar, bei denen sich die interagierenden Ringe in A3 (D) und
B (C) abwechseln.

NO,

(0]
\
HO
HO
OH
OH O-
HO OH

Abbildung 5.15: Die Struktur von 34.

Hauptséachlich liegt eine eher geschlossene Form vor, bei der alle drei Ringe in dau-
ernder Interaktion stehen (A1-A3). Jedoch présentiert sich in den Bereichen B und C
jeweils mindestens ein Ring frei von intramolekularen Wechselwirkungen. Insgesamt ist
die Karte sehr stark fragmentiert, was auf eine grofe konformative Freiheit des Molekiils

wahrend der Simulation hindeutet.
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(a) Eine Konformation aus dem Bereich Al. (b) Eine Konformation aus dem Be-
reich A2.

(c¢) Eine Konformation aus dem Be- (d) Eine Konformation aus dem Bereich B.
reich A3.

o]0

(e) Die Skala umfakt 50 kcal/mol.

kcal/mol
105.212

101.878

98.5451

95.2118

91.8785

86.5451

85.2118

81.8785

78.5451

75.2118

71.8785

68.5451

65.2118

61.8785

58.5451

55.2118

Abbildung 5.16: Resultate fiir 34.
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Cluster 35

Mit zunehmender Liange der Arme steigt die Anzahl der moglichen Konformationen dra-
stisch an. Dies spiegelt sich auch in der Komplexitit der erhaltenen Karte fiir 35204
(Abbildung 5.18) wider. Der Bereich der Farbskala umfafkt hier 70 kcal/mol. Bei einer
visuellen Untersuchung der Konformationen auf der Karte kénnen jedoch drei energe-
tisch getrennte, strukturell zusammenhéngende Regionen identifiziert werden (A, B und
C). In Bereich A stehen zwei Ringe, mit zum Teil verdrillten Armen, in Interaktion.
Der dritte Ring steht frei ab. In Region B sind alle drei Kohlenhydratringe voll solva-
tisiert. Die Arme sind gestreckt oder leicht verwinkelt (U-formig geknickt, H-Briicken-
Wechselwirkungen in den Armen). Im Bereich C sind alle drei Arme gestreckt, die Ringe

in einer Ebene und in Wechselwirkung.

HO HQ o

e

HO HO
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NO,

Abbildung 5.17: Die Struktur von 35.

Hier liegt eine sehr offene Cluster-Struktur vor. Mindestens ein Ring, meist aber drei
stehen fiir eine intermolekulare Wechselwirkung zur Verfiigung. Auch in Bereich C sind
sind die dufseren Ringe noch gut zugénglich. Auch hier ist die Karte sehr stark frag-
mentiert, was ebenfalls fiir eine groke konformative Freiheit des Molekiils wahrend der

Simulation spricht.
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(a) Eine Konformation aus dem Bereich A. (b) Eine Konformation aus dem Bereich B.

(¢) Eine Konformation aus
dem Bereich C.

kcal/mol
142.044

137.377

132711

128.044

123.377

118.711

114.044

109.377

104.711

100.044

95.3773

90.7106

86.0439

81.3772

76.7106

72.0439

Abbildung 5.18: Konformationen von 35.
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Cluster 43

Die Karte von 43" ist durch grofifliichige Bereiche mit niedriger Energie gekennzeich-
net (Abbildung 5.20). Die Farbskala der Energickarte umfaft hier 45 kcal/mol. Es tritt
im wesentlichen nur eine Konformation auf: Zwei Kohlenhydratringe stehen in Inter-
aktion, der dritte ist einzeln abgespreizt. A1 — A3 unterscheiden sich nur durch die
Wechselwirkung verschiedener Ringe in der selben Art und Weise, wobei die Arme in
A3 leicht verdrillt sind. Im Bereich B herrscht eine T-formig gespreizte Konformation

vor. Es treten aber viele Ubergéinge zwischen unterschiedlichen Konformationen auf.

e OH
OH

HN S

HO NH
HO Ol
~0
o
\

Abbildung 5.19: Cluster 43.

Wiéhrend der gesamten Simulation ist eine Kohlenhydrateinheit immer frei von intramo-

lekularen Wechselwirkungen. Die Struktur ist insgesamt sehr offen.
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(a) Eine Konformation (b) Eine Konformation
aus dem Bereich Al. aus dem Bereich A2.

(¢) Eine Konfor- (d) Eine Konformation aus dem
mation aus dem Bereich B.
Bereich A3.
kcal/mol

90.5647
88.2314
§5.098

83.5647
81.2314
78.098

76.5647
74.2314
71.898

69.5647

67.2314

64.898
62.5647
A3

60.2314

57.898

55.5647

Abbildung 5.20: Konformationen von 43.
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Cluster 44

Fiir die Verbindung 441 ergibt sich ein zusammenhingender Bereich mit mehreren
Subminima (A1, A2, A3 und B, Abbildung 5.22), die nur durch Ubergéinge miteinander
verbunden sind. Die Farbskala der Energiekarte umfaft hier 25 kcal/mol. Zusétzlich
zeigt sich ein grofer Bereich mit hochenergetischen Konformationen (X). Wéhrend der
Simulation befindet sich der Cluster in den Bereichen A1 und A3. Im allen A-Regionen
liegt eine geschlossene Konformation vor, d.h. die Arme sind zweimal abgeknickt und
bilden eine globulédre Struktur aus. Es findet kein m—m-Stacking statt. Die Phenylringe
liegen parallel zu den Armen, die polaren Gruppen (Zucker, Thioharnstoffeinheiten)
bilden eine hydrophile Oberfliche. Beim Ubergang zu B 6ffnet sich die Struktur etwas,
zwischen zwei Armen finden 7—m-Wechselwirkungen statt. Die Arme sind auch hier stark
gewinkelt. Einzig in Region X liegt eine eher offene Konformation vor, ein Arm ist

abgespreizt und frei von intramolekularen Wechselwirkungen.

NO,

NO,

HO
HO OH
~0
OzNQ

Abbildung 5.21: Cluster 44.

Im Gegensatz zu 43 ist 44 fast wihrend der gesamten Simulation in einer globulédren
Konformation. Alle drei Arme sind gewinkelt und bilden eine Kugel mit hydrophobem

Inneren und einer hydrophilen Oberflache.
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(a) Eine Konformation aus dem Bereich A. (b) Eine Konformation aus dem Bereich B.

(¢) Eine Konformation aus dem
Bereich X.

Abbildung 5.22: Konformationen von 44.

kcal/mol
79.146

77.4793
78.8127
74.146
72.4793
70.8127
69.146
67.4793
65.8127
64.146
62.4793
60.8127
59.146
57.4793

55.8127

54.146
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Cluster 36

Fiir 3612%°] zeigt sich eine strukturierte Karte mit einem definierten Minimum im Bereich
A (Abbildung 5.24). Der Bereich der Farbskala der Energiekarte umfaft 25 kcal /mol. Zu-
sammen mit B hélt sich die Verbindung die meiste Zeit in diesen Konformationsrdumen
auf. In beide Regionen sind die Arme gestreckt, in A stehen zwei Ringe in engem Kon-
takt, wohingegen in B eine mehr gespreizte Konformation vorliegt, sich zwei der Ringe
aber immer noch in losem Kontakt befinden. In den zwei voneinander getrennten Berei-
chen C1 und C1 liegt eine vollstdndig gespreizte Form vor, der zeitliche Anteil an der
Simulationsdauer ist aber gering. Eine geschlossene Konformation findet sich in Bereich
D, hier befinden sich die drei Ringe in einer Ebene. Auch hier ist der Anteil an der

Simulationsdauer gering.
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Abbildung 5.23: Cluster 36.

Fiir diese Verbindung ist die Struktur offen, meist sind ein oder drei Ringe nahezu frei

von intramolekularen Interaktionen.
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(a) Eine Konformation (b) Eine Konformation aus dem Bereich C.
aus dem Bereich A.

(¢) Eine Konformation aus dem Be-
reich D.

kcal/mol
80.9339

79.2672

77.6006

Cl

paNy

Abbildung 5.24: Konformationen von 36.

75.9339

74.2672

72.6006

70.9339

69.2672

67.6006

65.9339

64.2672

62.6006

60.9339

59.2672

57.6006

55.9339
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Cluster 37

Auch fiir 372%! ergibt sich eine gut strukturierte Karte (Abbildung 5.26), sie ist aller-
dings komplexer als die fiir 36. Die Farbskala der Energiekarte umfaft hier 25 kcal /mol.
Die zeitliche Verteilung ist relativ gleichméafig iiber die verschiedenen, nicht hochenerge-
tischen Regionen. Hier findet sich das energetische Minimum in Form einer geschlossenen
Struktur mit gestreckten (A1,A3) bzw. leicht gewinkelten Armen (A2) und den Zucker-
ringen in einer Ebene. Im Bereich B findet sich eine X-férmige Konformation, mit zwei
Zuckerringen in Interaktion, im Bereich C befindet sich der Phenylring zwischen den
beiden wechselwirkenden Armen (Maximierung der hydrophoben Kontaktfliche). Eine

vollstandig gespreizte Struktur findet sich nur im hochenergetischen Bereich X.

HO HO 0
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Abbildung 5.25: Cluster 37.

Im Gegensatz zu 36 liegt 37 nur zum Teil in einer vollstandig offenen Struktur vor. Der
Anteil an intramolekularer Interaktion ist deutlich hoher. Aber auch hier steht haufig

ein Ring fiir intermolekulare Wechselwirkungen zur Verfiigung.
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(a) Eine Konformation (b) Eine Konformation aus
aus dem Bereich A. dem Bereich A3.

(c) Eine Konformation aus (d) Eine Konformation aus dem Bereich X.

dem Bereich B.

B

< D

Abbildung 5.26: Konformationen von 37.

kcal/mol
80.2919

78.6252
76.9586
75.2919
73.6252
71.9586
70.2919
68.6252
66.9586
65.2919
63.6252
61.9586
60.2919
58.62562
56.9586

55.2919
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Cluster 38

Die Karte von 382! (Abbildung 5.28) zeigt deutlich einen Minimumbereich (A1). Die
Farbskala der Energiekarte umfafst 30 kcal /mol. Hier herrscht die schon fiir 37 gefundene,
X-formige Konformation vor (alle vier Arme befinden sich paarweise in rdumlicher Néhe).
Zwischen Al und A2 variiert der Abstand und die Ausrichtung des sich Phenylspacers
etwas. In den Bereichen B1 und B2 hingegen ist der Phenylring weit vom Spacer des
Zuckers entfernt, die zwei anderen Kohlenhydrateinheiten befinden sich immer noch in

engem Kontakt. In Bereich C liegt sogar eine vollstandig gespreizte Form vor.

HO HO 0
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Abbildung 5.27: Cluster 38.

Insgesamt liegt die Verbindung 38 mit gestreckten Armen in einer sehr offenen Konfor-
mation vor. Mindestens ein Ring ist vollstdndig von Losungsmittel umgeben und nicht

in intramolekulare Wechselwirkungen involviert.
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Pl =

(a) Eine Konformation (b) Eine Konformation aus dem Be-
aus dem Bereich A. reich B.

(¢) Eine Konformation aus dem Bereich

C.

kcal/mol
88.628

86.628

84.6279
82.6279
80.6279
78.6279
76.6278
74.6278
72.6278
B 1 70.6278
68.6277
66.6277
64.6277
B2 62.6277

60.6276

58.6276

Abbildung 5.28: Konformationen von 38.
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Cluster 39

Fiir 3912%! ergben sich grokflichige Minimumbereiche (A-D, Abbildung 5.30), getrennt
durch hohe energetische Barrieren. Die Farbskala umfafst 57 kcal/mol. Zeitlich betrach-
tet findet sich meist eine Konformation aus dem Bereich A (mehrere Subminima). Hier
interagieren drei Ringe in einer Ebene miteinander, der vierte ist weitestmoglich abge-
spreizt. Im Bereich A1l sind nur noch zwei Ringe in Interaktion, die anderen beiden
stehen frei. Im Bereich B stehen sogar alle vier Zuckerringe ohne intramolekulare Wech-
selwirkung frei im Losungsmittel. In der Region D findet sich eine paarweise Interaktion

zweier Ringe (X-Form).
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Abbildung 5.29: Cluster 39.

39 bevorzugt eine offene Konformation mit vielen freistehenden Kohlenhydrateinheiten
wahrend der gesamten Simulationsdauer. Jedoch kommt es z. B. im Vergleich zur Struk-

tur 35 eher zur Aggregation einzelner oder mehrerer Kohlenhydrateinheiten.
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(a) Eine Konformation aus dem Be-
reich A.

B.

kcal/mol
120

116674
113.748
110,623
107497
104.371
101,245
981182
94,9934
91,8676
BE.FAY
B5.616

BZ.49m
70,3643
TE.2385
e
609868

66061

[1.7I52

(e) map

Abbildung 5.30: Konformationen von 39.
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5.2.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen?

Fiir alle untersuchten Cluster-Verbindungen mit Linker-Verkniipfung {iber C-1 ergeben
sich Strukturen, bei denen meist ein Kohlenhydratring, seltener alle, frei stehen, d.h.
ohne intramolekulare Wechselwirkungen nur von Wasser umgeben ist. Bei den Clustern
40, 35 und 39 finden sich die Konformationen, bei denen die wenigsten intramoleku-
laren Wechselwirkungen auftreten. Die Verbindungen 40 und 39 zeigen auch in den

biologischen Testergbenissen die grofste Aktivitét.

Das Versagen der Verbindungen 42, 43 und 44 als Inhibitoren der Typ-1-Fimbrien-
vermittelten Adhésion beruht eher auf der Art der Verkniipfung der Mannose-Einheiten
mit den Linkern als auf der Konformation in Losung. Die Kristallstrukturen zeigen, dafs
freie OH-Gruppen in 2-; 3-, 4- und 6-Position fiir die Bindung der Mannose zwingend
erforderlich sind (vgl. Kapitel 1.4.1 auf Seite 26, bzw. Kapitel 5.1). Die Bindungstasche
ist geometrisch optimal fiir die Bindung der a-D-Mannose ausgerichtet, eine Substitution
in 6-Position verhindert daher eine Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein in
der erforderlichen Konformation, zumindest gilt dies fiir die in den Kristallstrukturen
gefundene Bindungstasche. Im Falle der Verbindungen 41 diirfte aus diesem Grund
ebenfalls keine Inhibition der Adhésion mefbar sein, wenn die Verbindung ausreichend
wasserloslich wére. Die Konformation in Losung spielt hier eine untergeordnete Rolle,
da fiir 43 im Gegensatz zu 44 eine durchaus offene Konformation gefunden wurde, in

beiden Fillen aber keine Inhibition mefbar war.[168l

Eine abschliekende Bewertung bzw. Verkniipfung der Konformationen mit den Tester-
gebnisse ist schwierig, da unter anderem eine ,Negativprobe* fehlt, d. h. von Liganden,
die in der Simulation eine geschlossene Konformation einnehmen, zusammen mit ihrem
RICs5p-Wert. Hier wire die Untersuchung weiterer Liganden notwendig, um die Daten-

basis der MD-Simulationen zu erweitern.



6 Synthese der vorgeschlagenen

Inhibitoren

In diesem Kapitel soll iiber die Synthese der entworfenen Liganden (Kapitel 4) berichtet
werden. Nach einer retrosynthetischen Betrachtung fiir die Liganden werden anschlie-
fend die durchgefiihrten Syntheseschritte im Detail vorgestellt. Anderungen an der Stra-
tegie werden dort erldutert, wo dies durch synthetische Probleme notwendig wurde. Als
Zielmolekiile fiir die Synthese wurden die in Abbildung 4.19 auf Seite 69 gezeigten Ver-
bindungen ausgewéhlt. Zum einen ist dies das Pyrrol-Derivat 17 (im Folgenden auch
als ,Pyrrol-Ligand“ bezeichnet), zum anderen die dreifach substituierten Phenylringe 7
und 11 (,,Phenyl-Liganden*).

6.1 Der Pyrrol-Ligand

6.1.1 Retrosynthetische Uberlegungen

Zentraler Schritt dieser Synthese ist der Aufbau des
dreifach substituierten Pyrrol-Rings von 17. Sinnvoll
in diesem Zusammenhang ist die Beriicksichtigung der
Aminofunktion in 3-Position am Pyrrolring im Synthe-
seschritt zur Bildung des Heterozyklus. Beispiele fiir
den Aufbau 2,5-disubstituierter 3-Aminopyrrole sind li-

teraturbekannt 207208 Der Heterozyklus kann beispiels-

Abbildung 6.1: 17.

weise aus dem Enolether eines (3-Ketonitrils und Ami-
nomalonsdurediethylester Hydrochlorid (45) in Gegenwart einer Base gebildet (Sche-
ma 6.1) werden. Die Synthese war fiir verschieden substituierte (-Ketonitrilderivate
erfolgreich.l?07:208] Folglich stellt das Pyrrol 46 (Schema 6.3) ein zentrales Intermediat
der Syntheseroute dar. Dieses kann aus 47 und Aminomalonsdurediethylester Hydro-

chlorid (45) aufgebaut werden. Das Zielmolekiil 17 muf nun auf das Analogon von 48



122 6.1 Der Pyrrol-Ligand

zuriickgefithrt werden. Der weitere Verlauf der Synthese wird durch das entsprechende

(-Ketonitril als Intermediat bestimmt.

o o g9
QTos 1) NaOEt, EtOH R O o
NeL A+ EO OBt " .
NH3+Cl- 2) H,0 NH,
48 45 49

Schema 6.1: Aufbau eines 2,5-disubstituierten 3-Aminopyrrols 49 aus dem entsprechen-
den (-Ketonitril 48.1207,208]

In Abbildung 6.2 ist der mogliche Mechanismus der Pyrrolzyklisierung dargestellt. Zuerst
wird aus dem Tosylat 50 durch Substitiution der Tosylgruppe mit Aminomalonséure-
diethylester Hydrochlorid (45) das Enamin 51 gebildet. Anschliefend wird das azide
Proton von 51 durch Natriumethanolat abstrahiert und der Heterozyklus geschlossen
(Verbindung 54). Nach Zugabe von Wasser wird der Ester unter den basischen Bedin-
gen verseift und durch Abspaltung von CO, aus 53 wird der aromatische Zyklus in 52
gebildet.

EtO,C CO,Et

oTos 32 NHCI H_CO:Et R &—Co,Et
NC\)\ R\S\ CO,Et NaOEt N\
> —_— 5 — =
R -HCI H | N
=y vHOEt

50 51 55 L

H E COQE'[
RN .co, R

0 CO,Et
ot <~  \ ¢ B e—— 2
\ / t %@ - OFt \mOQEt
NH, <N1H NH
H,0

52 53 54

Schema 6.2: Wahrscheinlicher Mechanismus der Zyklisierung des g-Ketonitrils 50 zum
Pyrrol 54.

Die Abstraktion der polaren Guanidinium-Gruppe fiihrt zur Verbindung 56. Diese Grup-
pe kann unter Verwendung von (NHy)C(NH)SO3H aus einer Aminofunktion gebildet
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werden (Prozedur nach Mosher).?%21% Die Einfiihrung der C4-Seitenkette in 2-Position
kann nach Anderson et al.?'!l in einer Friedel-Crafts-dhnlichen elektrophilen Substitu-
tion mit y-Butyrolactam unter Verwendung von Trifluormethansulfonsdure als Kata-
lysator erreicht werden. Die Bildung des Harnstoffderivats erfolgt beispielsweise iiber
eine Reaktion des Amins mit Kaliumisocyanat in Essigsdure?'? oder mit Trimethylsily-
lisocyanat ohne Zusatz weiterer Reagenzien.?'3 Basische Spaltung des Ethylesters und
thermische Decarboxylierung von 46 liefert das Edukt 57 fiir die Acylierungsreaktion.
Die Zerlegung des Pyrrol-Rings fiihrt schlieflich zum Molekiil 58 und Aminomalonséu-
rediethylester Hydrochlorid (45) als kommerziell verfiigharem Reagens.

NH,

NH,

+  EtO OEt
NH;*CI
45

OH
47

Schema 6.3: Retrosynthetischer Weg vom Pyrrol 17 zur Verbindung 47, dem Ausgangs-
punkt fiir die Zyklisierungsreaktion. Teilweise sind mehrere Schritte zusammengefafit,
auf die Schutzgruppen wird gesondert eingegangen. Entscheidende Schritte sind die Pyr-
rolbildung, die Esterspaltung und die Friedel-Crafts-artige Acylierung.
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Das dem Enol 47 zu Grunde liegende (-Ketonitril 58 (Schema 6.4) kann durch Um-
setzung des korrespondierenden Esters mit dem Carbanion des Acetonitrils dargestellt
werden.[?'421] Die Aminofunktion kann durch katalytische Hydrierung der CN-Gruppe
von 59 mit Raney-Nickel erhalten werden. Die Verbindung 59 ist nach Hartwig et
al.?1% durch Palladium-katalysierte Arylierung von Cyanoessigsiureethylester mit 4-

Brombenzylalkohol (60) leicht zugénglich.

OTos (0] )O /N
.
NC
Ne~ NH, NH, EtO
> >
OH OH OH
47 58 / 59
Br
(0]
)K/CN +
EtO
61 60
OH

Schema 6.4: Zerlegung des Enoltosylats 47 in komerziell verfiighare Bausteine. Die
Schutzgruppen sind hier nicht gezeigt.

Grundlegend fiir den Erfolg der Synthese ist eine gut abgestimmte Schutzgruppen-
strategie. In diesem Kontext ist die Wahl der Schutzgruppe fiir die Hydroxyfunkti-
on des 4-Brombenzylalkohols (60) wichtig, da diese einerseits die ganze Synthese hin-
durch nicht verandert werden soll, andererseits am Ende das Zielmolekiil unter mog-
lichst milden Bedingungen freisetzten mufs. Unter letzterem Aspekt wurde hierfiir die
tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe (TBDMS) ausgewéhlt, obwohl die Einfithrung der NHs-
tragenden Seitenkette in 2-Position von 56 unter stark sauren Bedingungen eine teil-
weise Abspaltung der Schutzgruppe bewirken kénnte. Ebenso muft die in einer frithen
Phase der Synthese eingefithrte Aminofunktion von 58 mit einer Schutzgruppe ver-
sehen werden, die zu einer Vielzahl von Reaktionsbedingungen kompatibel ist. Des
weiteren miissen die zwei zusétzlichen NHo-Gruppen von 56 fiir die Einfithrung der
Guanidinium-Funktion orthogonal zum Reaktionszentrum der Guanidinium-FEinfiihrung

geschiitzt werden. Als geeignete Schutzgruppe bietet sich die Verwendung der 2,2,2-
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Trichlorethyloxycarbonyl-Gruppe (Troc) an. Als orthogonale Schutzgruppe fiir 56 soll
die tert-Butoxycarboyl-Gruppe (Boc) zur Anwendung kommen. Schlieflich kann das
Zielmolekiil durch Entfernen aller Schutzgruppen (Boc/TBDMS) mittels Trifluoressig-

saure (TFA) in einem Schritt erhalten werden.

6.1.2 Die Pyrrolzyklisierung als zentraler Schritt
6.1.2.1 B-Ketonitril mit NH,-Funktion

Um das 2,5-disubstituierte 3-Aminopyrrol zu erreichen wurde zunéchst nach Schema 6.4
vorgegangen. Danach sollte das Enol 47 in fiinf Stufen aus 4-Brombenzylalkohol (60)
und Cyanoessigsdureethylester (61) synthetisiert werden. Als Schutzgruppe kommt im
Rahmen dieser Synthese die TBDMS-Gruppe zur Anwendung.

Fiir die Pd-katalysierte Arylierung von Cyanoessigsiaureethylester (61) nach Hartwig et
al %l wurde TBDMS-geschiitzter 4-Brombenzylalkohol 6227l verwendet (Schema 6.5).
Dabei wird ein Arylbromid unter Zusatz eines sterisch gehinderten Phosphins, hier Tri-
tert-butylphosphin, und einer Base bei erhohter Temperatur Palladium-katalysiert an
eine CH-azide Verbindung (Malonester bzw. Cyanoessigsdureester) unter Ausbildung
einer C-C-Bindung gekuppelt. Die Synthese lieferte nach 6 h Reaktionszeit fiir den
TBDMS-geschiitzten 4-Brombenzylalkohol 62 gute Ausbeuten an 63 (75 %). Allerdings
konnten diese nur im kleinen Mafstab im Bereich von einigen mmol erreicht werden,
bei Verwendung grofkerer Mengen an Edukt sinkt die Ausbeute dann sehr schnell auf
deutlich unter 40 % ab.

0
Br 1 mol% [Pd(allyl)Cl], N
0 4 mol% P(1-Bu)s EtO 75 %
EtO NasPO,
Toluol, 70 °C
OTBDMS
61 62 63 OTBDMS

Schema 6.5: Pd-katalysierte Arylierung von Cyanoessigsdureethylester nach Hartwig et
al.1216l,

Ausgehend von 63 sollte nun das Amin 64 (Schema 6.6) durch Reduktion der CN-

Gruppe mit Wasserstoff unter Verwendung von Raney-Nickel dargestellt werden. 218219
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Verschiedene Bedingungen fiir die Reduktion fiihrten nicht zum Erfolg. Oft wurden
sehr komplexe Mischungen erhalten. Teilweise konnte zwar eine Aminofunktion diinn-
schichtchromatographisch nachgewiesen werden (charakteristische Anfiarbung durch Nin-
hydrin), eine Isolierung der Verbindung schlug jedoch fehl. Auch der Versuch das Niril

und den Ester mit LiAlH; zum Aminoalkohol zu reduzieren war nicht erfolgreich.

0 (0]
y N i) Raney-Ni, Hy, 3 bar

EtO EtOH, 18 h EtO NHR

%

ii) Raney-Ni, H,, 5 bar
EtOH, 18 h

OTBDMS iii) Raney-Ni, Hy, 5 bar OTBDMS

EtOH, 18 h, TrocCl, Pyridin
63 64

Schema 6.6: Verschiedene Reaktionsbedingungen fiir die Reduktion von 63 fiihrten nicht
zum gewiinschten Produkt 64 (i), ii): R = H; iii): R = Troc).

6.1.2.2 [-Ketonitril mit OH-Funktion

Um die geplante Syntheseroute weitestgehend aufrecht zu er- 0

halten, wurde nach anderen Moglichkeiten gesucht, eine Guani- NC OH
dinium-Gruppe einzufithren und somit das Amin zu umgehen.
Dies sollte ausgehend von einem Alkohol mit 1,3-Bis-(tert-bu-
toxycarboyl)guanidin unter Mitsunobu-Bedingungen méglich sein. 220!

Also wurde der Einstieg in die Route diesbeziiglich angepafst und OTBDMS
die Verbindung 65 als neues Intermediat der Pyrrolsynthese ge- Abbildung 6.2: 65.
wihlt. Eine retrosynthetische Betrachtung von 65 (Schema 6.7)

erlaubt zum einen, in Analogie zu Schema 6.4, die Darstellung von 65 aus einem Malon-
séureesterderivat und anschlieRende chemoselektive Spaltung eines Estersi??!l oder den
Aufbau des Systems iiber mehrere Schritte ausgehend von Butadienmonoxid.??? Pro-
blematisch hierbei ist jedoch eine notwendige orthogonale Schutzgruppenkombination
fiir die zwei Hydroxyfunktionen. Anfangs stand aber hier nur die prinzipielle Durchfiihr-
barkeit der Synthese im Vordergrund und deshalb wurde die TBDMS-Gruppe fiir den

benzylischen Alkohol beibehalten.

Zur Synthese von 65 wurde zuerst ebenfalls auf eine Pd-katalysierte Arylierung zuriick-

gegriffen (Schema 6.8).12161 Die Reaktion erfolgt unter dhnlichen Bedingungen wie die
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=€7
Br + O
p—
OTBDMS OTBDMS
OTBDMS
65 66 62
Br
(0] (0] +
——
MeO)J\/U\OMe
68
OTBDMS
OTBDMS 62

Schema 6.7: Zwei Moglichkeiten fiir die Synthese von 65. Entweder erfolgt der Aufbau
ebenfalls iiber eine Pd-katalysierte Arylierung oder iiber eine selektive Offnung von
Butadienmonoxid (67) durch eine Grignard-Verbindung.

Arylierung des Cyanoessigsidureesters. Fiir den Malonsdurediethylester (68) zeigte sich
aber eine bessere Reaktivitdt in THF unter Verwendung von NaH als Base. Das Produkt
wurde in 64 % Ausbeute erhalten. Im néchsten Schritt wurde versucht, durch die che-
moselektive Spaltung einer Esterfunktion/??!l und die Reduktion der freien Siure iiber
einen Aktivester den entsprechenden Alkohol 65 zu erhalten.???! Die Spaltung nur einer

Estergruppe konnte jedoch nicht erreicht werden.

Daraufhin wurde die zweite Variante nach Schema 6.7 gewéhlt, um zu dem benotigten
Intermediat 65 zu gelangen. Um die Synthese zuerst auf Durchfiihrbarkeit zu testen
und zu optimieren, wurde die Zielverbindung vereinfacht. Dabei wurde auf die benzy-
lische Hydroxyfunktion verzichtet und stattdessen nur das entsprechende Toluolderivat
69 zur Synthese verwendet. So ist eine spatere Funktionalisierung beispielsweise durch
radikalische Bromierung der Benzylposition immer noch méglich, die Schutzgruppenpro-

blematik wird jedoch erheblich vereinfacht.

Ausgehend von Butadienmonoxid (67) konnte durch nukleophile Offnung des Epoxids
mittels eines Grignard-Reagens der primére Alkohol 70 in guten Ausbeuten erhalten
werden (66 %, Schema 6.9). Das Nebenprodukt, der sekundére Alkohol, wurde ebenfalls
gebildet (4.3%).12%2l Die Zuordnung der Verbindungen erfolgte NMR-spektroskopisch.
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Br

1 mol% [Pd(allyl)Cl], 0O O
o 0 4 mol% P(t-Bu);
)}\/U\ N : MeO OMe
MeO OMe
NaH 64 %
THF, 70 °C
68 62 OTBDMS 59
0 OTBDMS
MeO OH 1) 1 eq. NaOH
2) BOP, NaBH,
OTBDMS
65

Schema 6.8: 65 ist nicht iiber 59 zugénglich, da die chemoselektive Esterspaltung nicht
erreicht werden konnte.

Die chemische Verschiebung der Methylengruppe im Hauptprodukt liegt mit 66.0 ppm
im Bereich der eines Alkohols, im Nebenprodukt mit 43.8 ppm im Bereich der einer
Benzylposition. Fiir die CH-Gruppe liegt das 13C-Singal bei 52.0 ppm (Benzylposition)
im Hauptprodukt bzw. bei 73.2 ppm (sekundérer Alkohol) im Nebenprodukt. TBDMS-
Schiitzung des priméren Alkohols und anschlieffende oxidative Spaltung der Doppelbin-
dung mit Kaliumpermanganat in tert-Butanol/Wasser 1:2 lieferte die freie Saure, die
mit Diazomethan sofort zum Methylester 71 umgesetzt wurde (2 Stufen, 74 %). Die
Spaltung des Alkens mittels Ruthenium(I1I)-chlorid Hydrat(RuCls - HoO) und KIO, in
CCly/Acetonitril/Wasser 1:1:1 mit anschliefender Veresterung lieferte nur schlechte Aus-
beuten (etwa 16 %).

Die Umsetzung des geschiitzten Methylesters 71 mit ,,LiCH;CN"“ zum [3-Ketonitril ge-
lingt leicht mit 73 % Ausbeute. Dazu wird der Methylester zu einer Mischung aus n-
Butyllithium und Acetonitril in THF getropft, um eine Substitution der Methoxygruppe
zu erreichen.!?'%21% Die folgende Bildung des Enolethers fiihrt nur mit Toluolsulfonséu-
reanhydrid (Tos,O) zum gewiinschten Produkt, 2728 dem Enolether 72. Ein Ersatz des

teuren Anhydrids durch das billigere Toluolsulfonsdurechlorid ist dabei nicht moglich.
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1) TBDMSCI, 0
Br 1) Mg, Et,0, 7 on  Imidazol,
RiickfluB DCM, 0 °C MeO OTBDMS
—_— B — R o
)y 2) KMnOy,
67 'BuOH, Wasser
69 O 66% 3y CH,N,, Et,O 73 %

OTos 1) n-BuLi, Acetonitril, THF, -78 °C

NCo 2) NEts, Tos,0, DCM, 0 °C
OTBDMS

94 %

72

Schema 6.9: Synthese von 72. Die Spaltung der Doppelbindung mittels KMnOy lieferte
gute Ausbeuten.

6.1.2.3 Derivate der Tropasadure

Zur Uberpriifung der Bedingungen der Zyklisierungsreaktion zum Aminopyrrol, 207208l
wurde die kommerziell verfiighare Tropasiure (73) als Ausgangsmaterial verwendet und
in vier Stufen zum Enol 74 umgesetzt (Schema 6.10). Nach Veresterung der freien Saure
mit Methanol und TBDMS-Schiitzung des Alkohols, jeweils unter Standardbedingungen,
wurde der Methylester 75 ebenfalls mit ,,LiCH,CN* umgesetzt. Diese Reaktion lieferte
das B-Ketonitril 76 in 60 % Ausbeute. Das Enol 74 wurde durch Umsetzen von 76 mit
Triethylamin und Toluolsulfonsdure-Anhydrid in Dichlormethan bei 0 °C erhalten. Ein

Ersatz des Anhydrids durch Toluolsulfonsdurechlorid ist auch hier nicht méglich.

Mit der Verbindung 74 in Hénden, wurde nun versucht das 3-Aminopyrrol 77 zu synthe-
tisieren. Dazu wurde eine dquimolare Mischung aus 74 und Aminomalonsdurediethyle-
ster Hydrochlorid (45) bei Raumtemperatur zu einer Losung von Natrium-Ethanolat in
Ethanol zugetropft. Nach einer Stunde Reaktionszeit und wéfriger Aufarbeitung konnte

jedoch kein Produkt isoliert bzw. nachgewiesen werden.
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(0] O (0]
NC
HO OH MeO OTBDMS OTBDMS
_— _—
1) MeOH, TsOH n-BuLi, Acetonitril,
RiickfluBl THF, -78°C
2) TBDMSCI, 72 % 60 %
Imidazol
73 DOM. 0 °C 75 76
/ NEt3, Tos,0,
DCM, 0 °C
OTos
NC
7 OTBDMS
1) (EtOCO),CNH;C1 90 %
NaOEt, EtOH
2) H,O
74 77

Schema 6.10: Synthese von 74 aus der kommerziell verfiigharen Tropasiure (73). Bei
der Zyklisierungsreaktion zum 3-Aminopyrrol konnte kein 77 nachgewiesen werden.

6.1.2.4 Derivate der Methyltropasaure

Die nach Karbon et al. zur Zyklisierung zum Aminopyrrol verwendeten Ketonitrile/207]
besitzten in a-Stellung zur Ketogruppe ein quartares Kohlenstoffatom. Somit kann nur
ein Enol gebildet werden und kein weiteres Proton durch eine starke Base abstrahiert
werden. Das Enol basierend auf der Tropasaure bzw. die Verbindung 72 haben jedoch ein
tertidres Wasserstoffatom in a-Stellung zum Keton. Zusatzlicher Einfluf auf die Aziditét
des Protons macht sich durch den Phenylring bemerkbar (Benzylposition). Um dies
zu iberpriifen, wurde Methyltropasduremethylester (78) nach einer bekannten Route
aus 2-Phenylpropanal (79) in zwei Stufen synthetisiert und analog der Tropaséure (vgl.
Schema 6.10) tiber das Nitril 80 zum Enol 81 umgesetzt (Schema 6.11). In 78 wurde

somit das problematische Proton durch eine Methylgruppe ersetzt.

Das Enol 81 wurde entsprechend den Zyklisierungsbedingungen umgesetzt und das ge-
wiinschte Pyrrol 82 konnte in 29 % Ausbeute erhalten werden. Diese ist vergleichbar mit
den von Karbon et al. erzielten Ausbeuten fiir die Zyklisierungsreaktionen der Enolether
mit verschiedenen aromatischen und aliphatischen Substituenten am S-Ketonitril.[207.208]
Bezogen auf die Methyltropasidure wurde das Pyrrol 82 in 13 % Gesamtausbeute erhal-

ten.
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o) 1) Formaldehyd,
| MeOH, 1 N NaOH 0 1) TBDMSCI, 0
2) H,0,, MeOH, Imidazol NC
RiickfluB, 15h  MeO OH DCM, 0 °C OTBDMS
3) M.GOH’ TsOH 2) n-BuLi, Acetonitril,
Riickfluf THF, -78°C 60 %
26 % 80
79 78
NEt3, Tos,0,
DCM, 0 °C
OTos
TBDMSO
1) (EtOCO),CNH;Cl1 NC.__~
NaOEt, EtOH OTBDMS
OFt 2 0
NH,
29 % 93 %
82 81

Schema 6.11: Synthese von 82.
6.1.3 Derivatisierung der 3-Aminopyrrolliganden
6.1.3.1 Derivate des Aminopyrrols 83

Um eine Vergleichsverbindung fiir den biologischen Test zu erhalten, wurde das Amino-
pyrrol 83 ausgehend von Pivaloylacetonitril (84) nach einer Literaturvorschrift synthe-

tisiert (Schema 6.12).1207:208]

0 1) NEts, Tos,0, u 0
Nc\)‘\g DCM, 0 °C N
2) (EtOCO),CNH;Cl \ / OEt
NaOEt, EtOH

3) H,0 30 % NH,

84 83

Schema 6.12: Synthese von 83.[207:208]

Die Synthese der Harnstoff-Gruppe ausgehend von der 3-Aminogruppe wurde zum einen
mit Kaliumisocyanat in Essigsiure erreicht (Schema 6.13).1224l Das Produkt fiel als weifer
Festoff aus der Reaktionsmischung aus. Allerdings fiihrt die Unloslichkeit des Produktes
in Wasser dazu, dafs ein biologischer Test nicht moglich ist. Als Alternative wurde ver-

sucht mit Kaliumisothiocyanat eine Thioharnstoffgruppe in das Molekiil einzufithren. 2%
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Das gewiinschte Produkt wurde in 60 % Ausbeute erhalten. Auch hier erwies sich das De-
rivat als wasserunloslich und somit ungeeignet als Vergleichsverbindung fiir biologische
Tests.

KOCN, KSCN, THF,
Essigsédure RiickfluB3, 12 h
H O H O
N N
\ / OEt \ / OEt
53 % NH 60 % NH
(0] S
NH, 85 NH, 86

Schema 6.13: Synthese der Harnstoff-Derivate von 83.1207:208]

6.1.3.2 Derivate von 82

Eine Umsetzung des Aminopyrrols 82 mit TMSNCO liefert das Harnstoffderivat 87
(Schema 6.14) in guter Reinheit mit quantitativer Ausbeute.??§l Die {iberschiissigen
Reagenzien und das Losungsmittel konnen vollstdndig im Vakuum entfernt werden. Im
Gegensatz zum Harnstoff-Derivat 85 bzw. dem Thioharnstoffderivat 86 ist 87 gut in
Methanol 16slich. Die anschlieftende Entschiitzung des Alkohols wurde mit TBAF in
Methanol erreicht. Das Produkt 88 konnte nach Chromatographie an RP-Kieselgel in

50 % Ausbeute isoliert werden.

Weitere Umsetzungen, insbesondere die Abspaltung der Estergruppe in 2-Position von
88, fiihrten zu keinem isolierbaren Zwischenprodukt fiir die Synthese. Daher wurde
die Verbindung 88 fiir die Untersuchung auf biologische Aktivitat verwendet. Docking-
Untersuchungen (Scoring-Wert —36.1) schlagen einen vergleichbaren Bindungsmodus
mit dem entwickelten Pyrrolliganden 17 fiir dieses Molekiil vor. Zusatzlich wurden das

Aminopyrrol 83 und dessen Derivate 85 und 86 getestet.
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TMSNCO
_—

MeOH

99 %

TBAF

50 %

Schema 6.14: Synthese der Derivate von 82.[207:208]
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6.2 Der Phenylligand

6.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen

Die Herausforderung im Zusammenhang mit den Phe- 0
nylliganden besteht in der Dreifachsubstitution des zen-
tralen Phenylringes. Fiir den Erfolg der Synthese ist

die richtige Reihenfolge der Substitutionsschritte ent- HO

scheidend. Zum einen um Nebenreaktionen zu vermei- o

den und zum anderen um die Schutzgruppenstrategie OH

so einfach wie moglich zu gestalten. Prinzipiell sind o

verschiedene Herangehensweisen denkbar. Die in den /\/\©
Schemata 6.15 und 6.16 vorgestellte retrosynthetische

Analyse erlaubt eine Variation des C3-Linkers in 7 am  g,N

Ende der Syntheseroute. OH

Der C3-Linker kann iiber eine Sy2-Reaktion des Phe- OH

nols mit dem entsprechenden Alkybromid unter Stan- Abbildung 6.3: 7 und 11.
dardbedingungen eingefiihrt werden (Schema 6.15). Die mit ,PG“ bezeichnete Schutz-
gruppe in Verbindung 91 mufs demnach orthogonal zu TBDMS und der Acetal-Schutz-
gruppe des Diols sein, um eine chemoselektive Funktionalisierung zu gewéhrleisten. Da
(S)-7 bzw. (S)-11 laut den Docking-Studien deutlich hohere Affinitat zum Protein besit-
zen, wird das Diol durch asymmetrische Dihydroxylierung nach Sharplessi??7228 aus dem
Alken 90 generiert. Die Verbindung 92 stellt den Verzweigungspunkt in der Synthese-
route zwischen 7 und 11 dar. Von hier ist nach Entschiitzung des Aldehyds das Alken 90
tiber eine Wittig-Reaktion mit Triphenylmethylphosphoniumbromid ([PhsP — Me|TBr™)
zuginglich. 89 ist aus dem zentralen Intermediat durch Alkylierung der phenolischen
OH-Gruppe und Acetalspaltung darstellbar. Den Aminoalkohol erhélt man dann durch
Addition von Trimethylsilylcyanid an den Aldehyd 89 und anschliekender Reduktion
des entstandenen Cyanhydrins mit LiAIH,.

Schema 6.16 zeigt die geplante Route zum Verzweigungspunkt zwischen 7 und 11. Die
terminale OH-Gruppe in Verbindung 92 kann aus einer Allyl-Seitenkette durch Ozono-
lyse und anschliefende reduktive Aufarbeitung generiert werden. Lithiierung des Aryl-
bromids 95 mit n-BuLi und Allylierung mittels Allylbromid ist der néchste Schritt. 95
ist durch Standardreaktionen (Schutzgruppen) bzw. nach einer Literaturvorschrift??!

aus m-Hydroxybenzaldehyd (94, Bromierung) zugénglich. 22l
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Re Re

HO H,oN
OH OH
7 OH 11 OH “
“ OTBDMS O/\/\©
OTBDMS
_ O\
0] AN
20
OPG
91  OPG 90 / 89
OPG
OTBDMS
(H3CO),HC
92
OPG

Schema 6.15: Retrosynthetische Uberlegungen zu den Verbindungen 7 bzw. 11. Beide
lassen sich auf das Intermediat 92 zuriickfiihren.

6.2.2 Synthese
6.2.2.1 Erster Versuch: die geplante Route

Der erste Schritt nach Schema 6.16 ist die Bromierung von m-Hydroxybenzaldehyd
(94) in Essigsdure und die sich anschliefende Einfiihrung der benétigten Schutzgruppen.
Um eine einfache Entschiitzung zu ermoglichen, wurde der Aldehyd in das Dimethyl-
acetal iiberfiihrt, die phenolische OH-Gruppe TBDMS-geschiitzt (Ausbeute 24 % tiber
3 Stufen). Die Umsetzung der geschiitzten Verbindung 95 mit n-BuLi und Allylbromid
liefert 93 in 45 % Ausbeute mit wenig Nebenprodukten (Schema 6.17).

Mehrere Versuche, die Doppelbindung von 93 ozonolytisch zu spalten, schlugen fehl.

Es ergab sich eine komplexe Mischung vieler Produkte, die nicht identifiziert werden
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OTBDMS OTBDMS
>
(H3CO),HC (H3CO),HC
92 OPG 93 \
OH OTBDMS
<
(@)
= (H;CO),HC
94 Br 95

Schema 6.16: Aufbau des zentralen Intermediats 92 aus m-Hydroxybenzaldehyd (94).
1) n-BuLi, THF,

OH 1) Br,, HOAc OTBDMS 78 °C OTBDMS
2) MeOH, IR120 2) Allyl-Br
HC(OCH3)3 -78 °C = Raumtemp.
O 3) TBDMSCI, B B
Imidazol, (H3CO)HC (H3CO),HC
DCM B 24% 45 %

94 95 93 |
Schema 6.17: Darstellung von 93 aus m-Hydroxybenzaldehyd (94).

konnten. Als eine Nebenreaktion konnte der entstehende Alkohol mit dem Vollacetal zu

einem gemischten Sechsring-Acetal reagieren (Schema 6.18).

OTBDMS OTEDMS
1) 03, MGOH
-78 °C
(H3CO),HC 2) NaBH,, 12 h
-78 °C = Raumtemp. (H3CO),HC
93 92 L

Schema 6.18: Ozonolyse von 93. Der Alkohol 92 konnte nicht isoliert werden.

6.2.2.2 Zweiter Versuch: eine neue Route

Um die Schutzgruppen fiir die Aldehyd-Funktion zu umgehen, wurde die Strategie der

Synthese gedndert. Da der Aminoalkohol 11 auf Grund der zu erwartenden Protonie-
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rung unter physiologischem pH-Wert eine deutlich erniedrigte Affinitdt zum Rezeptor
aufweisen wird (vgl. Tabelle 4.3 auf Seite 70), wurde die Syntheseroute auf das Diol 7
beschrénkt. Die neue Syntheseroute in Schema 6.19 umfaftt im wesentlichen die schon fiir
die erste Route geplanten Reaktionen. So sind eine Allylierung und eine Wittig-Reaktion
ebenso vorgesehen, wie die asymmetrische Dihydroxylierung zur enantioselektiven Diol-
synthese. Entscheidend ist aber die Reihenfolge der Syntheseschritte. Wahrend zuvor
die Einfithrung der C2-Seitenkette mit dem terminalen Alkohol fiir den Anfang gedacht

war, wird hier zuerst das Diol gebildet.

o/\/\© OTBDMS OTBDMS
- —— ——
HO 0] (0]
OH )VO )VO Br
H
7 © 96 97
OH OTBDMS OTBDMS
T R —
Oax Ox A
Br Br Br
98 99 100

Schema 6.19: Ein Anderung der Reihenfolge der Syntheseschritte kénnte die Problema-
tik 16sen.

Ausgehend von 2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd (98) wurde die phenolische OH-Gruppe
TBDMS-geschiitzt (Schema 6.20). Das Alken 100 konnte aus dem geschiitzten Ben-
zaldehyd in einer Wittig-Reaktion[*%23! mit [PhsP — Me]*Br~ in 87 % Ausbeute dar-
gestellt werden. Das erhaltene Alken wurde nun mittels einer Dihydroxylierung nach
Sharpless(?2™232 (AD-mix «) zum Diol 101 oxidiert (ca. 80 % ee, ermittelt durch NMR
unter Verwendung von Eu(TFC)3).1?? Die Bildung des Acetals 97 mit DMP und Aceton

unter Katalyse von Toluolsulfonséiure lieferte nur méfige Ausbeuten.
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1) (DHQD),-PHAL

1) TBDMSCI, Imidazol, DCM K,0s0,(0H),

. OTBDMS OTBDMS
2) PhsPMe*Br, n-BuLi, THF K3Fe(CN)g
-78 °C - Raumtemp. 'BuOH/Wasser
—_— —_—
O e 2) Aceton, DMP
TsOH, o
Br ]3r 78 17 RuCkﬂuB )TO BI‘
(o
98 100 g7 0%

Schema 6.20: Die Synthese von 97.

Nachdem das Diol erfolgreich synthetisiert und geschiitzt werden konnte, war die Einfiih-
rung des priméren Alkohols der néchste Schritt. Dies sollte, wie weiter oben vorgestellt,
iiber eine Sequenz aus Allylierung des aromatischen Ringes von 97 und anschliefsender
Spaltung des Alkens erfolgen. Die zunéchst verwendeten Bedingungen analog zur Ally-
lierung von 95 (vgl. Schema 6.17) fiihrten nicht zum gewiinschten Produkt 96 (Schema
6.21). Eine genaue Verfolgung des Reaktionsablaufes zeigte jedoch, daf schon der Brom-
Lithium-Austausch mit n-Buli nicht stattfand. Auch die Verwendung von sec-Buli
fithrte nicht zur Reaktion des Eduktes. Die Verbindung 97 zeigte sich vollkommen inert

unter den angewandten Reaktionsbedingungen.

i) 1) n-BuLi, THF, -78 °C
2) 2 eq. Allyl-Br -78 °C — Raumtemp.
OTBDMS OTBDMS
ii) 1) n-BuLi, THF, -78 °C = -30 °C
2) 2 eq. Allyl-Br -78 °C - Raumtemp.

b

\
iii) 1) sec-BuLi, THF, -78 °C
(0] 2) 2 eq. Allyl-Br -78 °C— Raumtemp. (0]
(0] Br (0]
iv) 1) sec-BuLi, THF, -78 °C — Raumtemp. |
97 2) 2 eq. Allyl-Br -78 °C - Raumtemp. 96

Schema 6.21: Verschiedene Reaktionsbedingungen zur Allylierung von 97 (Ansétze i)—

iv)).

Zur Darstellung von Vergleichsverbindungen, die in einem biologischen Test auf ihre
Wirksamkeit untersucht werden konnen, wurden Derivate von Verbindung 97 syntheti-
siert. Zum einen wurde das aus Verbindung 100 synthetisierte Diol 101 mittels TBAF in
51 % Ausbeute vollstiandig entschiitzt erhalten (Schema 6.22), jedoch konnte das TBAF
nicht vollstdndig aus dem Produkt entfernt werden. Die Verbindung 102 stellt einen

minimalen Phenyl-basierten Liganden dar, der weder den Teil fiir das konservierte Was-
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sermolekiil innerhalb der Bindungstasche, noch den aliphatischen Linker zum Bereich
des Tyrosin-Tores aufserhalb der CRD enthélt (Scoring-Wert: —21.6).

OTBDMS OH
TBAF
B —
HO THF HO
OH Br OH Br
101 102 51 %

Schema 6.22: Entschiitzung von 101 zum Diol 102.

Zum anderen wurde die TBDMS-Gruppe des Acetal-geschiitzten Diols 97 ebenfalls
mit TBAF in quantitativer Ausbeute entfernt, jedoch wurde das Phenol mit 1-Brom-3-
phenylpropan und Kaliumcarbonat in Aceton alkyliert. Das Acetal wurde mit Trifluores-
sigséure in Methanol hydrolysiert und so das freie Diol in 34 % Ausbeute (iiber 3 Stufen)
erhalten (Schema 6.23). In diesem Modellliganden fehlt, im Vergleich zum entworfenen
Zielmolekiil 7, der Teil fiir das konservierte Wassermolekiil innerhalb der Bindungstasche
(Scoring-Wert: —17.7).

OTBDMS 1) TBAF O/\/
THF

2) 1-Brom-3-phehylpropan

K,CO;
o Aceton, 3 d Riickfluf3 . HO
(0] Br 3) TFA OH Br
)T Methanol 34 %
97 103

Schema 6.23: Darstellung von 103 durch Alkylierung des entschiitzten Phenol-
Intermediats.

6.2.2.3 3. Versuch: nochmal von Vorne

Die Allylierung wurde im 2. Versuch zum entscheidenden Schritt. Nachdem diese aber
mit dem als Dimethylacetal geschiitzten Aldehyd 95 erfolgreich war, wurde nun ein
stabileres Acetal als Schutzgruppe verwendet. Die TBDMS-Gruppe aus der ersten Route
ist dann unter den Entschiitzungsbedingungen fiir das zyklische Acetal vermutlich nicht
stabil. Um dennoch zu einem Zielmolekiil zu gelangen, wird nun der C3-Linker am

Anfang der Synthese eingefiihrt und auf die Variabilitét des Linkers verzichtet (Schema
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6.24). Die Moglichkeit der Verwendung der tert-Butyldiphenylsilyl-Gruppe (TBDPS) fiir
die freistehende Hydroxyfunktion bleibt somit erhalten.

0 0
Ox
HO f——

OH

OH OTBDPS
89

D —
O\ @) R —— O
Br Qo Br [/O
98 104 105

Schema 6.24: Diese Variante ermdglicht auch wieder die Synthese des (-Aminoalkohols
7 aus 89.

Im Prinzip entspricht die gewéhlte Route wieder der in Schema 6.15 bzw. 6.16 vorge-
schlagenen Synthese. Das Diol wird iiber eine Sequenz aus Wittig-Reaktion und asym-
metrischer Dihydroxylierung aus dem Aldehyd 89 gewonnen. Das allylierte Derivat 105
erhélt man nach Schiitzung des Aldehyds und des Phenols mit n-Buli und Allylbro-
mid. Ozonolyse bzw. oxidative Spaltung des Alkens und anschliefsende Schiitzung des
Alkohols mit TBDPSCI liefert 89. Zielmolekiil 7 (8-Aminoalkohol) kann aus diesem In-
termediat durch Addition von TMSCN und anschlieffende Reduktion des Cyanhydrins
mit LiAlH, erhalten werden.

Die Schiitzung des Aldehyds 98 erfolgt nach einer Literaturvorschrift,?*¥! jedoch wird
das Rohprodukt sofort mit 1-Brom-3-phenylpropan und K;CO3 in Aceton umgesetzt
und erst dann vollstdndig gereinigt (Schema 6.25). Die Umsetzung von 104 mit n-BuLi
bei —78 °C und Allylbromid liefert das Alken 105 nur in méfigen Ausbeuten (23 %).
Auch hier ist der Austausch des Broms gegen Lithium der beschrédnkende Schritt. Zur
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OH
1) 1,3-Propandiol, p-TsOH, O
Benzol/THF, Riickfluf3

Ox 2) 1-Brom-3-phenylpropan, 0
K,CO3, Aceton, 38 7
Br Riickfluf ¢
98 O Bl 104

Schema 6.25: Darstellung von 104 unter Standardbedingungen.

Optimierung wurden mehrere Versuche zur Umsetzung mit n- bzw. sec-BuLi bei unter-

schiedlicher Temperatur mit verschiedenen Reaktionszeiten durchgefiihrt (Schema 6.26).

[
g
(=]

2l

et

[
el

01
il
{
01

I
ppm (tl)

Abbildung 6.4:

I I I I
7.00 6.50 6.00 5.50

Die Integration der Signale des Acetal-Protons (s, 5.70 ppm bzw. s,
5.59 ppm), H-3 (d, 7.39 ppm bzw. d, 7.06 ppm) und H-4 (dd, 6.75 ppm
bzw. dd, 6.81 ppm) des zentralen Aromaten von Verbindung 105 bzw.

104. Das Acetal-Proton ist am besten geeignet, da die Signale gut auf-
gelost sind.

Dabei zeigte sich eine etwas erhdhte Ausbeute an 105 fiir 1 h Reaktionszeit bei etwa 0 °C.

Eine weitere Erhohung der Temperatur bzw. Verlangerung der Reaktionszeit verbesser-
te die Ausbeute nicht. Der Zusatz von N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TMEDA)
konnte zwar das Verhéltnis von Edukt zu Produkt deutlich verbessern, die Gesamtaus-
beute an 105 sank jedoch auf Grund der Bildung vieler Nebenprodukte. Die Verwendung

von sec-Bulii fithrte ausschliefslich zu einer erhéhten Menge an Nebenprodukten (Zahl
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und Menge), die Produktausbeute konnte nicht gesteigert werden. Das nach Sdulenchro-
matographie an Kieselgel erhaltene Produkt war eine Mischung aus 104 und 105, die
nicht weiter getrennt werden konnte. Die Ausbeute wurde durch Integration des Signals

des Acetal-Protons im 1H-NMR-Spektrum der Mischung bestimmt (Abbildung 6.4).

o/\/\© o/\/\©

(0) O
104 105 ‘
Nr. Bedingungen Verhiltnis % Ausbeute

Edukt:Produkt an 105

1 n-Buli, —78 °C, 1 h, THF 1:1.6 23
2 n-BuLi, TMEDA, —78 °C, 1 h, THF 1:12.5 8.7
3 sec-BuLi, —78 °C, 1 h, THF /Et,0 1:1.8 20
4 n-Buli, —78 °C — —40 °C, 1 h, THF /Et,0 1:1.4 43
5 n-BuLi, =78 °C — 0 °C, 1 h, THF/Et,0 1:3.0 59

Schema 6.26: Verschiedene Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 105.

Zur Spaltung der Doppelbindung wurde die Mischung aus 104 und 105 mit Osmiumte-
troxid (OsO4) und Kalium(meta)periodat (KIO,) in einer 3:1 Mischung aus THF /Wasser
umgesetzt und der Aldehyd 106 in 65 % Ausbeute erhalten. Nun war die Abtrennung
von nicht umgesetztem Bromid 104 problemlos mdglich. Verbindung 106 wurde ab-
schliefend mit Natriumborhydrid in Methanol bei 0 °C zum Alkohol 107 reduziert und
das Rohprodukt ohne weitere Reinigung mit TBDPSCI zum geschiitzten Intermediat
108 umgesetzt.

o/\/\© o " \©

1) OsOy4, KIO4, THF-Wasser 3:1

o)
C 12 h, Raumtemp. x
0 2) TBDPSCI, Imidazol, DCM
| 3) 2N HCI, THF, 1 h 30 %
105 89 OTBDPS

Schema 6.27: Synthese von 89 in drei Schritten.
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Im néchsten Schritt erfolgte die Spaltung des Acetals. Problematisch dabei ist die mog-
liche Abspaltung der OH-Schutzgruppe, da der Alkohol mit dem freien Aldehyd sofort
zu einem stabilen zyklischen Halbacetal reagieren kann. Dazu wurden verschiedene Be-
dingungen zur Entschiitzung untersucht. In kleinen Ansétzen erscheint 2 N Salzsdure
in Aceton bzw. THF am besten geeignet. Dabei erfolgte die Spaltung des Aldehyds in
kurzer Zeit, bei Bildung von wenig Nebenprodukten. Allerdings konnte das Ergebnis
in praparativen Ansatzgrofen nicht reproduziert werden und der Aldehyd 89 nicht in
ausreichenden Mengen zur weiteren Umsetzung erhalten werden. Die Verwendung ho-
her konzentrierter Sdure bzw. eine langere Reaktionszeit erhohte erwartungsgemaf die

Menge an Nebenprodukten drastisch, fithrte aber nicht zu groferen Ausbeuten an 89.

Die Synthese der Zielmolekiile 7 bzw. 11 war nicht erfolgreich, da der Aldehyd 89 nicht
in ausreichender Menge erhalten werden konnte. Eine Anderung der Schutzgruppenstra-
tegie ermoglicht hier eventuell einen besseren Zugang zu der Schliisselverbindung 89. Um
noch einen Hinweis auf eine mogliche Aktivitit der Zielmolekiile 7 bzw. 11 in Bezug
auf die Inhibition der Typ-1-Fimbrien-vermittelten, bakteriellen Adhésion zu erhalten,

wurden die Modellverbindungen 102 und 103 in einem biologischen Test untersucht.
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7 Test der biologischen Aktivitat

7.1 Testverfahren

Die Wirksamkeit der synthetisierten Verbindungen in Bezug auf die Inhibition der Typ-

I-Fimbiren-vermittelten Adhasion wurde mittels zweier Verfahren untersucht.

Hamagglutinations-Hemmtest

Der einfach und schnell durchzufiihrende Hamagglutinations-Hemmtest basiert auf der
Grundlage, daf eine Suspension von Teilchen durch deren Vernetzung instabil wird.[?34
In den verwendeten Testsystem werden Meerschweinchenerythrozyten verwendet, die
eine grofse Zahl von Mannosylresten auf ihrer Zelloberfliche tragen. Die Erythrozyten
werden mit den Fimbrien-exprimierenden Bakterien (E. coli HB 101 pPKI4) und dem
potentiellen Inhibitor vermischt und die Konzentration an Inhibitor ermittelt, bei der
die inhibitorische Wirkung nicht mehr ausreicht, um die Préazipitdtbildung (nach ca. 15
min) zu verhindern. Bei erfolgter Inhibition bilden sich punktférmige Zusammenballun-
gen der Erythrozyten am Boden des Reaktionsgeféafies. Durch optische Bewertung einer
Verdiinnungsreihe wird so der Inhibitionstiter der untersuchten Verbindungen bestimmt
(IT [mol/L]). Durch Normierung der erhaltenen I'T-Werte auf einen Standard (Methyl-
mannosid) in einem Testdurchlauf erhélt man dimensionslose, relative IT-Werte (RIT),

die iiber verschiedene Testdurchlaufe deutlich besser reproduzierbar sind.!*68!

ELISA

In einem kompetitiven ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)??*! wird die in-
hibitorische Wirkung der zu untersuchenden Substanzen durch ein gekoppeltes Antikor-
persystem detektiert. Dabei wird festgestellt, in wieweit ein eingesetzter Inhibitor die
Adhésion Fimbrien-exprimierender Bakterien an eine Mannan-beschichtete Oberflache
verhindert. Ein zugegebener Antikorper bindet an die Bakterien. Ein zweiter Antikor-
per trigt ein kovalent gebundenes Enzym, welches eine Farbreaktion katalysiert. Die
optische Dichte (OD) des gebildeten Farbstoffes erlaubt den Riickschluft auf die Menge



146 7.2 Resultate

an gebundenem Antikérper und somit, in Bezug auf eine Blindprobe (ODyjng) ohne

Inibitor, auf die prozentuale Inhibition der Adhésion (/) nach der Formel 7.1.

_ ODyjina —OD

I = x 100 7.1
O Dhyjing (7.1)

Durch die Bestimmung der Inhibition in einer Verdiinnungsreihe kann eine sigmoide
Kurve erhalten werden, aus der die Konzentration, bei der eine 50 %ige Inhibition statt-
findet (IC5¢ [mol/L]), ermittelt werden kann. Durch Verwendung eines Standards (eben-
falls Methylmannosid) kénnen nun wieder die verlaflicheren dimensionslosen, relativen
IC50-Werte (RICs50) berechnet werden.

7.2 Resultate

Die in Abbildung 7.1 gezeigten Verbindungen wurden mit den oben beschriebenen Ver-
fahren auf ihre Wirksamkeit hin untersucht. Dabei erwies sich nur die Verbindung 109
im Hamagglutinations-Hemmtest schwacher Inhibitor der bakteriellen Adhésion (RIT
0.016, bezogen auf Methyl-a-D-mannosid, MeMan = 1). Ebenso konnte fiir das Pyrrol
88 in beiden Testverfahren kein inhibitorisches Potential nachgewiesen werden. Die Was-
serloslichkeit der Verbindungen 85, 86 und 103 war auch unter Zusatz von biologisch
akzeptablen DMSO-Konzentrationen zu gering, um diese zu untersuchen. In Tabelle
7.1 sind die getesteten Verbindungen zusammen mit ihren Scoring-Werten (vergleiche
Punkt 4.3.2 auf Seite 61) nochmals aufgefiihrt.
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Abbildung 7.1: Alle Verbindungen wurden im H&magglutinations-Hemmtest auf ihre
Wirksamkeit beziiglich der Inhibition der Typ-1-Fimbrien-vermittelten,
bakteriellen Adhésion untersucht. Das Pyrrol 88 wurde zuséatzlich in ei-
nem ELISA getestet.
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Tabelle 7.1: Ubersicht iiber die getesten Verbindungen und deren Scoring-Ergebnisse
der Docking-Studien mit FlexX (k.I. bedeutet keine mefbare Inhibition der
Adhésion). Angegeben ist jeweils der Wert fiir die erste Konformation (,top

scorer), wenn diese einen plausiblen Bindungsmodus représentiert.

Nr. Verbindung FlexX-Score Testergebnis
Mannose- Butylmannosid-
Struktur Struktur
1 109 —22.2 —22.2 0.016*
2 102 —21.6 —10.7 k. LT
3 103 -17.7 —17.1 1
4 111 —18.5 —18.2 k. 1.
5 110 —25.3 —23.0 k. I.
6 88 —36.1 —21.7 k.19
7 83 —10.7 —14.7 k. 1.
8 85 —15.3 —15.3 —
9 86 —17.7 —13.7 — 1
10 22 —22.5 —23.3 18

* RIT-Wert, im Hamagglutinations-Hemmtest ermittelt.

T Mit TBAF verunreinigt. Als leicht triibe Losung getestet.

! Loslichkeit in Wasser, auch unter DMSO-Zusatz, zu gering.

§ Standard. RIT = 1 bzw. RICs;, = 1.

9 Getested in beiden Verfahren. Eine hohere Konzentration als 2.5 mM war in

wakriger Losung wegen schlechter Loslichkeit nicht zu erreichen.
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Wirkstoftforschung heute ist eng verkniipft mit den Begriff , Design®. Dazu beigetragen
haben zum einen die Fortschritte auf dem Gebiet Strukturaufklarung von Proteinen und
Reaktionsmechanismen biochemischer Prozesse und zum anderen erméglichte die Ent-
wicklung schneller und leistungsfahiger Computer die Simulation komplexer Systeme.
Beim rationalen Design von Liganden spielen die verwendeten Algoritmen und Compu-
terprogramme ein zentrale Rolle. Die meisten heute verfiigharen Verfahren sind auf das
in silico-Screening und die Bewertung vieler potentieller Liganden ausgelegt und miissen
so zwangsweise Vereinfachungen bei der Beschreibung der thermodynamischen Eigen-
schaften des Systems machen. Dies geschieht meist durch die artifizielle Behandlung des
biologischen Losungsmittels Wasser. Allerdings bedeutet diese drastische Vereinfachung,
daft die Konkurrenz mit den Losungsmittelmolekiilen und entropische Effekte bei der

Vorhersage der Bindungseigenschaften nicht berticksichtigt werden.

Das Lektin FimH, das Zielprotein der hier dokumentierten Untersuchungen, ist ein gut
untersuchtes Adhésions- und Invasionwerkzeug von FE. coli. Das Mannose-spezifische
Protein dient dabei zur Bevolkerung bestimmter Gewebearten, inbesondere des Harn-
traktes und der Blase, durch das Bakterium. Das aus zwei Doménen bestehende Protein
tragt an der N-terminalen Spitze eine tiefe Bindungstasche (CRD), die Mannose op-
timal umschlieftt. Daran schliefst sich eine ausgedehnte lipophile Region an, die durch
die aromatischen Seitenketten zweier Tyrosine begrenzt wird (Tyrosin-Tor). Fiir das
Protein sind inzwischen drei Kristallstrukturen bekannt, wobei CHEGA, Mannose und
Butylmannosid als Liganden in der CRD gebunden vorlagen. Die hier prasentierten Er-
gebnisse sind mit der Kristallstruktur von FimH im Komplex mit Mannose erhalten.
Je nachdem, mit welchem Liganden das Protein kristallisiert wird, mit Mannose oder
Butylmannosid,[?* weist es unterschiedliche Bindungsmodi auf, was fiir die Bewertung

der erhaltenen Ergebnisse von Bedeutung ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein de novo-Design-Ansatz verfolgt, der das Losungs-
mittel Wasser von Beginn an explizit in den Designprozef mit einbezieht. Dazu wur-

de das Zielprotein, das Lektin FimH, von dem Kristallstrukturen mit unterschiedli-
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Abbildung 8.1: Setup fiir die MD-Simulationen. Die CRD-tragende Spitze des Lektins
wurde mit einer Mischung aus Sondenmolekiilen (hier Cyclohexan) und
Wasser umgeben. Dann wurde eine Molekiildynamik-Simulation dieses
Systems durchgefiihrt, um die optimalen Positionen der Sondenmolekiile
in Bezug auf das Protein zu erhalten. Das Vorgehen beriicksichtigt die
Konkurrenz der verschiedenen Komponenten um die Bindungstellen, so-
wie entropische Effekte beim Bindungsvorgang. Die Proteinoberflache ist
nach dem Verfahren nach Connollyl®®°! erstellt (rot = Sauerstoff, blau
= Stickstoff, weiff = Kohlenstoff, cyan = Wasserstoff).

chen Liganden in der CRD bekannt sind, zusammen mit verschiedenen Sondenmole-
kiilen in wéfriger Losung mittels Molekiildynamik-Simulationen untersucht (Abbildung
8.1). Dieses Vorgehen ermoglicht es, AG als bestimmende Energiegrofe fiir den Design-
prozefs zu verwenden. Aus den durchgefithrten MD-Simulationen wurden dann 3-D-
Dichteverteilungen fiir die funktionellen Gruppen der Sondenmolekiile (z. B. Methanol,
Methylamin, Benzol, Cyclohexan) ermittelt. Bei der Analyse der Dichteverteilungen zei-
gen sich Maxima an den Positionen, von denen aus eine giinstige Interaktion mit der
entsprechenden Rezeptorstelle auf der Proteinoberfliche moglich ist. Eine Verkniipfung
mehrerer dieser Sonden zu einem Molekiil sollte dann einen potenten Liganden generie-

ren.
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(a) Mannose und die Methanol-Simulation: Hier sind die Ver-
teilungen von drei Atomtypen (C = weif, O = rot, Hydroxyl-
Proton = cyan) aus der Methanol-Wasser-Simulation zusammen
abgebildet. Die Uberlagerung der kristallographisch ermittelten
Atompositionen fiir Mannose (Ball-and-Stick-Modell) zeigt eine
exakte Ubereinstimmung mit den Resultaten der MD-Simulation
fir C-4 und O-4 bzw. C-6 und O-6 (Kohlenstoff = weiff (w|[60]
max|4521]), Sauerstoff = rot (r[60]max|[6214]), Wasserstoff = cyan
(c[80]max[4439])).

(b) Hier ist die Dichteverteilung fiir die C-Atome von Benzol aus der
Benzol-Wasser-Simulation gezeigt. Die Isokonturflichen sind transparent
und ermdglichen so die Abstufung in den Zéhlerwerten zu erkennen. Zwei
Benzolringe sind im Bereich der CRD gebunden — mdgliche Fragmente fiir
einen Liganden (b[90]bg[120]g[180]y[250]0[350]ro[400]|r[500]max[503]).

Abbildung 8.2: Uberlagerung der réntgenographisch ermittelten Position von Manno-
se in der Bindungstasche von FimH mit den Resultaten der Methanol-
Wasser-Simulation (oben). Abgebildet ist die Dichteverteilung fiir die
C-Atome von Benzol, projeziert auf das FimH-Simulations-Fragment

(unten).
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Der Erfolg dieser Simulationen zeigt sich in schon in der Methanol-Wasser-Mischung.
Hier konnte die Lage der rontgenographisch bestimmten Atompositionen der Mannose,
in Bezug auf das Protein FimH, durch die Methanolmolekiile der Simualtion erstaunlich
genau reproduziert werden (siehe Abbildung 8.2(a)). Auch aus den anderen Simulationen
ergaben sich geeignete Fragmente, um einen Liganden aufzubauen. In der Benzol-Wasser-
Mischung beispielsweise (sieche Abbildung 8.2(b)) wurden im Bereich der CRD nur zwei
Positionen fiir Benzolringe gefunden. Auch fiir Cyclohexan ergaben sich in der Region

um die Bindungstasche nur wenige, definierte Dichtemaxima.

Die theoretisch ermittelten Fragmente wurden dann zu einem Liganden verkniipft. Dazu
wurden Linker ausgewahlt und die moglichen Zielverbindungen mittels einem flexiblen
Docking-Verfahren iiberpriift. Die Docking-Experimente dienten dabei nur dazu festzu-
stellen, in wieweit die Zielstrukturen die Vorgaben der MD-Simulationen geometrisch
erfiillen konnen. Fiir das Lektin ergab sich aus den Simulationen eine Einteilung der
CRD in drei logische Bereiche. Im Inneren der tiefen Bindungstasche zeigt sich eine sehr
hydrophile Region, mit einer Vielzahl an Interaktionspunkten fiir H-Briickendonoren und
-akzeptoren. Der Eingangsbereich zur Bindungstasche besteht hauptsachlich aus einem
hydrophoben Ring, mit einer hydrophilen Unterbrechung. Und schlieklich der Bereich
des Tyrosin-Tores, der als ausgedehnte lipophile Region aufserhalb der Bindungstasche
positioniert ist. Die Resultate der MeOH- und der Benzol-Wasser-Simulation bildeten
die Basis fiir die Konstruktion der ,Designer‘-Liganden. Als geeignete Zielmolekiile fiir
eine Synthese wurden anhand der Docking-Experimente (Tabelle 8.1) die Verbindungen
7,11 und 17 ausgewahlt (siehe Abbildung 8.3).

Tabelle 8.1: Vergleich der Ergebnisse der Docking-Experimente mit FlexX fiir die Ziel-

molekiile.
Nr. Verbindung FlexX-Score
Mannose- Butylmannosid-
Struktur Struktur
1 (R)-17 —47.6 —44.2
2 (9)-11 —-30.3 —25.7
3 (9)-7 —27.3 —24.9

Die Synthese des Pyrrolliganden 17 basiert auf der Zyklisierung von Enolethern substitu-

ierter S-Ketonitrilen mit Aminomalonsaurediethylester Hydrochlorid zum 3-Aminopyrrol.
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Abbildung 8.3: Die Verbindungen 7 bzw. 11 und 17 wurden schlieklich als Zielmolekiile
fiir eine Synthese ausgewahlt.

Eine Darstellung des Ketonitrils ausgehend von Cyanoessigsiure bzw. Malonester war
nicht erfolgreich. Nachdem die Synthesestrategie nach den ersten Erfahrungen ange-
pakt worden war, konnten die Verbindungen 74 und 72 (siehe Abbildung 8.4), bei-
des Derivate der Tropasaure, synthetisiert werden. Allerdings war die Zyklisierung zum
entsprechenden 3-Aminopyrrol nicht erfolgreich. Das [-Ketonitril 81, ein Derivat der
Methyltropasaure, in fiinf Stufen aus 2-Phenylpropanal dargestellt, konnte schlieflich
zum entsprechenden 2,5-disubstituierten 3-Aminopyrrol umgesetzt werden. Bildung des
Heterozyklus unter basischen Bedingungen lieferte das 3-Aminopyrrol 82 in 16 % Ge-
samtausbeute. Eine Derivatisierung der Esterfunktion in 2-Position des Pyrrols schlug
fehl. Nach Bildung des Harnstoffderivats aus der 3-Aminogruppe und Entfernung der
Schutzgruppe, konnte das vereinfachte Pyrrol 88 (siche Abbildung 8.4) erhalten werden
(FlexX-Scoring-Wert: —36.1).

Die Synthese der Liganden 7 und 11, basierend auf einem Phenylring als zentraler
Einheit, konnte nicht bis zu den Zielmolekiilen durchgefiihrt werden. Nach Uberprii-
fung verschiedener Syntheserouten auf Durchfiihrbarkeit (die Molekiile 93 und 97 konn-

ten nicht weiter umgesetzt werden), konnte der freie Aldehyd 89 in acht Stufen aus
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Abbildung 8.4: Die Verbindungen 72, 74, 81 und 88.

m-Hydroxybenzaldehyd synthetisiert werden (Abbildung 8.5). Die Entschiitzung des
Acetal-geschiitzten Aldehyds gestaltete sich jedoch unerwartet schwierig. So konnte zum
einen auch unter Verwendung der TBDPS-Schutzgruppe fiir die priméare OH-Funktion,
an Stelle der TBDMS-Gruppe, eine Abspaltung und damit eine intramolekulare Zykli-
sierung zum Halbacetal, nicht ganz vermieden werden. Zum anderen war der Umsatz in
der Entschiitzungsreaktion sehr gering und lieferte, auch unter verschiedenen Bedingun-
gen, nur geringe Mengen an isolierbarem Produkt. Eine Anderung der Schutzgruppen-
strategie in der Syntheseroute ermoglicht hier eventuell einen besseren Zugang zu der

Schliisselverbindung 89.

0
OTBDMS OTBDMS A/\(j
(HsCO),HC
)VO Br
| OTBDPS

93 97 89

Abbildung 8.5: Die Verbindungen 93, 97 und 89.
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Das Harnstoffderivat 85 und der Thioharnstoff 86 sind schwer 16slich in Wasser und
waren auch bei Zusatz von 50 % DMSO nicht in ausreichender Menge fiir die Unter-
suchungen der biologischen Aktivitdt 16slich. Das Pyrrol 88 zeigte ebenfalls eine nur

moderate Loslichkeit in Wasser, konnte jedoch getestet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufserdem bekannte Mannose-basierte Inhibitioren der
FimH-vermittelten, bakteriellen Adhésion mittels flexiblem Docking auf ihren Bindungs-
modus hin untersucht (Abbildung 8.6). Mit den erhaltenen Informationen wurden dann
Vorschlége fiir die Optimierung bestehender Liganden erarbeitet. Die Addition eines bzw.
zwei weiterer lipophiler Substituenten in o-Position der glykosidischen Bindung der Ver-
bindung 28 sollte eine Vergroferung der lipophilen Kontaktfliche und somit verbesserte
Bindungseigenschaften mit sich bringen. Dies konnte nach Synthese der Verbindungen

im biologischen Test bestéitigt werden. 1%l

OH
OH
-0
HO
HO R,
OH o)
OH
-0
HO
HO R, Rj NH
(0)
O (0]
A
RZ N02 (0]
Verbindung R; Ry RICjg Verbindung R; Ry RICjg
21 H H 50 28 H H 1800
24 Cl H 160 6 Cl H 6400
25 Me H — 29 Me H 2600

Abbildung 8.6: Eine Auswahl der mittels Docking-Experimenten untersuchten Liganden
und deren Testergebnisse.!'68l

Die durch das Scoring ermittelte Rangfolge der Inhibitoren, auf Grundlage der Mannose-
basierten Kristallstruktur, gibt die experimentell gefundene Reihe nur unzureichend wie-
der. Vergleicht man jedoch die theoretisch ermittelte Rangfolge, die mit der Butylmanno-
sid-basierten Struktur erhalten wurde, mit den experimentellen Befunden, so zeigt sich

gute Ubereinstimmung. Dies spricht eventuell fiir eine Interaktion der untersuchten Li-
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ganden mit dem Lektin primér in einer Konformation, die der Butylmannosid-basierten

Kristallstruktur entspricht.

Die Untersuchung bekannter Glykoclusterverbindungen erfolgte mittels MD-Simulatio-
nen, um den konformativen Raum dieser hochflexiblen Verbindungen besser erfassen zu
konnen. Die Auswertung der Trajektorien konnte mit Hilfe eines neuronalen Netzes von
Kohonen-Typ anschaulich gemacht werden. Die als 2-D-Projektion des n-dimensionalen,

konformativen Raumes erhaltenen Karten ermdéglichen eine einfache Analyse der gefun-
den Strukturen (Abbildung 8.7).
OH
HO.0
HO
HO
OHpo 0 0
/%P\ 0
HOHo
M o0 NO,

kcal/mol
64.0382

63.0382
62.0382
61.0382
60.0382
59.0382
58.0382
57.0382
56.0382
55.0382
54.0382
53.0382
52.0382
51.0382

50.0382

49.0382

Abbildung 8.7: Resultate der Analyse der MD-Trajektorie fiir 40. Schematische Darstel-
lung der Energiekarte (links). Auf der Karte selbst ist der Verlauf der
MD-Simulation zu erkennen (rechts, weife Linien).
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Aus den erhaltenen Resultaten ergibt sich auf den ersten Blick kein Zusammenhang zwi-
schen gefundener Konformation in Losung und biologischer Aktivitéit der Verbindungen
im Inhibitionstest. Alle Clusterverbindungen mit offener Struktur, d. h. mit mindestens
einem Ring ohne intramolekulare Wechselwirkung wiahrend der Simulation, zeigen auch
eine mefsbare Inhibition der FimH-vermittelten, bakteriellen Adhésion. Die gefundenen,
globuldren Konformationen fiir die Verbindungen 41 und 44 zeigen, daf ein Einflufs der
Linker und der Subsituenten an den Kohlenhydratringen auf die Struktur in Losung
gegeben ist. Jedoch zeigen diese Verbindungen kein meftbares, inhibitorisches Potetial.
Die Verwendung neuronaler Netze zur konformativen Analyse flexibler Molekiile liefert
anschauliche Ergebnisse. Fiir die Analyse moglicher Zusammenhénge zwischen Konfor-
mation in Losung und biologischer Aktivitit sind hier jedoch noch weitere Verbindungen

zu untersuchen.

In Abbildung 8.8 sind die getesteten Verbindungen gezeigt. Das Aminopyrrol 88 konnte
die Typ-1-Fimrien-vermittelte, bakterielle Adhésion bei der gemessenen Konzentration
(2.5 mM in Wasser) weder im ELISA noch im Hamagglutinations-Hemmtest inhibieren.
Die Verbindung 102 erwies sich im Hamagglutinations-Hemmtest ebenfalls als inaktiv.
Einzig die Verbindung 109 zeigte im H&magglutinations-Hemmtest eine geringe bio-
logische Aktivitat (RIT 0.016, bezogen auf Methyl-a-D-mannosid, MeMan = 1). Die
Verbindungen 85, 86 und 103 waren fiir einen biologischen Test nicht ausreichend in

Wasser 16slich, auch nicht bei biologisch akzeptablen DMSO-Konzentrationen.

OR
H 0]
N
OE
\ t HO Oﬁ<
NHR OH Br NH,
88
Verbindung R Verbindung R OH
83 H 102 H OH
85 CONH,4 103 (CHy)sPh
86 CSNH2 HO
OH
109

Abbildung 8.8: Im biologischen Test untersuchte Verbindungen.
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Die negativen Resultate im biologischen Test werfen allerdings beziiglich des untersuch-
ten Systems neue, bisher nicht gestellte Fragen auf und stellen so einen neuen Ansatz zum
Verstandnis der zugrunde liegenden Biologie in Aussicht. Bei genauer Betrachtung des
auf bakterieller Adhésion basierenden ELISA bzw. des Hamagglutinations-Hemmtests
zeigt sich, daf hier ein wesentlich komplexerer Vorgang stattfindet, als nur die Bindung
eines genau definierten Rezeptors an einen genau definierten Liganden. Die oligomeren
Strukturen der im Test verwendeten Mannanoberfliche (ELISA) bzw. auf Erythrozyten
(Hamagglutinations-Hemmtests) stellen indes keine einfachen Liganden dar. Tatséchlich
quantifiziert wird die Adhésion der Bakterien an mannosylierte Oberflachen, die Inter-
aktion eines Liganden mit der Bindungstasche des Lektins wird in diesen Verfahren nur
indirekt gemessen. Die Bindung eines Liganden ist beim Adhésionsvorgang von Bedeu-
tung, jedoch konnte weiteren Prozessen im Laufe der Adhésion eine entscheidende Rolle
zukommen. Solche Vorgénge wurden im Rahmen des Designs nicht beriicksichtigt. Ei-
ne mogliche Interaktion Mannose-basierter Liganden mit den Kohlenhydratoberfiachen
in den Testsystemen ist nicht auszuschliefen. Dies konnte zu einer Anreicherung sol-
cher Liganden in Bereich der Kohlenhydratoberflachen, also zu einer erhohten effektiven
Konzentration dieser Liganden an der Oberfliche bzw. im oberen Bereich der Mann-
anschicht fithren. Der Erfolg des Design-Ansatzes miiftte deshalb in einfacheren Syste-
men iiberpriift werden, in denen weitere Wechselwirkungen neben den Ligand-Protein-
Interaktionen nicht stattfinden (kénnen). Dies konnte beispielsweise durch mikrokalori-
metrische Bestimmung von Kp-Werten oder durch NMR-Untersuchungen am isolierten

Ligand-Protein-System erfolgen.
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Drug research today is closley connected to a ,design® concept. This was also pushed
forward by progress made in the area of structure elucidation of macromolecules and
understanding reaction pathways of biochemical processes on the one hand and on the
other hand by rapidly increasing computational power to simulate complex systems. In
the context of rational drug design the available computational methods and algorithms
are of great importance. Most of the in silico screening procedures applied today are
optimized to deal with large databases and thus lack accuracy in describing the thermo-
dynamical properties of the system investigated. This is usually achieved by calculating
a biological system with implicit water. However, the competition of ligands with solvent
molecules as well as entropic contributions to the binding process are not included within

these approaches but they are nonetheless crucial in predicting the binding properties.

Uropathogenic E. colt use the mannose-specific lectin FimH for adhesion to their host
cells and eventual invasion into certain epithelium cells of the urinary tract. FimH is
a two-domain protein, which posesses a deep binding pocket located at the tip of N-
terminal lectin domain (CRD, Carbohydrate Recognition Domain). This binding pocket
is surrounded by an extended lipophilic region (,hydrophobic ridge) and a so-called tyro-
sine gate which is formed by phenyl rings of two tyrosine residues. Three independently
determined crystal structures of the FimH lectin domain are available, with CHEGA,
mannose and butylmannoside respectivley bound to the CRD as ligands. With butyl-
mannoside two different conformations of the protein were found. These findings lead to

different interpretations of the results obtained in the modelling studies.

Within this thesis a de novo drug design algorithm was applied, which includes the
effects of explict water during the entire modelling process. The target protein — the
lectin FimH — was subjected to molecular dynamics (md) simulations in aqueous mix-
tures of different pharmacophoric probe molecules (cf. fig. 9.1) This setup allows to use
AG as determing energy function for the drug design process. From the resulting md
trajectories 3-dimensional density distributions for the functional groups of the probe

molecules (e.g. methanol, methylamine, benzene, cyclohexane) were calculated. These
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Figure 9.1: Setup for the molecular dynamics (md) calculations. The upper part of the
FimH lectin was solvated with probe molecules (cyclohexane shown) water.
The system was subjected to md simulation to obtain the preferred positi-
ons of the probe molecules with respect to the protein surface. This setup
includes the competition of the different molecules (water and probe mole-
cules) for the optimum positions and entropic effects. The protein surface is
covered with a Connolly®®! surface (red = oxygen, blue = nitrogen, cyan
= hydrogen).

density distributions showed regions which were more often occupied during the simula-
tion time than others thus indicating defined positions with favourable interactions to
the protein surface. Connecting several probes to a target molecule should generate a

potent inhibitor.

Simulations of aqueous mixtures of methanol reproduced very accurately the positions
of determined mannose bound to the lectin as determined crystallographically (cf. fig.
9.2(a)). In addition to these findings, other simulations lead to suitable building blocks
for the design of a potential ligand. For example a benzene-water simulation revealed
only two proper positions for benzene rings in the CRD (cf. fig. 9.2(b)). Comparable

results were obtained for cyclohexane.
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(a) Mannose compared to the methanol-water-simulation: compa-
rison of density distributions of three atom types (C = white, O =
red, hydroxyl proton = cyan) from the methanol-water-simulation.
Overlapping the mannose (ball-and-stick-model) from the crystal
structure with the md simulation results shows a good match for
C-4 / O-4 and C-6 / O-6 respectively. (carbon = white(w[60]
max|4521]), oxygen = rot (r[60]Jmax|6214]), hydrogen = cyan (c[80]
max[4439])).

(b) Carbon atom density distribution extracted from benzene water mix-
ture. Transluctanted isocontour plots allow locating the maxima exactly.
Two phenyl rings are bound to the protein surface in the CRD area —
possible building blocks for a ligand (b[90]bg[120]g[180]y[250]0[350]ro[400]
r[500]max[503]).

Figure 9.2: Mannose compared to the methanol-water-simulation (upper part). Re-
sults for the benzene water mixture projected onto the FimH surface (lower

part).
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Finally, on the basis of a number of different fragments which were found to bind in an
optimal way to the CRD a ligand could be constructed as target molecule for synthetic
studies. Flexible docking was used as tool to determine the geometrically optimal fit of
the ligands to the density distributions. Using this tool, linkers were derived to connect
the functional groups to form a molecule. Following the md results, the lectin CRD was
divided into three regions. The bottom of the CRD resembles a hydrophilic region with
several H-bond donor and acceptor positions. The entrance area of the CRD consists
mainly of the hydrophobic ridge with a single hydrophilic interaction point. And finally
two tyrosine residues result in a widespread lipophilic surface area, formig a gate to the
CRD. On the basis of the methanol and benzene simulations a ligand was constructed.
Docking studies suggested compounds 7, 11 and 17 as target molecules (cf. fig. 9.3 and
table 9.1).

HO H,N
OH OH

OH OH

H,N

17

Figure 9.3: Compounds 7, 11 and 17 were chosen for synthesis.

Core step of the synthesis of compound 17 is the cyclisation of enol ethers of 3-ketonitriles
with aminomalonic acid hydrochloride to 2,5-disubstituted 3-aminopyrroles. Starting
from ethyl cyanoacetate and malonic ester respectively, the corresponding (3-ketonitriles
could not be obtained. After reviewing the synthetic route, compounds 74 and 72 (cf. fig
9.4), derivatives of tropic acid, were synthesized in good yield. Applying the cyclisation
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conditions to these compounds yielded no 3-aminopyrrol. Only (-ketonitrile 81 delivered
in five steps, starting from 2-phenylpropionic aldehyde, the pyrrole 82 (total yield 16 %).
However, a subsequent derivatisation of the 2-ester function was not possible. After urea
formation at the 3-amino group and deprotection of the silylated hydroxy function the

compound 88 (cf. fig. 9.4) was available for biological testing (FlexX total score: —36.1).

Table 9.1: Docking results obtained with FlexX for the target molecules.

Nr. Compound FlexX-Score
mannose-based butylmannoside-based
structure structure
1 (R)-17 —47.6 —44.2
2 (9)-11 -30.3 —25.7
3 (9)-7 —27.3 —24.9
OTos
NC s
= OTBDMS w OTos w OTos
7 OTBDMS - OTBDMS
72 74 81

88

Figure 9.4: Compounds 72, 74, 81 and 88.

The synthesis of the ligands based on the phenyl moiety could not be finished. After
using several concepts in both synthetic steps and protecting group strategy (compounds
93 and 97 turned out as synthetic dead end), the aldehyde 89 was obtained in eight
steps starting from m-hydroxybenzaldehyde (cf. fig. 9.5). Deprotecting the benzaldehyde
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OTBDMS

(H;CO),HC

93

)VO Br

OTBDPS
89

Figure 9.5: Compounds 93, 97 and 89.

function became the key step in this synthetic pathway. Replacement of the TBDMS

group by a less acid labile TBDPS group reduced the amount of a hemi acetal, formed by

intramolecular reaction. However, the yield of aldehyde 89 did not increase significantly,

even under different reaction conditions. Possibly, a different protecting group strategy

concerning the benzaldehyde function offers a better access to the key compound 89.

OH

OH
-0
HO

HO R,

Rj NO,

Compound R; R:; RICjq

21 H H 50
24 Cl H 160
25 Me H —

OH

OH
-0

Rj NH

Compound R; R:; RICsg

28 H H 1800
6 Cl H 6400
29 Me H 2600

Figure 9.6: Inhibitory potencies of the compounds evaluated by flexible docking.[%®]

Within this thesis the binding mode of known mannose-based inhibitors of the FimH-

mediated bacterial adhesion were evaluated using a flexible docking algorithm (cf. fig.

9.6). Based on the results guidelines for optimizing the ligands were derived. Adding a

lipophilic substituent in o-position to the glycosidic linkage should increase the lipophi-
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lic contact surface thus improving the ligand affinity. These findings are confirmed by

experimental work.[16!

Scoring and ranking the docked conformations based on the crystal structure obtained
with mannose did not reproduce the experimental findings very accurately. However, the
ranking obtained with the butylmannoside-based crystal structure of FimH is in good
agreement with biological data. This might indicate a protein ligand interaction mainly
in the protein conformation corresponding to that one found in the butylmannoside-

based crystal structure.

HO o

kcal/mol
64.0382

63.0382
62.0382
61.0382
60.0382
59.0382
58.0382
57.0382
56.0382
55.0382
54.0382
53.0382
52.0382
51.0382

50.0382

49.0382

Figure 9.7: Results for the md-trajectories of cluster compound 40. Sketch of the energy
map (left hand side). On the map, the course of the md simulations is
visible (right hand side, white lines).
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For investigation of known glycoclusters md simulations methods were applied in order
to cover the conformational space of these highly flexible molecules. A neuronal net of
the Kohonen-type allowed the graphical representation of the results ( 2-D maps of the

n-dimensional conformational space, cf. fig. 9.7).

Analyzing the results, no relationship is found between the molecule conformations in
solution and their biological activity in terms of inhibition of the bacterial adhesion. All
compounds with ,,open“ structures show a moderate activity in biological testing assays.
Compounds 41 and 44 indicate an influence of the linker structure on the global con-
formations adopted by the cluster. But these molecules showed no inhibitory potential.
Using neuronal networks for analyzing the conformational space of such highly flexible
cluster compounds is a fruitful approach. However, to obtain more conclusive relation-
ships between conformation in solution and biological activity more compounds have to

be simulated.

Figure 9.8 shows the compounds tested in biological assays. The amino pyrrole 88 did
not exhibit any inhibitory potential at the investigated concentration (2.5 mM in water)
neither in an ELISA nor in a hemagglutination inhibition assay, as well as compound
102. Only glycol 109 exhibited a low activity in a hemagglutination inhibition assay
(RIT 0.016, referred to methyl a-D-mannoside, MeMan = 1). The urea derivative 85
and the thiourea 86 are insoluble in water even after addition of DMSO, therefore their

the biological activity could not be evaluated.

HO

H 0]
OR N
H O \ / Tom
N NH
OE
\ / t HO Oﬁ/\
NHR OH Br NH,
88
Compound R Compound R OH
83 H 102 H OH
85 CONH, 103 (CH,)sPh
86 CSNHQ HO
OH
109

Figure 9.8: Compounds tested for biological activity.
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New questions concerning the investigated system arise from the negative biological
testing results thus suggesting new approaches for understanding the underlying biology.
Looking closer at the test system (ELISA, hemagglutination inhibition assay), it becomes
clear that bacterial adhesion is by far a more complex process than just binding of a
welldefined ligand to a defined receptor. The oligomeric structures of a mannan surface
(ELISA) or of erythrocytes (hemagglutination inhibition assay) do not represent simple
ligands. The interaction of the ligand with the receptor is only measured in an indirect
manner by quantifying the inhibition of bacterial adhesion to mannosylated surfaces.
Ligand binding has relevance to adhesion, but further processes may play a significant
role during bacterial adhesion. Such processes have not been considered during the
ligand design. For example interactions of mannose-based ligands with the carbohydrate
surfaces cannot be excluded. Because of this the success of drug design should be verified
by further investigation in less complex systems, where only ligand and protein are able
to interact with each other. This can be accomplished using e.g. NMR methods or

measuring Kp values by microcalorimetry



10 Experimenteller Teil

10.1 Computermethoden

10.1.1 Allgemeines

Der grofte Teil der Arbeit wurde mit Sybyll®**4 von Tripos Inc. in der Version 6.8
unter IRIX bzw. der Version 6.9 unter Linux durchgefiihrt. Fiir einen Teil der Mole-
kiildynamiksimulationen (insbesondere fiir das Protein HEWL) wurde mit Amber in der
Version 81237 (mit MPT-Runtools fiir paralleles Rechnen) gearbeitet. Fiir alle Kraftfeld-
Methoden unter Sybyl wurde das MMFF94 (Merck Molecular Force Field)!26:133 ange-
wendet, um eine breite Parameterbasis fiir verschiedene organische Molekiile zur Ver-
fiigung zu haben. Das MMFF94 hat eine eigene Parametrisierung und Ladungsver-
teilung fiir Wassermolekiile. Innerhalb des Amber-Paketes kam eine Kombination aus
dem Amber ff03-Kraftfeld'?! (fiir das Protein und das TIP3-Wasser?*®l) und dem
gaff“-Kraftfeld?*! (| general AMBER force field“) (fiir das Cosolvens) zur Anwendung.
Wechselwirkungsgitter wurden nach dem GRID-Verfahren!™ 7! erstellt und diese dann
mit den Ergebnissen der Molekiildynamik-Simulationen verglichen. MCSS[E582 - Versi-
on 2.1 wurde unter Insight I114°) von Accelrys als Schnittstelle in Verbindung mit
dem CHARMM-Kraftfeld!®>86 (Parametersatz: CHARMM22) verwendet. Fiir flexibles
Docking kleiner Molekiile wurde FlexX[%8-100 in der Version 1.10 (implementiert in Sybyl
6.8) bzw. Version 1.11.1 (Sybyl 6.9) angewendet. Die durchgefiihrten Datenbanksuchen
wurden mit Unity bzw. Unity3D Version 4.31°%% mit Sybyl 6.8 als graphische Schnitt-
stelle bewerkstelligt. Fiir die Visualisierung aller Ergebnisse wurde im Allgemeinen Sybyl
verwendet, wobei die Ergebnisse fiir die Darstellung mit Hilfe von Shellskripten (Tecl/Tk
8.04) und einem Texteditor entsprechend angepafst wurden. Soweit keine Angaben zu
Einstellungen und Parametern gemacht werden, wurden die Standardeinstellungen der
Programme verwendet. Umfangreichere Konfigurationseinstellungen und -dateien sind,
wo dies erwdhnt wird, im Anhang aufgefiihrt. Die Molekiildynamiksimulationen (MD-
Simulationen) und Modellierungen wurden auf den unten aufgefithrten Systemen durch-

gefiihrt.
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Sybyl 6.8.1/Unity 4.3, Amber 8, GRID22al?>*!l, Insight II:

SGI Octane mit einem R12000 (3.5) Prozessor und 1 GB Hauptspeicher,
Betriebssystem IRIX 6.5.10m

SGI Origin300 Server mit 8 R14000 (2.4) Prozessoren und 2 GB Hauptspeicher,
Betriebssystem IRIX 6.5.24m.

Sybyl 6.9.0, GRID22a:

Intel Pentium IV mit einem 2.8 GHz Prozessor,

Betriebssystem Red Hat Linux 9.0.

Intel Pentium III ,Dual Processor mit zwei 800 MHz Prozessoren,
Betriebssystem Red Hat Linux 9.0.

HyperChem Professional 7.5[2421, Neuro 1.02[202:203];
Intel Pentium IV mit einem 2.6 GHz Prozessor,
Betriebssystem Windows XP.

Intel Pentium III mit zwei 800 MHz Prozessoren,
Betriebssystem Windows 2000.

10.1.2 Vorbereitung der Kristallstrukturdaten

Fiir die Verwendung der verfiigharen Strukturen und deren Dateien im Brookhaven-
Format ist es notwendig, diese zuerst vorzubereiten. Dazu gehoéren u.a. die Addition
von Wasserstoffatomen, die manuelle Korrektur von Atom- und Bindungstypen und die
Extraktion von Ligand- und Losungsmittelmolekiilen. Des weiteren ist es unumgénglich,

die Strukturen im Hinblick auf die Grofe des zu simulierenden Systems anzupassen.

10.1.2.1 FimH

Fiir das Lektin FimH liegen zwei Rontgenstrukturen mit verschiedenen Liganden, a-
D-Mannose™” zum einen und CHEGA®! zum anderen, in der Brookhaven-Daten-
bank?*324 unter der Kennung 1KLFP?*! bzw. 1QUN[P* vor. Die Strukturen sind von-
einander unabhéngig, aber fiir die Strukturverfeinerung der Mannose-Struktur'%! wurde
die CHEGA-Struktur zugrunde gelegt.['®” Das Vorgehen zur Aufbereitung ist fiir beide

Kristallstrukturen identisch.

Ausgehend von der oktameren Struktur in der pdb-Datei werden zuerst sieben der acht
FimH-FimC-Komplexe, der gebundene Ligand und die Wassermolekiile entfernt. An-
schlieftend fiigt man unter Zuhilfenahme der Biopolymer-Funktionen von Sybyl alle feh-

lenden Wasserstoffatome an. Die Atomtypen fiir die einzelnen Atome werden durch die
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Importfunktion richtig zugewiesen, die Bindungstypen muf man manuell fiir COO~™- und
NH7-Gruppen auf ,,ar setzen. Um sterische Konflikte zu entfernen, werden die neu hin-
zugefiigten H-Atome 1000 Schritten Powell-Energieminimierung?*”) unterworfen (Die

Positionen der Schweratome sind durch die ,, Aggregate-Funktion“ von Sybyl fixiert[248).

Um die Dimensionen des Systems innerhalb praktikabler Grenzen zu halten, ist es not-
wendig, den FimH-FimC-Komplex zu verkleinern und nur den fiir die Mannosebindung
primér relevanten Bereich zu untersuchen. Die Grofse des FimH-Proteinfragments jedoch
wird so gewshlt, daf auch die zweite, von Knight et all'®" postulierte Bindungsstelle
mit berticksichtigt wird. Die iibrigen Aminosduren werden entfernt und die nun freien
Enden als Methylester (C-Termini) bzw. mit einer N-Acetyl-Gruppe (N-Termini) ab-
gesattigt. Die neuen Endgruppen werden dann ebenfalls einer Powell-Minimierung mit
1000 Schritten unterworfen, die Positionen der Proteinatome (inklusive der Wasserstof-
fatome) sind dabei wiederum fixiert. Der strukturelle Unterschied zwischen den beiden
erhaltene Strukturen von FimH-Man und FimH-CHEGA ist dabei gering (RMSD-Wert
der Schweratome: 0.64 A)

Das untersuchte Proteinfragment besteht somit aus folgenden Aminosauren:

PHE1 ALA2 CYS3 LYS4 THR5 ALA6 ASN7 GLY8 THR9 ALA10 ILE11 PRO12 ILE13
GLY14 GLY15 SER17 ALA18 ASN19 GLN41 ILE42 PHE43 CYS44 HIS45 ASN46
ASP47 TYR48 PRO49 GLU50 THR51 ILE52 THR53 ASP54 TYRS55 VAL56 THRAH7
LEU58 GLN59 ARG60 VAL75 LYS76 TYR77 SER78 GLY79 SERS80 SER81 TYRS&2
PRO83 THR86 THR87 SER88 GLU89 THR90 PRO91 ARG92 VAL93 VAL94 TYR95
ASN96 SER97 ARGY98 THR99 ASP100 LYS101 PRO102 TRP103 PRO104 ILE130
LEU131 ARG132 GLN133 THR134 ASN135 ASN136 TYR137 ASN138 SER139 ASP140
ASP141 PHE142 GLN143 PHE144 VAL145 TRP146.

Abschliefsend zentriert man die Strukturen noch auf den Ursprung des Koordinatensy-
stems (0,0,0). Als Referenzatome fiir die absolute Ausrichtung des Proteins werden die

a-C-Atome der in Tafel 10.1 aufgefiihrten Aminoséuren herangezogen.
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FimH-Man

GLY8 ILE52 TYRS82

Nr. 683, CA Nr. 848, CA Nr. 975, CA
xr = —15.8282 xr = —3.3422 xr =12.1678
y = —0.0388 y = —22.6938 y = —0.9698
z = —1.9233 z = —6.2063 z = 3.9937
FimH-CHEGA

GLYS8 ILE52 TYRS82

Nr. 53, CA Nr. 232, CA Nr. 366, CA
xr = —15.3631 xr = —3.1638 x = 12.3879
y=—1.1221 y = —22.6213 y = —1.0253
z = —2.0575 z = —b5.9985 z = 4.0322

Tafel 10.1: Die Referenzatome fiir die absolute FimH-Ausrichtung.

10.1.3 Molekiildynamik-Simulationen

Um eine breitere statistische Basis fiir die Analyse der Proteinoberfldche zur Verfiigung
zu haben, wurden fiir die Simulationen mindestens vier (meist auch mehr) unterschiedli-
che Startkonfigurationen'™l verwendet. Das Procedere ist fiir beide Programme (Amber
bzw. Sybyl) identisch, die praktische Umsetzung des Setups héngt jedoch von der ver-
wendeten Plattform ab. Das Setup fiir die jeweilige Simulation wird im Anschluf an eine
kurze allgemeine Arbeitsanleitung mit den entsprechenden Variableneinstellungen aus

den Programmpaketen genau beschrieben.

Zuerst wird das Protein bzw. das Proteinfragment mit einem Losungsmittelgemisch
(Wasser — organisches Solvens) unter Anwendung periodischer Randbedingungen solva-
tisiert, diese Box durch eine kurze MD-Simulation (10 ps, alle 1000 fs ein Snapshot) bei
hoher Temperatur (2000 bzw. 3000 K) gut durchmischt (MD-Simulation: Integrations-
schritt 1 fs, keine Verwendung von SHAKE) und dann die letzten vier bzw. acht Koor-
dinatensets als Ausgangssystem verwendet (je nachdem, ob vier oder acht Simulationen
auf einmal gestartet werden sollen). Um die Effekte und moglichen Artefakte der hohen
Temperaturen wieder aus dem System zu entfernen, werden die Atomgeschwindigkeiten
verworfen und die Wasserbox anschliefsend einer entsprechenden Energieminimierung

und dann einer Aquilibrierungsphase unterworfen. Dabei ist zu bedenken, daff nur das
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Losungsmittel relaxiert werden mufs. Das Protein hat keine Positionsénderung erfahren
und die kinetische Energie der Proteinatome ist Null. Erst dann werden die Trajekto-
rien im jeweiligen Dateiformat (Sybyl: Bindrdatei mit nicht veroffentlichtem Format;
Amber: formatierte ASCII-Datei) aufgezeichnet (50 bzw. 100 fs Snapshot-Intervall) und

ausgewertet.

10.1.3.1 FimH

Das Lektin-System wurde ausschlieflich mit Sybyl und MMFF94 als Kraftfeld bearbei-
tet. Fiir alle MD-Simulationen wird das vorher beschriebene Proteinfragment mit den
zugewiesenen MMFF94-Atomtypen und den dazugehorigen Ladungen verwendet und
mit den entsprechenden Losungsmitteln umgeben. Die verwendeten globalen Einstel-
lungen, die das Ergebnis der Solvatisierung beeinflussen, sind in Tafel 10.2 aufgefiihrt
(Tailor-Variablen unter Sybyl). Der Zeitaufwand fiir eine Simulation (eine von vier bzw.

acht je Datenlauf) lag zwischen 3 Tagen und 4 Wochen, je nach Systemgrofse.

SOLVENT
CENTER_PBC_BOX: AVERAGE_COORD
FORCE_SHELL: YES

ISOLUTE SOLUTE: NO
FORCE_FIELD

FF_CHOICE: MMFF94
FF_VERSION: INTERNAL

Tafel 10.2: Einige globale Parameter fiir die Solvatisierung unter Sybyl.

Eine ausfiihrliche Beschreibung fiir die Umsetzung unter Sybyl erfolgt am Beispiel fiir
Wasser als Losungsmittel. Die Vorgehensweise fiir das Setup gemischter Lésungsmit-
telsysteme wird ausfiihrlich am Beispiel der Benzol-Wasser-Simulation vorgestellt. Das
Rezept ist dann analog fiir alle anderen MD-Setups unter Sybyl als allgemeine Arbeits-
vorschrift anzuwenden. Zuerst werden jedoch die Simulationen in reinen Losungsmitteln
beschrieben. Die weiteren Einstellungen sind fiir jedes Setup gesondert aufgefiihrt. Die
hier explizit aufgefithrten Simulationsbeschreibungen beziehen sich alle auf die FimH-
Man Rontgenstruktur. Um die Unterschiede zur FimH-CHEGA Struktur zu untersuchen,
wurde letzteres in reinem Wasser, reinem Methanol, sowie in einer wafrigen Mischung
mit Harnstoff bzw. Methylamin simuliert. Das Setup sowie die Simulationsbedingungen

sind mit den hier fiir die Mannose-basierte Struktur beschriebenen identisch.
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Wasser

Die Einstellungen fiir den ,,Precomputed Solvent Box“-Befehl fiir die Solvatisierung mit

Wasser:

Solvent file: H>,O
Number of solvent layers: )
ALIGN W _ PRIN AXES: NO

Daraus ergibt sich eine Solvent-Box mit folgenden Dimensionen:

z=3952 A, y=4319 A, z = 38.80 A
1625 HoO Molekiile

Die Energie des Systems wird mit den Einstellungen in Tafel 10.3 minimiert (fiir die wei-
teren Simulationen werden nur noch die hiervon abweichenden Parameter aufgefiihrt),
wobei alle Proteinatome als ,,Aggregat” definiert werden. Die sich anschliefende Durch-
mischung mittels einer kurzen MD-Simulation wird mit den Parametern in Tafel 10.4
durchgefiihrt:

Minimize Energy Setup
Methode: Powell Force Field Engine:  Not in use
Initial Optimization: Simplex Force Field: MMFF94
Termination: Gradient Charge: MMFF94
Gradient PBC: Applied
of Termination: 0.05 kecal/mol | NB-Cutoft: 8.000000 A
Max. Iterations: 1000 Dielectric Function:  Constant
Dielectric Constant: 1.000000

Tafel 10.3: Die Einstellungen fiir die Energieminimierung des FimH-Man Wasser-Setups.
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Intervals Energy Setup

Length: 7000.0 fs Force Field Engine:  Not in use
Step: 1fs Force Field: MMFF94
Snapshot every: 1000 fs Charge: MMFF94
Ensemble: NTV PBC: Applied
Temperature: 3000 K NB-Cutoft: 8.000000 A
Coupling: 100 fs Dielectric Function:  Constant
Initial Velocity: Random Dielectric Constant: 1.000000
Seed: (32759)

Bonds to SHAKE: None

Non-Bonded

Update every: 25 fs

Scale Velocities: No

Tafel 10.4: Die Einstellungen fiir die Durchmischung des FimH-Man Wasser-Setups.

Die sieben Koordinatensets (Snapshots) werden mit obigen Einstellungen einer Energie-
minimierung unterworfen, jedoch abweichend zu Tafel 10.3 mit 10000 Schritten. Zusam-
men mit der Startkonfiguration werden die acht Setups nun fiir acht einzelne Datenléufel2*!
verwendet. So wird trotz nicht-parallelisiertem Kraftfeld eine quasi-parallele Simulation
ermoglicht. Auch fiir die MD-Simulationen werden ab jetzt nur noch die vom ersten

MD-Setup abweichenden Parameter angegeben (Tafel 10.5).

Intervals

Length: 260 000.0 fs
Snapshot every: 50 fs
Ensemble: NTV
Temperature: 350 K
Coupling: 100 fs
Initial Velocity: previous

Tafel 10.5: Die Einstellungen fiir die MD-Simulation des FimH-Man Wasser-Setups.

Hierbei werden 35 ps als Aquilibrierungsphase betrachtet und 225 ps als Datentrajektorie

verwendet.

Fiir CHEGA ergibt sich diese periodische Box:
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x=4007 A,y = 44.04 A, 2 = 3779 A

1623 HoO Molekiile

Mit je 50 ps Aquilibrierungsphase und 2.0 ns Gesamtdauer.

In der folgenden Tabelle 10.1 sind alle fiir das FimH-System in reinen Losungsmitteln

durchgefiihrten Simulationen mit den zugehorigen Parametern aufgefiihrt.

Tabelle 10.1: Ubersicht iiber alle in reinen Losungsmitteln durchgefithrten Simulationen

mit dem FimH-Fragment.

Nr. Solvens Solvens Eqg- Anzahl Linge/A T/K t/ns
Molekiile Phase/ps Sim. (7,9, 2)
1 Wasser 1625 35 8 39.52 350 1.7
43.19
38.80
la CHEGA- 1623 50 8 40.07 350 2.0
Wasser 44.04
37.79
2 Methanol 966 50 8 43.93 300 2.0
47.64
43.20
2a CHEGA- 931 50 12 44.09 300 4.0427
Methanol 48.06
41.84
3 Acetonitril 1034 50 8 47.69 340 1.6
51.38
46.09

Benzol-Wasser

Das FimH-Proteinfragment wird zuerst mittels des Silverware-Algorithmuses?**-2°2 in

Sybyl 6.8 mit Benzol solvatisiert. Manueller Abbruch des Vorgangs nach der ersten Ite-
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ration liefert 66 Benzolmolekiile, verteilt iiber die Proteinoberfliche. Anschliefend wird
das Protein-Benzol-System mit der ,Precomputed Solvent Box“-Routine mit Wasser

umgeben. Die Werte der Steuervariablen sind in Tafel 10.6 angegeben.

Stlverware: Precomputed Solvent Box
Cluster-Shape:  Droplet Solvent file: H>,O
Radii-Type: Tripos Number of solvent layers: 3
Layers: 0 ALIGN W _ PRIN AXES: NO

Tafel 10.6: Einstellungen fiir die Solvatisierung mit Benzol und Wasser.

Daraus ergibt sich eine Solvent-Box mit folgenden Dimensionen:

r =4899 A, y = 53.53 A, 2 = 39.28 A
66 Benzol Molekiile
2575 HyO Molekiile

Das entspricht einer Konzentration von 2.5 % Benzol in Wasser.

Die initiale Energieminimierung fiir die Box wird wie unter Punkt 10.1.3.1 auf Seite 172
mit dem Losungsmittel Wasser durchgefiihrt. Abweichend hiervon gilt ein Grenzwert
fiir nicht-bindende Wechselwirkungen von 6.0 A fiir alle Berechnungen mit dem Benzol-

Wasser-System.

Fiir die Durchmischung werden 22 ps MD-Simulation bei 3000 K berechnet. Es werden
die Snapshots bei 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 und 22 ps verwendet. Nach 10000 Schrit-
ten Energieminimierung folgen zuerst acht Datenldufe & 1000000 fs bei 350 K incl.
50 ps Aquilibrierungsphase. Die acht Simulationen werden ausgehend von den letzten
Snapshots nochmals gestartet, wobei vom zweiten Trajektoriensatz wiederum 10 ps pro
Simulation nicht beriicksichtigt werden. Insgesamt werden auf diese Weise 5.2136 ns
Datentrajektorie bei 350 K erhalten.

Fiir die Benzol-Wasser-Simulation wird ein weiterer Datenlauf unabhingig von den er-
sten Konfigurationen durchgefiihrt. Zum einen ist dies niitzlich, um die statistische Da-
tenbasis fiir dieses grofe System zu erweitern und zum anderen notwendig, um die Fr-
gebnisse der ersten Simulation zu verifizieren. Dazu werden alle Benzolmolekiile durch
Verwendung von ,Constraints® (Definition: Abstand zum Hydroxysauerstoff der beiden
phenolischen OH-Gruppen von TYR48 und TYR137 mindestens 20 A) aus der Region

der Bindungsdoméne entfernt. Des weiteren werden alle Wassermolekiile im Bereich von
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12 A um TYR48 und TYR137 mit in die Gruppen der fixierten Atome aufgenommen.
Das wird kombiniert mit der Durchmischung bei 3000 K durchgefiihrt.

Alle 8 Startkonfigurationen werden wiederum 10000 Schritte minimiert und anschlie-
flend fiir je 350 ps bei 350 K simuliert. Das fiihrt zu 2.4 ns Simulationsdauer fiir den
zweiten Lauf. Dieser Lauf wird einerseits unabhéngig vom Ersten ausgewertet, anderer-
seits werden fiir die endgiiltige Beurteilung beide Laufe zusammen betrachtet (siehe auch
den Punkt iiber die Trajektorienauswertung unter 10.1.4). Das ergibt eine Gesamtsimu-

lationsdauer (fiir beide Simulationslaufe) fiir das Benzol-Wasser-Setup von 7.6136 ns.

Weitere FimH-L6sungsmittel-Wasser MD-Simulationen

In der folgenden Tabelle 10.2 sind alle mit den FimH-Strukturen durchgefiithrten Simu-

lationen in Losungsmittelgemischen mit den entsprechenden Parametern aufgefiihrt.
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10.1.3.2 MD-Simulationen der Glykocluster

Diese Verbindungen wurden ausschlieflich unter Sybyl 6.8 unter Verwendung des MMFF94-

Kraftfeldes mit den entsprechenden Ladungen simuliert.

Die Molekiile werden mit der Sketch-Molecule-Funktion erzeugt und mittels initialer
Energieminimierung in Form gebracht?®3l. Dabei wird keine Simplex-Funktion verwen-
det (Invertierung der Stereozentren, insbesondere an den Kohlenhydratringen, moglich!).
Anschliefsend werden diese mit der ,, Precomputed Solvent Box“-Routine mit Wasser sol-

vatisiert, minimiert und dann einer MD-Simulation unterworfen.
Die Parameter fiir die Solvatisierung;:

Solvent file: H,O
Number of solvent layers: 2
ALIGN W _ PRIN AXES: NO

Man erhélt die in Tafel 10.7 beschriebenen Ausgangssysteme mit kubischen Boxen.

Cluster 40 Cluster 41 Cluster 36
[ =27.92 A [ =33.72 A [ =31.74 A
674 H,O Molekiille 1036 HoO Molekiile 1001 HyO Molekiile
Cluster 33 Cluster 42 Cluster 39
— 3453 A [ = 3252 A [ =31.72 A
1300 HyO Molekiile 941 H,O Molekiile 990 H,O Molekiile
Cluster 34 Cluster 43 Cluster 38
[ = 35.86 A [ =368 A [ =31.90 A
1538 HyO Molekiile 936 HoO Molekiile 1013 HyO Molekiile
Cluster 35 Cluster 44 Cluster 37
[ = 3627 A [ = 36.64 A [ =31.74 A

1954 H,O Molekiile 1284 H,O Molekiile 1001 H,O Molekiile

Tafel 10.7: Die Startsysteme fiir die MD-Simulationen der Glykocluster. Die periodischen

Boxen sind kubisch mit der Seitenlénge [ = x =y = 2.

Man minimiert die Energie der solvatisierten Cluster, fiir 112 und 36 gilt abweichend
hiervon ein NB-Cutoff von 8 A (Tafel 10.8).
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Minimaze Energy Setup
Methode: Powell Force Field Engine: Not in use
Initial Optimization: None Force Field: MMFF94
Termination: Gradient Charge: MMFF94
Gradient PBC: Applied
of Termination: 0.05 kecal/mol | NB-Cutoft: 6.000000 A
Max. Iterations: 1000 Dielectric Function:  Constant
Dielectric Constant: 1.000000

Tafel 10.8: Energieminimierungsparameter der Glykocluster-Setups.

Die 30 ps Aquilibrierungsphase und eine Nanosekunde Datentrajektorie werden mit den
Einstellungen in Tafel 10.9 aufgenommen (mit einem NB-Cutoff fiir 112 36 von 8 A).

Intervals Energy Setup

Length: 1000000.0 fs | Force Field Engine:  Not in use
Step: 1fs Force Field: MMFF94
Snapshot every: 1000 fs Charge: MMFF94
Ensemble: NTV PBC: Applied
Temperature: 350 K NB-Cutoft: 6.000000 A
Coupling: 100 fs Dielectric Function:  Constant
Initial Velocity: Random Dielectric Constant: 1.000000
Seed: (32759)

Bonds to SHAKE: None

Non-Bonded

Update every: 25 fs

Scale Velocities: No

Tafel 10.9: Simulationssparameter fiir Glykocluster.

Die Durchschnittswerte der Simulationen befinden sich im Anhang unter Punkt B.3 auf
Seite 291.



184 10.1 Computermethoden

10.1.4 Auswertung der Trajektorien

Die Auswertung der durchgefithrten MD-Simulationen werden unter einem eigenen Punkt
behandelt. Die erhaltenen Trajektorien werden, obwohl sie dieselben Informationen ent-
halten, nach unterschiedlichen Gesichtspunkten ausgewertet. Zum einen ist dies die Ver-
teilung der organischen Komponenten iiber das Boxvolumen bzw. die Proteinoberfla-
che im Falle der Protein-Setups, zum anderen steht die Suche nach Hauptkonformeren

(,Struktur in Losung“) der Glykocluster in wéfriger Losung im Vordergrund.

10.1.4.1 Auswertung der Lésungsmittelgemische

Fiir die Analyse der Verteilung der einzelnen pharmakophoren (funktionellen) Gruppen
bzw. Atome iiber die Losungsmittelbox (und damit auch iiber die Proteinoberflache)
ist es notwendig, die Trajektorien nach deren Koordinaten zu durchsuchen. Da das
Sybyl-Binédrformat der Trajektorien nicht verfiigbar ist, mufs dies iiber die einzelnen
Snapshot-Dateien (aus dem Programm im mol2-Format exportiert) geschehen. Dazu
wurde das Programm Volcount?*¥ (Programmcode: siche Anhang C auf Seite 295) ver-
wendet. Zuerst erfolgt eine allgemeine Beschreibung des Vorgehens. Im Anschlufs daran
findet sich eine Aufstellung mit allen Auswertungsparametern fiir jede Trajektorie (Ta-
bellen 10.3 auf der néchsten Seite).

Zu diesem Zweck unterteilt man das System entlang der drei Achsen in kleine Volumen-
elemente und summiert die Anzahl der Atome jeden Typs in allen Volumenelementen
iiber die ganze Simulationsdauer auf. Nachdem die Lingen der Seiten kein Vielfaches
der Inkrementléange (Seitenliangen der  kleinen Volumenelemente®) sind, werden die In-
kremente so gewéhlt, dafs sie dem gewiinschten Wert so nahe wie moglich kommen.
Bei der grofsen Lénge der gesamten Box im Verhéltnis zur Inkrementlénge (im Bereich
von 0.25 A) ist die Schwankungsbreite gering. Fiir die Simulationen unter Sybyl ist
die Erstellung der mol2-Dateien problemlos moglich. Ausgehend von den mol2-Dateien
wird dann mit Volcount eine dreidimensionale Dichteverteilung berechnet und in einer
ASCII-Datei (Format der vol-Datei: sieche unter Punkt D auf Seite 304) fiir die weitere
Visualisierung und Analyse gespeichert. Bei symmetrischen Molekiilen bzw. dquivalen-
ten Atomen werden die Zahler dieser Atome fiir die Darstellung addiert (z. B. C1 — C6
in Benzol, C2 und C5 in Pyrrol). Fiir gleiche Systeme konnen die vol-Dateien aus 2
Simulationen (z.B. erster Lauf und Fortsetzung) addiert werden. Ausgehend von die-
sem Datensatz wird dann mit den in Sybyl vorhandenen Schnittstellen eine graphische

und eine analytische Auswertung durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind nach Erstellung der
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ASCII-Datei system- und plattformunabhéngig und kénnen auch mit anderen Visualisie-
rungsprogrammen dargestellt werden, wobei die Daten unter Umstédnden umformatiert
werden miissen. In der folgenden Tabelle 10.3 werden die Inkrementlangen (Az, Ay, Az)
und die Anzahl der Inkremente (i, ,,%,) pro Achse fiir die jeweilige Simulationsauswer-
tung im einzelnen aufgefiihrt. Dabei wird die in den Tabellen 10.1 und 10.2 fiir jede

Simulation angegebene Gesamtsimulationsdauer zugrunde gelegt.

Tabelle 10.3: Ubersicht {iber die Auswertungsparameter aller FimH-MD-Simulationen.
Ohne weitere Angabe beziehen sich die Ergebnisse auf die Mannose-

basierte Struktur.

Nr. Solvens Az/A Ay/A Ay/A by by g

1 Wasser 0.253365 0.251113 0.255239 156 172 152
la  Wasser CHEGA 0.253365 0.251113 0.255239 156 172 152
2 Methanol 0.255435 0.253385 0.251159 172 188 172
2a  Methanol-CHEGA 0.255435 0.253385 0.251159 172 188 172
3 Acetonitril 0.255435 0.253385 0.251159 172 188 172
4 Benzol-Wasser 0.255145 0.252507 0.251847 192 212 156

Benzol-Wasser 2
5 Acetonitril-Wasser 0.251283 0.253661 0.252631 200 224 168

6  Cyclohexan-Wasser 0.251283 0.253661 0.252631 200 224 168
7 Methanol-Wasser 0.256420 0.255137 0.252456 148 164 140
8  Methanthiol-Wasser 0.254453 0.251600 0.257305 172 192 136
9  Methylamin-Wasser 0.251245 0.253794 0.251017 176 180 176

9a Methylamin-Wasser 0.251245 0.253794 0.251017 176 180 176
CHEGA
10 Ethanolamin-Wasser 0.252121 0.251198 0.251559 192 192 160

11  Pyrrol-Wasser 0.255226 0.255386 0.253895 180 184 160

Fortsetzung néchste Seite
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Nr. Solvens Az/A Ay/A Ay/A by Oy
12 1-Ethylpyrrol-Wasser 0.255203 0.254939 0.252434 184 180 148

13 1-Benzylpyrrol- 0.254411 0.250106 0.252074 172 176 152
Wasser

14 Harnstoff-Wasser 0.250845 0.254752 0.253409 180 176 168

14a Harnstoff-Wasser 0.250845 0.254752 0.253409 180 176 168
CHEGA

15 Harnstoff-Wasser 0.250845 0.254752 0.253409 180 176 168
Bindungstasche

16 Quadratsdure-Wasser 0.252322 0.253521 0.250366 212 192 164

17 Methylamin- 0.250816 0.250388 0.255137 180 208 148
Methanol-Wasser

10.1.4.2 Auswertung der Trajektorien fiir die Glykocluster

Die Konformationen der Glykocluster wurden mit einem neuronalen Netz?°22%] unter-
sucht. Dieses Programm benutzt als Eingabeschnittstelle das Programm Hyperchem
Professional und dessen Dateiformate. Zuerst miissen nun die Sybyl-Trajektorien in
das Hyperchem-Format iiberfithrt werden. Dazu erstellt man wiederum mol2-Dateien
von allen Snapshots und wandelt diese mit Hilfe des Formatkonvertierungsprogrammes
Babel®® in das Hyperchem-Molekiilformat um. Anschliefend werden diese zu einer
Trajektorie zusammengefiigt?®§l. Dabei ist zu beachten, daff die Molekiildateien in der
richtigen Reihenfolge bearbeitet werden, um die Trajektorie zeitlich in der korrekten
Reihenfolge zu erhalten. Nach Entfernung der Wassermolekiile wird das Molekiil um

den Ursprung zentriert.

Die zu trainierenden Parameter werden als ,Atom Selection* in der Molekiil-Datei an
das Programm Neuro iibergeben. Dabei werden fiir die einzelnen Molekiile folgende

Trainingsparameter festgelegt:

Alle Diederwinkel in den Seitenketten

vom Zentralatom bis zum C-1-Kohlenstoffatom der Zuckerringe.

Die Abstande zwischen den C-1-Kohlenstoffatomen
aller Kohlenhydratringe im Molekiil
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Die Abstande zwischen den C-4-Kohlenstoffatomen
aller Kohlenhydratringe im Molekiil

Fiir die Cluster 33, 34, 35, 36, 39, 38, 37 zusétzlich
die Abstande der C-1- und C-4- Kohlenstoffatome zum Zentralatom

Die Einstellungen fiir die Auswertung sind in Tabelle 10.10 aufgelistet. Die so erhaltenen
Energie-Konformationskarten wurden durch visuelle Betrachtung und Beschreibung der

unterschiedlichen Bereiche auf der Karte ausgewertet.

Dimension X 25 Optim_convergence 0.002
Dimension Y 25 Optim_restrain _distances 1
Trains 100 Optim _restrain angles 0
Delta 0.02 Optim _restrain_torsions 1
Net fixedepochs 1 Optim _restrain _others 0
Net quadraticlearn 0 Optim _rforce distances 7
Net usebestnet 0 Optim_rforce angles 125
Net maxlearnDist 0 Optim_rforce torsions 16
Net maxlearnVal 0.15 Optim_repairmode 1
Optim_algorithm  fletcherreeves | Optim reminimize 0
Optim _maxcycles 500

Tafel 10.10: Parameter fiir die Auswertung mit Neuro.

10.1.5 Visualisierung und Analyse der 3D-Dichteverteilungen

Ausgehend von den nun als ASCII-Datei vorliegenden Dichteverteilungen (Punkt 10.1.4.1)
kénnen diese als Isokontourplot (Isooberfliche) dargestellt werden. Dies wurde unter Sy-
byl durchgefiihrt, da hier die besten Moglichkeiten fiir dreidimensionale Darstellung zur

Verfligung standen.

10.1.5.1 Darstellung unter Sybyl

Dazu werden die Dichten mittels eines Skriptes umformatiert (das Format der ASCII-

Eingabedatei fiir Konvertierung ist in der Sybyl-Dokumentation detailliert beschrieben;
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siche auch im Anhang den Punkt D auf Seite 304 iiber die vol-Dateien) und mit dem
,contour‘-Befehl unter Sybyl in Bindrdateien (.cnt) umgewandelt, welche Sybyl als Iso-
Oberflachen darstellen kann. Um auch die Koordinaten der Minima (in Bezug auf die
Proteinkoordinaten) der einzelnen pharmakophoren Gruppen bestimmen zu kénnen, wer-
den Molekiil-Dateien im mol2-Format erstellt. Dazu werden fiir jedes Volumenelement
die Koordinaten des Mittelpunktes berechnet (in Inkrement-Einheiten, aus der vol-Datei
kénnen auch die absoluten Koordinaten errechnet werden) und fiir jedes Atom im Cosol-
vens ein ,Molekiil“ erstellt, wobei ein Atom jeweils die Koordinaten des Mittelpunktes
trigt und im Namen die Anzahl der gezéhlten Atome in diesem Volumenelement (zu-
satzlich werden die Dummyatome farblich unterschiedlich dargestellt und entsprechend
gruppiert). Somit konnen mit Hilfe der Isokonturflichen interessante Bereiche leicht er-
kannt und im Zusammenwirken mit dem Pseudo-Molekiil die Koordinaten schnell extra-
hiert werden. Zur Unterstiitzung der Visualisierung werden bei den Proteinen im Rah-
men dieser Arbeit hiufig sog. Connolly-Oberflichen!?%%! eingesetzt. Diese werden durch
Abtasten der Proteinoberfliiche mit einer Kugel (meist mit einem Radius von 1.4 A)
erhalten und kénnen durch unterschiedliche Einfarbung zusétzliche Informationen gra-
phisch veranschaulichen (z.B. elektrostatisches oder lipophiles Potential, Atomtypen).

Dieser Algorithmus ist ebenfalls in Sybyl implementiert.

10.1.5.2 Farbschema fiir Isokonturplots

Fiir die Darstellung der Ergebnisse der MD-Simulationen werden die 3D-Dichteverteilun-
gen als Isokontourplots dargestellt. Dabei werden Punkte im Raum mit gleichen Werten
zu einer Flache mit gleicher Farbe verbunden. Fiir die einzelnen Abbildungen wird die
jeweilige Legende wie folgt gebildet. Die verwendeten Farben werden mit b blau, bg
blaugriin, g griin, y gelb, o orange, ro rot-orange und r rot abgekiirzt, dabei konnen
im Einzelfall Stufen weggelassen sein. Die relative Reihenfolge ist absteigend in Bezug
auf die Energie des Systems, von energetisch ungiinstig (blau; niedrigster Zahler fiir die
3D-Dichteverteilungen bzw. hochste Energie fiir die GRID-Felder) bis energetisch am
glinstigsten (rot; hochster Zahler fiir die 3D-Dichteverteilungen bzw. niedrigste Energie
fir die GRID-Felder). Angegeben wird die Farbe, gefolgt von Isokonturwert in Klam-
mern und abschliefslend der héchste Zahler (3D-Dichteverteilungen; der niedrigste ist
immer Null) bzw. der héchste und niedrigste Energiewert (fiir die GRID-Felder). Im
Fall von MCSS bzw. GRID stellen die angegebenen Werte Energien mit der Einheit
kcal/mol dar, im Fall der MD-Simulationen sind dies dimensionslose Grofen. Beispiel:
(b[10]bg[20]g|30]y]40]o[50]ro[70]r|80]max|100]). Die Isokonturplots werden meist auf eine
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Connolly-Oberflachendarstellung des FimH-Fragments projiziert. Diese ist entsprechend
den darunterliegenden Atomtypen eingefarbt (weifs = Kohlenstoff, rot = Sauerstoff, blau
= Stickstoff, cyan = Wasserstoff).

10.1.5.3 Dichtemaxima: Lage

Die hier angegeben Koordinaten sind auf die verwendeten Proteinmodelle bezogen. Um
die absoluten Positionen nachvollziehen zu konnen, werden die Koordinaten von 3 Ato-
men als Referenzpunkte angegeben. Nachdem die Koordinaten der Schweratome wéh-
rend der ganzen Vorbereitung und Simulation nicht verdndert wurden, kann mit den
Rontgenstrukturdaten die absolute Lage der bearbeiteten Molekiile wiederhergestellt
werden. Die hier angegebenen Koordinaten der Losungsmittelatome beziehen sich auf
diese absolute Lage. Siehe auch unter Punkt 10.1.2 auf Seite 169 die Bemerkungen zur

Vorbereitung der Proteinstrukturen.

In Tabelle 10.4 sind alle bei der Ligandenkonstruktion beriicksichtigten Dichtemaxima
mit ihren absoluten bzw. relativen Koordinaten und den maximalen Zahlern aufgefiihrt.
Die absoluten Koordinaten beziehen sich auf die Referenzkoordinaten fiir FimH (Tabel-
le 10.1 auf Seite 171). Die einzelnen Maxima sind nach Simulationen getrennt und nach
der Einteilung des Proteins in Inneres, Eingangsbereich und AuReres gruppiert (siche
Punkt 4.3.2 auf Seite 61). Die Zuordnung zu dem entsprechenden Ligandteil (Ry, Rg,
OH-Gruppe, usw.) folgt ebenfalls der Einteilung unter Punkt 4.3.2.
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10.1.6 GRID

Fiir die Untersuchungen mittels GRID wird die Kristallstruktur mit der Mannose als
Ligand verwendet. Dazu wird der monomere FimH-FimC-Komplex von Sybyl expor-
tiert (Amber pdb-Format, ohne Wasserstoffatome)und mittels GRIN importiert (das
Programm GRID wird mit ,Greater”, der graphischen Oberfliche fiir GRID, verwen-
det). Dabei werden alle automatischen Importkorrektur-Funktionen verwendet. Die so
vorbereitete Struktur wird dann fiir die GRID-Berechnungen verwendet. Die Parame-
ter fiir die Berechnungen sind in Tafel 10.11 angegeben (NPLA = 4.0000 bedeutet
eine Gitterauflosung von 0.25 A analog den Volcount-Auswertungen). Mit den Para-
metern werden die Wechselwirkungsgitter fiir die ebenfalls in Tafel 10.11 aufgelisteten
Atomtypen berechnet. Die erhaltenen Gitter-Dateien werden in das Sybyl cnt-Format
konvertiert (,Export Fields* unter ,gview* von GRID) und koénnen so direkt mit den

Ergebnissen der MD-Simulationen verwendet werden.

DEEP: 5.0000 kcal/mol | OH2 Wasser

DPRO: 4.0000 DRY Die hydrophobe Probe
DWAT: 80.0000 H Neutrales Wasserstoffatom
EMAX: 5.0000 kcal/mol | C3 CHj, Methylgruppe
FARH: 5.0000 A N3+ NH; -Kation

FARR: 8.0000 A N2 neutale NHo-Gruppe
KWIK: 0 O sp?-Carbonyl-Sauerstoffatom
LEAU: 0 o1 Alkylhydroxy-Gruppe
LIST: 1 S1 neutrale SH-Gruppe
MOVE: 0 BOTH Die amphiphile Probe
NPLA: 4.0000

Tafel 10.11: Die verwendeten Parameter (links) und Atomtypen (rechts) fiir die GRID-
Berechnungen mit FimH.

10.1.7 MCSS

Wie schon fiir GRID geschehen, wird auch hier die Mannose-basierte Kristallstruktur
in der monomeren Form aus Sybyl exportiert (Amber pdb-Format; die urspriinglichen
Koordinaten sind noch erhalten, da die Struktur noch nicht zentriert wurde) und in
Insight importiert. Anschliefsend werden alle Wasserstoffatome bei pH 7 hinzugefiigt. Als
Kraftfeld wird CHARMM mit dem Parametersatz CHARMM22 verwendet und dann
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mit dem Befehl ,Fix Potentials and Partial Charge* die Atom- und Bindungseinstellung
angepalst. Analog wird die CHEGA-basierte Kristallstruktur behandelt.

DCut: 1.2 A

RMS: 0.2 A
ETolerance Init: 500.0 kcal /mol
ETolerance Final: 3.0 kecal /mol
Non-bonded cutoft: 7.5 A
Random Seed: TAT1287

Tafel 10.12: Die Standardwerte fiir die MCSS-Berechnungen.

Fiir die so vorbereitete Proteinstruktur wird nun der Bereich der CRD als Sphére mit
einem Durchmesser von 14 A um das Methylkohlenstoffatom von Ile52 definiert (Koor-
dinaten: x = 59.467, y = 48.670, z = 167.755). Die selbe Vorgehensweise wurde fiir die
CHEGA-Struktur angewendet (Koordinaten: x = —11.085, y = 1.434, z = —2.032).

Um eine geeignete Zahl an Minimierungs-Zyklen und die Anzahl der Probenmolekii-
le, sowie den Einfluf weiterer Parametereinstellungen zu ermitteln, werden zuerst an
Wasser mehrere Durchliufe gestartet (soweit nicht anders angegeben, werden die Stan-
dardeinstellungen von InsightII/MCSS verwendet). Die Einstellungen fiir jede MCSS-
Berechnung werden laut Tafel 10.12 gesetzt, soweit nichts anderes angegeben ist. Aus
den Ergebnissen der MCSS-Untersuchungen und den entsprechenden Laufzeiten der
Rechnungen wird fiir die einzelnen Iterationsschritte jeweils das folgende Energiemi-
nimierungsschema zugrunde gelegt. Initiale Minimierung mit 1000 Schritten Steepest
Descent (um Van-der-Waals-Kontakte zu entfernen), gefolgt von 500 Schritten Powell-
Minimierung und dann 19 Zyklen & 1000 Schritte nach dem Powell-Verfahren. Die An-
zahl der Testmolekiile variiert von Typ zu Typ, da eine zu grofe Zahl (hier 1000 Molekii-
le) vereinzelt zu reproduzierbar nicht erfolgreichen Simulationen fiihrt. Fiir die anderen
Parameter (ETolerance Init, ETolerance Final, Cutoff) werden nach Auswertung der

Berechnungen die vorgeschlagenen Werte iibernommen.

In Tafel 10.13 findet sich nochmals eine Ubersicht iiber das Energieminimierungsschema,
das bei jedem MCSS-Zyklus durchlaufen wird. Die einzelnen Einstellungen fiir jedes

untersuchte Testmolekiil sind in der Tabelle 10.5 zu finden.

Die Ergebnisse fiir jede untersuchte Funktionalitit (die Positionen aller Molekiile) wer-

den in eine mol2-Datei exportiert und mittels eines Skriptes anhand ihrer MCSS-Energie
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Anzahl Methode Anzahl Konvergenz Ausgabe Anféangliche
Schritte Gradient Intervall Schrittweite
1 SD 1000 0.001 250 0.01
1 POWE 500 0.001 250 0.01
19 POWE 1000 0.001 250 0.01

Tafel 10.13: Die verwendeten Energieminimierungs-Parameter fiir jeden MCSS-Zyklus
in der Syntax der Eingabedatei.

gruppiert und eingefdrbt. Nun konnen die Ergebnisse graphisch mit denen der MD-

Simulationen verglichen werden.

Tabelle 10.5: Parameter fiir die einzelnen MCSS-Laufe.

Gruppe Iterationen Anzahl Anmerkung
wtr 20 1000 Wasser
10 1000
20 500
wtr 20 1000 Cutoff 1.00 A
20 1000 Cutoff 1.75 A
20 1000 Cutoff 2.00 A
wtr 20 1000 ETolerance Init 100
20 500 ETolerance Init 500
20 1000 ETolerance Init 1000
wtr 20 1000 ETolerance Final 0
20 1000 ETolerance Final 5
20 1000 ETolerance Final 10
acet 20 500 Acetat-Ion
(Asp-Seitenkette)
acwl 20 500 N-Methylacetamid mit
einem Wassermolekiil
argr 20 1000 Propylguanidinium-Ion
(Arg-Seitenkette)
asnr 20 500 Acetamid
(Asn-Seitenkette)
benz 20 800 Benzol

Fortsetzung néchste Seite
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Gruppe Iterationen Anzahl Anmerkung
20 1000

chex 20 1000 Cyclohexan

cysr 20 1000 Methanthiol
(Cys-Seitenkette)

ethr 20 1000 Dimethylether

glnr 20 500 Propansaureamid
(Gln-Seitenkette)

lysr 20 800 1-Aminopentan-Ion
(Lys-Seitenkette)

meoh 20 1000 Methanol

mmmk 20 1000 N-Methylmethylammoni-
umethylketon

nitr 20 1000 Acetonitril

phen 20 500 Phenol

sk16 20 500 Tricyclische Verbindung
(sieche Abb. 10.1)

thiz 20 1000 Thiazol

trpr 20 500 3-Methylindol
(Trp-Seitenkette)

benz 20 1000 CHEGA

meoh 20 1000 CHEGA

sk16 20 500 CHEGA

sk21 20 500 CHEGA; Tricyclische Ver-
bindung (siche Abb. 10.1)

wtr 20 1000 CHEGA

= R

Abbildung 10.1: Die Strukturen von sk16 (links) und sk21 (rechts).
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10.1.8 FlexX-Docking

Fiir alle Docking-Experimente wurde hauptséchlich auf die Rontgenstruktur mit Man-
nose als Ligand!'®" zuriickgegriffen. Dabei wurde nur der Bereich um die CRD als Bin-
dungstasche definiert. Die Untersuchungen wurden fiir einige Molekiile auf die erst kiirz-
lich veroffentlichte Réntgenstruktur!#8l (1TUWFI27) wiederholt und sind ebenfalls im
Anhang aufgefithrt. Um zu verifizieren, ob der untersuchte Ligand auch tatséchlich fiir
die CRD selektiv ist!?*®l, wurde teilweise auch der gesamte FimH-FimC-Komplex als

Bindungsregion verwendet.

Zur Bewertung der einzelnen Dockingergebnisse wurde das ,Consensus-Scoring-Ver-
fahren!'8%1811 (CScore) verwendet. Dies bietet eine breitere Basis fiir die Charakteri-
sierung der erhaltenen Konformationen und minimiert die Gefahr von falsch positiven
Treffern (,false positives”) bzw. fiir den Verlust von guten Strukturen. Zur Anwendung
kamen die unter dem Sybyl CScore-Modul verfiigharen Scoring-Funktionen FlexX origi-
nal Score, PMF Scorel' CHEM Scorel’®3l, Gold Scorel®*185] DOCK Score!!80.

10.1.8.1 Erstellung des ,,Receptor definition files"

Die rdf-Datei (,,Receptor definition file) wird mit Hilfe der entsprechenden graphischen
Schnittstelle in Sybyl durch manuelle Auswahl der Aminoséuren erstellt (die automatisch
generierte Datel ist unter Punkt E auf Seite 311 im Anhang zu finden). Die CRD wird

dabei durch folgende Aminoséduren beschrieben:

PHE1 ALA2 ILE13 GLY 14 HIS45 ASN46 ASP47 TYR48 PRO49 GLU50 THRA51 ILE52
ASP54 TYR55 ARG98 GLN133 THR134 ASN135 ASN136 TYR137 ASN138 SER139
ASP140 ASP141 PHE142 PHE144

Fiir alle Dockingexperimente werden die von FlexX zugewiesenen Formalladungen ver-
wendet (Assign Formal Charges: Yes). CScore-Berechnungen werden i. allg. ebenfalls
durchgefiihrt. Dabei werden nur die nicht relaxierten Strukturen verwendet (Score Un-
relaxed: Yes), wenn nicht anders angegeben (Relax Structure: Yes; Score Relaxed:
Yes). Ansonsten werden die Standardeinstellungen des Programms verwendet. Es wer-
den die ersten 30 Strukturen visuell inspiziert und bewertet. Im Anhang sind jeweils die

Scoring-Werte der besten fiinf Konformationen eines jeden Durchgangs aufgefiihrt.

Die Liganden werden mit Hilfe der Sybyl ,Sketch-Molecule-Funktion erstellt und nach
Zuweisen von MMFF94-Parametern und -Ladungen 1000 Schritte energieminimiert (im
Powell-Verfahren, 0.05 kcal/mol Gradient, kein Simplex-Verfahren). Anschliefsend wer-
den die Strukturen unter Verwendung der beschriebenen rdf-Datei gedockt (Anhang).
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10.2 Synthesen

10.2.1 Vorbemerkungen
10.2.1.1 Physikalische Daten

NMR-Spektren wurden auf Spektrometern der Firma Bruker (ARX 300 und DRX
500) gemessen. Dabei lagen die MeRkfrequenzen fiir den 'H-Kern bei 500.13 MHz bzw.
300 MHz und bei 125.75 MHz bzw. 75.47 MHz fiir den *C-Kern. Die Verschiebungen
sind im Falle von CDClj3 als Losungsmittel auf Tetramethylsilan als internem Standard
bezogen, bei anderen Losungsmitteln wurden deren jeweilige Signale mit folgenden Ver-

schiebungen verwendet:

CDCl3 'H 7.26 ppm (s)
1BC 77.00 ppm (t)
CD3;0D '"H 3.35 ppm (s)
13C 49.00 ppm (sept)
(CD3),SO  'H  2.50 ppm (quint)
13C 39.43 ppm (sept)
(CD3),CO 'H 2.05 ppm (quint)
13C  30.83 ppm (sept)

'H-NMR-Verschiebungen sind in ppm auf einer 6-Skala aufgelistet. Die Spektren wurden
nach erster Ordnung ausgewertet. Die folgenden Abkiirzungen wurden zur Beschreibung

der Signalmultiplizitdten verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, quint = Quintett,
m = Multiplett, m, = zentriertes Multiplett, br = breites Signal

Kopplungskonstanten (J) wurden in Hertz (Hz) angegeben. C-H-Kopplungen wurden
durch Gated-Decoupling-*C-Spektren bestimmt bzw. durch Breitbandeinstrahlung un-
terdriickt. Durch DEPT135-Experimente wurden primére bzw. tertidre, sekundéare und
quartéire Kohlenstoffatome zugeordnet. In Einzelfdllen wurden zur eindeutigen Bestim-
mung von Konfigurationen (*H,'H)-COSY, HSQC/HMBC oder ('H,'H)-NOE-Experimente
durchgefiihrt.

CI- und EI-Massenspektren wurden auf einem Massenspektrometer MAT 8200 der
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Fa. Finnigan bei Raumtemperatur aufgenommen. Als Kollisionsgas (CI) wurde Isobu-
tan verwendet. Die relativen Intensitdaten sind in Prozent, bezogen auf das Basissignal,

angegeben.

Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 (Natrium-D-Linie: 589 nm,
Kiivettenldnge 1 dm) in den jeweils angegebenen Losungsmitteln vermessen. MALDI-
ToF-Massenspektren wurden an einem Biflex I1I-Gerdt der Firma Bruker mit 19 kV
Beschleunigungsspannung aufgenommen. Als Matrizes wurden Norharman (9H-Pyrido-
[3,4-blindol) (ges. Losung in THF) oder DHB (¢ = 10 pg/plL in Acetonitril/Wasser =
1:2 mit einem Zusatz von 0.1% TFA verwendet. Bestrahlung erfolgte mit einem Stick-
stofflaser bei 337 nm.

ESI-Massenspektren wurden auf einem Mariner ESI-ToF 5280 der Fa. Applied Bio-

systems aufgenommen.

IR-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Paragon 1000 der Fa. Perkin
Elmer aufgenommen. Feste Substanzen wurden als gemischter KBr-Pressling, fliissige
oder hochviskose Produkte wurden als Film, auf einen KBr-Pressling aufgetragen, ver-
messen. Die Lage der Banden ist in Wellenzahlen (cm™!) angegeben. Die Bandenformen

sind wie folgt beschrieben:

br = breit, w = schwach, m = mittel, s = stark

10.2.1.2 Vorbemerkungen zu den Reaktionsvorschriften

Alle luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasge-
riaten unter Argonatmosphére durchgefithrt. Alle kommerziell verfiigharen Reagentien
wurden — sofern nicht anders angegeben — ohne weitere Reinigung eingesetzt. Es wurden
ausschliefslich destillierte bzw. absolutierte Losungsmittel eingesetzt, die wiefolgt behan-

delt wurden:

Cyclohexan iiber Kaliumhydroxid

Dichlormethan iiber Calciumhydrid

Essigsdureethylester iiber Kaliumcarbonat bzw. di-Phosphorpentoxid
Ethanol iiber Natrium

Methanol iiber Magnesiumspénen
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THF iber Na-K-Legierung / Benzophenon
Acetonitril getrocknet vom Hersteller (Fluka)
DMF getrocknet vom Hersteller (Fluka)
DMSO getrocknet vom Hersteller (Fluka)
Toluol iber Natrium

Fiir die Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (230-400 mesh, Korngrofse 0.040-

0.063 mm) der Firma Merck eingesetzt. Dabei wurde leichter Uberdruck verwendet.

Diinnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgelfolie (GFy54, Merck) angefertigt.
Die Detektion erfolgte mit Hilfe einer UV-Lampe (A = 254 nm und A = 366 nm) sowie

durch verschiedene Anférbereagentien.

10.2.2 Einzelvorschriften
10.2.2.1 Synthese des Pyrrol-Liganden

10.2.2.1.1 p-Ketonitril mit Aminofunktion

(4-Brombenzyloxy)-tert-butyldimethylsilan 62

Nach einer Literaturvorschrift?'”! werden in einem ausgeheiz- OTBDMS
ten 500 mL Rundkolben 9.35 g (50.0 mmol; 1.0 Eq) p-Brom- Br4©—/
benzylalkohol (60) und 5.11 g (75.0 mmol; 1.5 Eq) Imidazol

in 120 mL Dichlormethan unter Argonatmosphére gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu die-
ser Losung werden 9.04 g (60.0 mmol; 1.2 Eq) TBDMSCI in 50 mL Dichlormethan
langsam zugetropft und noch 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach vollstandiger Reaktion
(DC-Kontrolle) werden 100 mL Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wéfrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen werden iiber Na-
triumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Man erhélt das Produkt
als farbloses Ol.

Ausbeute: 15.0 g (49.5 mmol, 99 %; C;3H2; BrOSi, M = 301.29 g/mol);

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literaturl?'” iiberein.
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"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
5 (ppm) = 7.45 7.42 (m, 2 H, CH,,), 7.20-7.17 (m, 2 H, CH ), 4.67 (s, 2 H, CH,OTBDMS),
0.93 (s, 9 H, SiC(CHz)s), 0.09 (s, 6 H, Si(CHs)s).

[4-(tert-Butyldimethylsilanyloxymethyl)phenyl]cyanoessigsdureethylester 63

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkkolben werden un- N\\
ter Argonatmosphére 0.30 g (1.0 mmol; 1.0 Eq) des Aryl- OTBDMS
bromids 62, 0.13 g (0.12 mL; 1.0 mmol; 1.1 Eq) Cyanoes-
sigsaureethylester, 40 pL Tri-tert-butylphosphin-Losung 0

(1 M in Toluol; 0.04 Eq), 3.7 mg Allylpalladiumchlo- <

rid Dimer (0.01 Eq) und 0.49 g Trinatriumphosphat (3.0 mmol,

3.0 Eq) vorgelegt und mit 3 mL abs. Toluol versetzt. Die Reaktionsmischung wird 6 h
bei 70 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird iiber Celite abfiltriert und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Sédulenchromatographie an Kieselgel (LM Cyclohex-

an:Essigester 5:1) liefert das Produkt als farbloses Ol.
Ausbeute: 0.25 g (0.74 mmol, 74 %; CisH,7NO3Si, M = 333.50 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 7.41-7.36 (m, 4 H, CHy,), 4.80 (s, 2 H, CH,OTBDMS), 4.71 (s, 1 H,
COOCH (Ph)CN), 4.24 (dq, J = 1.2, 7.1 Hz, 1 H, COOCH,CH3), 1.28 (t, J = 7.1 Hz,
3 H, COOCHyCHj3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHj)s), 0.11 (s, 6 H, Si(CH3)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 165.0 (COOCH,CHs), 142.7 (C), 128.3 (C), 127.7 (CHa,), 126.8 (CHa,),
115.7 (CN), 64.3 (CH,), 63.2 (CH3), 43.5 (COOCHP), 25.9 (SiC(CHjs)s), 18.4 (SiC(CHs)s3),
13.9 (COOCH,CHzg), —5.3 (Si(CHj)z);

IR (Film): # — 2950 cm~! (br), 2928 (s), 2856 (s), 1747 (s), 15123 (w), 1462 (m), 1368
(w), 1254 (s), 1093 (s), 1021 (m), 838 (s), 777 (m);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 334 (28) [MHT], 202 (100) [M* — OTBDMS], 260 (10);

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 356.1626 (100) [M + Na*t] (C15HNNaO3Si: 369.1652).
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10.2.2.1.2 p-Ketonitril mit Hydroxyfunktion

2-[4-(tert-Butyldimethylsilanyloxymethyl) phenyllmalonsduredimethylester 59

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkkolben werden unter Ar- 0 0

gonatmosphére 73 mg (0.55 mmol; 1.1 Eq) Malonsduredimethyl- . - OMe
ester, 20 mg (0.55 mmol; 1.1 Eq) Natriumhydrid-Suspension, 2
pL Tri-tert-butylphosphin-Losung (1 M in THF; 0.04 Eq), 1.9 mg
Allylpalladiumchlorid Dimer (0.01 Eq) und 150 mg (0.50 mmol;
1.0 Eq) (4-Brombenzyloxy)-tert-butyldimethylsilan 62 vorgelegt
und mit 3 mL abs. THF versetzt. Die Reaktionsmischung wird OTBDMS
6 h bei 70 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp., wird {iber Celite abfiltriert und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Sdulenchromatographie an Kielselgel (LM Cyclohex-
an:Dichlormethan 4:1, R¢(Produkt) 0.3, dann Cyclohexan:Dichlormethan 1:1) liefert das

Produkt als farbloses Ol.
Ausbeute: 120 mg (0.35 mmol, 64 %; C15Ho505Si, M = 352.50 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
0 (ppm) = 7.38-7.31 (m, 4 H, CHy,), 4.74 (s, 2 H, PhnCH,OTBDMS), 4.65 (s, 1 H,
(MeOCOO),CHPh), 3.75 (s, 6 H, COOCH3), 0.95 (s, 9 H, SiC(CHj3)s3), 0.10 (s, 6 H,
BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 168.6 (COOMe), 141.6 (C,), 131.0 (C), 129.0 (CHy,), 126.2 (CHa,), 64.4
(CH,OTBDMS), 57.2, 52.8, 25.9 (SiC(CHs)s), 18.4 (SiC(CHs)s), —5.3 (Si(CHs),);

IR (Film): 7 = 2954 (s) cm ™!, 2929 (s), 2885 (w), 2856 (s), 1740 (s), 1513 (w), 1462 (w),
1435 (m), 1257 (s), 1221 (s), 1147 (s), 1092 (s), 1022 (m), 839 (s), 777 ():

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 375.1516 (100) [M + Na*] (C15HosNNaOsSi: 375.1598).

2-p-Tolylbut-3-en-1-ol 70

Nach einer Literaturvorschrift’???l werden in einem ausgeheizten 250
mL Schlenkkolben mit Riickflufkiihler unter Argonatmosphére 0.80 g
aktivierte Magnesiumspéne in 40 mL trockenem Diethylether vorgelegt.
4.9 ¢ (29 mmol; 1.2 Eq) 4-Bromtoluol (69) werden in 40 mL trockenem
Diethylether gelost und ca. 10 mL der Losung sofort zugegeben. Nach N o

Aktivierung mit Iod startet die Reaktion. Die Bromtoluol-Lésung wird so zugegeben, dafs
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die Reaktionsmischung nur méfig siedet. Nach beendeter Zugabe wird noch 1 h zum
Sieden erhitzt. Anschliefend werden 1.7 g (1.8 mL; 24 mmol; 1.0 Eq) Butadienmonoxid
(67) in 40 mL trockenem Diethylether langsam zugegeben und die Mischung 3 h unter
Riickflufs erhitzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 40 mL 2 N Salzsdure-Losung
abgebrochen. Uberschiifige Magnesiumspéne werden durch Filtration entfernt. Das Fil-
trat wird mit je 20 mL. Wasser und Diethylether verdiinnt. Nach Phasentrennung wird
die wafsrige Phase noch dreimal mit Diethylether extrahiert, die vereinigten org. Phasen
iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Sdulenchroma-
tographie an Kielselgel (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.35) liefert das
Produkt als farbloses Ol.

Ausbeute: 2.6 g (19 mmol, 66 %; C;;H1,0, M = 162.23 g/mol);
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur/??? {iberein.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.21-7.02 (m, 4 H, CHy,), 6.02-5.91 (m, 1 H, PhACHCHCH,), 5.19-5.11 (m,
2 H, PhCHCHCHS), 3.79-3.75 (m, 2 H, CH,OH), 3.50-3.43 (m, 1 H, PhCH), 2.31 (s,
3 H, CH,Ph);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
5 (ppm) = 138.3 (PhCHCHCH,), 1374 (Cy), 136.3 (Cy), 129.3 (CHa,), 127.7 (CHa,),
116.6 (CHCH,), 65.9 (CH,OH), 51.9 (PhCHCH,OH), 20.9 (PhCH,);

MS (EI): m/z (%)= 162 (18) [M*], 131 (100) [M* — CH,OH]J, 115 (28), 91 (47);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 145 (100) [M* — OH], 117 (29), 99 (6).
Regioisomer:

Ausbeute: 0.20 g (1.2 mmol, 5%; C1;H14,0, M = 162.23 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 7.25-7.04 (m, 4 H, CH 4,), 5.87-5.73 (m, 1 H, P\CHCHCH,), 5.18-5.10 (m,
9 H, PhCHCHCH.,), 4.71-4.67 (m, 2 H, CH,0H), 2.52-2.46 (m, 1 H, PhCH), 2.34 (s,
3 H, CH3Ph);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 140.9 (C) 137.2 (Cy), 134.6 (HOCHCHCH,), 125.8 (C'Ha,), 129.1 (CHa,),
118.3 (CHCH,), 73.2 (HOCHCH,Ph), 43.8 (CH,PH), 21.1 (PhCHy).
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tert-Butyldimethyl-(2-p-tolylbut-3-enyloxy)silan 113

In einem ausgeheizten 100 mL Rundkolben werden unter Argonat-
mosphére 2.40 g (14.8 mmol; 1.0 Eq) 2-p-Tolylbut-3-en-1-0l 70
und 2.50 g (36.7 mmol; 2.5 Eq) Imidazol in 25 mL Dichlorme-
than gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu dieser Losung werden 4.00 g
(25.8 mmol; 1.7 Eq) TBDMSCI in 15 mL Dichlormethan langsam

zugetropft und die Mischung wird innerhalb 1 h auf Raumtemp. erwérmt. Nach vollstéin-

o OTBDMS

diger Reaktion (DC- Kontrolle) werden 15 ml. Wasser zugegeben, die Phasen getrennt
und die wafsrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen
werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Das Roh-
produkt wird tiber eine kurze Kieselgelsdule filtriert (LM n-Pentan, R¢(Produkt) 0.25).
Man erhilt das Produkt als farbloses Ol.

Ausbeute: 4.10 g (14.6 mmol, 99 %; C17Hos0Si, M = 276.49 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.20-7.09 (m, 4 H, CHa,), 6.12-6.00 (m, 1 H, P\CHCHCH,), 5.14-5.05 (mn,
2 H, Ph\CHCHCH,), 3.85 3.75 (m, 2 H, CH,OTBDMS), 3.48 3.40 (m, 1 H, PhCH),
2.33 (s, 3 H, CH3Ph), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHs)s), —0.02 (s, 6 H, Si(CHz)s):

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 139.2 (PhCHCHGH,), 138.7 (Cy), 135.9 (Cy), 129.0 (CHy,), 128.1 (CHa,),
115.8 (CHCH,), 67.2 (CH,OTBDMS), 52.0 (PhC'H), 25.9 (SiC(C'Hs)s), 21.1 (PhC'Hs),
18.4 (SiC(CHs)s), —5.3 (Si(CHs)a);

IR (Film): 7 = 2955 (s) cm™!, 2928 (s), 2857 (s), 1638 (w), 1514 (m), 1471 (m), 1360
(w), 1257 (s), 1103 (s), 836 (s), 775 (s):

MS (EI): m/z (%)=277 (8) [M*], 219 (9), 145 (100);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 277 (12) [MH"], 218 (16), 145 (100) [M* — OTBDMS];

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 299.1844 (100) [M + Na™] (C17H2sNNaOSi: 299.1802).
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3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2-p-tolylpropionsauremethylester 71

Spaltung des Alkens mit Kaliumpermanganat: O

In einem 50 mL Rundkolben werden 100 mg (0.36 mmol; 1.0 Eq) Me O) OTBDMS
tert-Butyldimethyl-(2-p-tolylbut-3-enyloxy)-silan 113, 150 mg

(1.1 mmol; 3.0 Eq) Kaliumcarbonat und 130 mg (0.80 mmol;

1.3 Eq) Kaliumpermanganat in 6 mL. Wasser und 8 mL tert-

Butanol vorgelegt. Nach Zugabe von 580 mg (2.5 mmol; 8.0 Eq)

Kalium(meta)periodat in 6 mL Wasser wird mit 4 Tropfen 2 N Natronlauge alkalisiert
und iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Anschliefend wird das tert-Butanol i. Vak.
(Wasserbad max. 30 °C!) entfernt. Nach Anséuern mit verdiinnter Salzsdure (pH 4) wer-
den unter Kiihlung im Eisbad ca. 6 mL 40 % Natriumhydrogensulfitlosung zugegeben
(die Farbe wechselt von rot-braun nach gelb-weif). Nach dreimaliger Extraktion der wéf-
rigen Losung mit Diethylether werden die vereinigten org. Phasen iiber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungmittel i. Vak. entfernt.

Das Rohprodukt wird in ca. 10 mL Diethylether gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit einer
etherischen Losung von Diazomethan bis zur bleiben Gelbfarbung versetzt (starkes Auf-
schdumen!). Nach ca. 10 min Reaktionszeit wird das tiberschiissige Diazomethan durch
Zugabe verdiinnter Essigsdaure zersetzt. Nach Phasentrennung und Extraktion der wafsri-
gen Phase werden die org. Phasen {iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gerei-
nigt (LM Cyclohexan:Essigester 20:1, R¢(Produkt) 0.4).

Ausbeute: 80 mg (0.27 mmol, 74 %; C17Ha503Si, M = 308.49 g/mol);

Spaltung des Alkens mit Ruthenium(III)-chlorid Hydrat:

In einem 10 mL Rundkolben werden 85 mg (0.30 mmol; 1.0 Eq) tert-Butyldimethyl-(2-p-
tolylbut-3-enyloxy)-silan 113 in je 1 mL Tetrachlorkohlenstoff, Acetonitril und Wasser
gelost. Zu dieser Losung 85 mg (1.4 mmol; 4.5 Eq) Kalium(meta)periodat und 3.3 mg
(1.6 pmol; 0.05 Eq) Ruthenium(I1I)-chlorid Hydrat gegeben und 12 h bei Raumtemp.
geriihrt. Das org. Losungsmittel wird i. Vak. bei Raumtemp. entfernt. Nach dreimaliger
Extraktion der wéfrigen Losung mit Diethylether werden die vereinigten org. Phasen

iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungmittel i. Vak. entfernt.

Das Rohprodukt wird in ca. 10 mL Diethylether gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit einer
etherischen Losung von Diazomethan bis zur bleiben Gelbfarbung versetzt (starkes Auf-
schdumen!). Nach ca. 10 min Reaktionszeit wird das tiberschiissige Diazomethan durch
Zugabe verdiinnter Essigsdure zersetzt. Nach Phasentrennung und Extraktion der wéfri-

gen Phase werden die org. Phasen tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
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i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gerei-
nigt (LM Cyclohexan:Essigester 20:1, R¢(Produkt) 0.4).

Ausbeute: 15 mg (0.05 mmol, 16 %; C17H25035i, M = 308.49 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.08-7.22 (m, 4 H, CH ), 4.09-4.19 (m, 1 H, PhCH), 3.70-3.80 (m, 2 H,
CH,OTBDMS), 3.14 (s, 3 H, COOCHy), 2.33 (s, 3 H, CH3Ph), 0.88 (s, 9 H, SiC(CHs)s),
—0.10 (s, 6 H, Si(CH)):;

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 173.2 (COOMe), 137.3 (Cy), 132.8 (Cy), 130.5 (CHy,), 128.3 (CHy,), 65.5
(CH,OTBDMS), 54.3, 51.9, 25.7 (SiC(CHs)s), 21.1 (PhCHj), 18.2 (SiC(CHgs)s3), —5.6
(Si(CHs)s);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 309 (100) [MH*], 265 (33), 251 (24), 195 (18), 177 (48)
[M*+ — OTBDMS], 104 (21).

5-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-3-oxo-4-(p-tolyl) pentannitril 114

In einem ausgeheizten 50 mL. Rundkolben werden unter Ar- Q

gonatmosphére 100 mg (110 pL; 2.0 mmol; 1.3 Eq) Aceto- NC OTBDMS
nitril in 3 mL trockenem THF auf -78 °C gekiihlt und an-
schliefend 1.2 mL n-BuLi-Losung (1.6 M in Hexan; 2.0 mmol
1.3 Eq) langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 h
bei dieser Temp. geriihrt. Nach Zugabe von 380 mg (1.5 mmol;
1.0 Eq) des Esters 71 wird die Mischung noch 3 h gerithrt (DC Kontrolle, LM Cyclo-
hexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt) 0.70). Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 10 mL
1 N Salzséure-Losung abgebrochen, die Phasen getrennt und die wéfsrige Phase dreimal
mit je ca. 20 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Na-
triumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.28).
Ausbeute: 200 mg (0.60 mmol, 42 %; C13H27NO,Si, M = 317.50 g/mol);

Anmerkung zur Ausbeute: Durch einen Substanzverlust nach dem Einwiegen verringerte
sich die Ausbeute um ca. 30-40 %.

"H-NMR (300 MHz, CDCls, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.20-7.13 (m, 4 H, CH x,), 4.22 (dd, J = 8.7, 9.6 Hz, 1 H, P\CHC H,OTBDMS),
4.04 (dd, J = 5.1, 8.6 Hz, 1 H, PhCHCH,OTBDMS), 3.78 (dd, J = 5.1, 9.6 Hz,
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1 H, PhCHCH,O0), 3.50 (s, 2 H, COCH,CN), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHs);), 0.04 (s, 6 H,
Si(CHj3),), 0.03 (s, 6 H, Si(CHs)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 196.8 (COCH,CN), 138.3 (C), 130.7 (Cy), 129.9 (CHa,), 128.4 (CHa,),
113.5 (ON), 64.8 (CH,OTBDMS), 59.9 (PhCH), 32.3 (COCH,CN), 25.8 (SiC(CHy)s),
21.1 (SiC(CHgz)3), —5.6 (Si(CHs)s);

IR (Film): 7 = 2953 (w) em™', 2925 (s), 2858 (s), 2260 (w), 1732 (s), 1513 (m), 1494
(m), 1471 (m), 1389 (m), 1360 (w), 1307 (w), 1258 (s), 1099 (s), 1101 (s), 1028 (w), 1004
(w), 836 (s), 779 (3);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 318 (48) [MH*], 288 (10), 260 (28), 186 (100):

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 340.1712 (100) [M + Na*] (C17Ha5NNaO,Si: 340.1703).

Toluol-4-sulfonsdure-1-[2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-1-(p-tolyl)ethyl]-2-
cyanovinylester
72

In einem ausgeheizten 50 mL Rundkolben werden unter Ar-
gonatmosphére 190 mg (0.60 mmol; 1.0 Eq) des Ketonitrils
114 und 274 mg (0.84 mmol; 1.3 Eq) p-Toluolsulfonséurean-
hydrid in 2 mL trockenem Dichlormethan gelost, auf 0 °C
gekiihlt und anschliefend mit 0.12 mL Triethylamin (0.90
mmol; 1.5 Eq) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei
dieser Temp. geriihrt (DC Kontrolle, LM Cyclohexan:Essig-
ester 5:1, Re(Edukt) 0.40). Die Reaktion wird durch Zugabe

von ca. 5 mlL Wasser abgebrochen, die Phasen getrennt und

die wifsrige Phase dreimal mit je ca. 5 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org.
Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester
5:1, Re(Produkt) 0.36). Das Produkt wird als (F)/(Z)-Isomerengemisch im Verhéltnis
5:1 erhalten.

Ausbeute: 257 mg (0.57 mmol, 94 %; Co5H33NO4SSi, M = 471.68 g/mol);

Die vollstindige Zuordnung der Signale im 'H— bzw. 3C-NMR-Spektrum ist auf Grund

der Uberlagerung der Signale, vor allem im aromatischen Bereich, nicht maglich.
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E-Isomer:

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.53-7.50 (m, 2 H, H,,), 7.21-7.18 (m, 2 H, H,,), 7.04-6.96 (m, 4 H, H,,),
5.65 (s, 1 H, H2), 4.20 (dd, J = 5.2, 9.7 Hz, 2 H, H2'), 4.05 (t, J = 9.7 Hz, 1 H, H1"),
3.83 (dd, J = 5.2, 9.6 Hz, 2 H, H2'), 243 (s, 3 H, CHy), 2.33 (s, 3 H, CHs), 0.87 (s,
9 H, SiC(CHy)s), 0.05 (s, 6 H, Si(CHs)), 0.04 (s, 6 H, Si(CH;));

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 167.7 (C1), 146.2 (Cyy), 134.9 (C4yr), 131.8 (Cyyr), 130.0 (Cyr), 129.8 (CH,y),
129.3 (CH,,), 128.2 (CHy,), 127.9 (CH,,), 115.5 (CN), 86.2 (C2), 62.5 (C2'), 51.9 (C1'),
25.7 (SiC(CHs)s), 21.7 (CHs), 21.1 (CHs), 18.1 (OSiC(CHs)s), —5.5 (0Si(CHs)), —5.6
(OSi(CHs));

Z-Isomer:

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.85 (m,, 2 H, H,,), 7.40-7.34 (m, 4 H, H,,), 7.04-6.96 (m, 2 H, H,,.), 5.26
(s, 1 H, H2), 4.15 (m,, 1 H, H2), 4.05 (t, J = 10.5 Hz, 1 H, H1’), 3.90 (dd, J = 5.5,
10.5 Hz, 2 H, H2'), 2.46 (s, 3 H, CHs), 2.34 (s, 3 H, CH3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CHs)s),
—0.02 (s, 6 H, Si(CHs)y);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 167.6 (Cyy), 146.2 (Cy), 134.9 (Cyy), 131.2 (Cy,), 130.0 (CH,,), 129.5
(CHay), 128.7 (CHy,), 128.7 (CHy,), 128.1 (Cy,), 128.1 (C,,), 115.5 (CN), 92.9 (C2),
60.4 (C2), 51.9 (C1'), 25.7 (SiC(CHs)s), 21.7 (CHs), 21.0 (CHj), 14.2 (0SiC(CHs)s),
—5.7 (OSi(CHs)s);

IR (Film): 7 — 3073 (w) em™", 3031 (w), 2954 (s), 2928 (s), 2226 (m), 1737 (m), 1629
(s), 1597 (m), 1514 (m), 1471 (w), 1387 (s), 1297 (m), 1256 (m), 1199 (s), 1181 (s), 1148
(s), 1105 (s), 1093 (s), 1054 (w), 1006 (m), 838 (s), 813 (s), 779 (m);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 472 (100) [MH*], 414 (48), 340 (28), 229 (32), 186 (28),
168 (78).
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10.2.2.1.3 Tropasaure-Derivate

3-Hydroxy-2-phenylpropionsauremethylester 115

Nach einer Literaturvorschrift/?®®! werden in einem 100 mL Rundkolben OMe

15 g (90 mmol; 1.0 Eq) Tropaséure in 50 mL Methanol suspendiert, mit OH
30 mg p-Toluolsulfonsédure versetzt und 3 d unter Riickfluft zum Sieden
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird das Losungsmittel i. Vak.
entfernt und das Rohprodukt in Essigester aufgenommen. Nach mehr-
maligem Waschen mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das farblose Ol wird ohne weitere

Reinigung verwendet.
Ausbeute: 12.9 g (72.0 mmol, 80 %; C1oH1203, M = 180.20 g/mol);
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur!?®® {iberein.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.37-7.24 (m, 5 H, CHyy), 4.17-4.08 (m, 1 H, PhCH), 3.88-3.79 (m, 2 H,
CH,OH), 3.71 (s, 3 H, COOCH3), 2.46 (bs, 1 H, OH);

BBC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
5 (ppm) = 173.7 (COOMe), 135.5 (Cy), 128.9 (CHy,), 128.1 (CHy,), 127.8 (CHa,), 64.6
(CH,OH), 53.9, 52.3.

3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2-phenylpropionsduremethylester 75

In einem ausgeheizten 50 mL Rundkolben werden unter Argonat- OMe

mosphére 9.8 g (5.4 mmol; 1.0 Eq) Tropaséduremethylester 115 OTBDMS
und 4.1 g (8.1 mmol; 1.5 Eq) Imidazol in 20 mL trockenem Di-
chlormethan gelost und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefsend werden
9.1 g (6.0 mmol; 1.1 Eq) TBDMSCI in 10 mL Dichlormethan
langsam mit einer Spritze zugegeben. Nach 12 h Riihren bei Raumtemp. werden 15 mL
Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wéfrige Phase dreimal mit je 15 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird ohne weitere

Reinigung verwendet.

Ausbeute: 14 g (4.9 mmol, 90 %; C1sHa603Si, M = 294.46 g/mol);
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"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.35-7.27 (m, 5 H, CHy,), 4.23-4.15 (m, 1 H, PhCH), 3.86-3.70 (m, 2 H,
CH,OTBDMS), 3.78 (s, 3 H, COOCH3), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHj)3), 0.04-0.02 (m, 6 H,
Si(CHs)a);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) — 172.9 (COOMe), 135.8 (C), 128.5 (CHa,), 128.2 (CHa,), 127.5 (CHy,), 65.4
(CH,OTBDMS), 54.6, 51.8, 25.7 (OSiC(CHy)3), 18.1 (OSiC(CHs)s), —5.5 (OSi(CHy)s),
5.5 (OSi(CHj)s):

IR (Film): # = 2952 (s) em™, 2929 (s), 2885 (w), 2856 (s), 1742 (s), 1594 (w), 1463 (w),
1434 (m), 1384 (w), 1360 (m), 1257 (s), 1202 (s), 1166 (s), 1114 (s),), 1085 (m) 1029
(m), 837 (s), 777 (s), 698 (s):

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 295 (28) [MH"], 237 (44) [M* — MeCO3], 163 (69).
[M*+ — OTBDMS], 121 (10).

5-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-3-oxo-4-phenylpentanitril 76

In einem ausgeheizten 100 mL Rundkolben werden unter Ar-
gonatmosphire 0.60 g (0.80 mL; 14 mmol; 1.3 Eq) Acetoni- ~C OTBDMS
tril in 30 mL trockenem THF auf -78 °C gekiihlt und an-

schliefend 9.0 mL n-BuLi-Losung (1.6 M in Hexan; 14 mmol

1.3 Eq) langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 h

bei dieser Temp. gerithrt. Nach Zugabe von 3.0 g (9.3 mmol; 1.0 Eq) des Esters 75
in 12 mL. THF wird die Mischung noch 3 h geriithrt (DC Kontrolle, LM Cyclohex-
an:Essigester 5:1, R¢(Edukt) 0.70). Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 30 mL
ges. Ammoniumchlorid-Losung abgebrochen, die Phasen getrennt und die wéfirige Pha-
se dreimal mit je ca. 30 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden
iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt)
0.25).

Ausbeute: 2.5 g (7.9 mmol, 85 %; C17Hy5NOSi, M = 303.47 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCls, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.29-7.20 (m, 3 H, CHyy), 7.16 7.13 (m, 2 H, CH,,), 4.11 (dd, J = 8.6,
9.6 Hz, 1 H, PhCHCH,OTBDMS), 3.96 (dd, J = 5.2, 8.6 Hz, 1 H, Ph\CHCH,OTBDMS),
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3.69 (dd, J = 5.2, 9.6 Hz, 1 H, P\CHCH,O0), 3.40 (s, 2 H, COCH,CN), 0.75 (s, 9 H,
SiC(CHj)s), —0.07 (m, 6 H, Si(CHj)s), —0.09 (m, 6 H, Si(CHs)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
5 (ppm) = 196.8 (COCH,CN), 133.8 (Cy), 120.2 (CHa,), 128.5 (CHa,), 128.4 (CHa,),
113.4 (ON), 64.7 (CH,OTBDMS), 60.2 (PhCH), 32.4 (COCH,CN), 25.7 (SiC(CHy)s),
18.1 (SiC(CHjs)s), —5.6 (Si(CHs)2), —5.6 (Si(CHs)a);

IR (Film): # — 3031 (w) cm~", 2928 (s), 2856 (s), 2261 (w), 1732 (s), 1494 (m), 1471
(m), 1494 (m), 1471 (m), 1389 (m), 1361 (w), 1305 (w), 1257 (s), 1188 (w), 1100 (s),
1028 (w), 1006 (w), 836 (s), 779 (s), 700 (s);

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 326.1580 (100) [M + Na*] (C17HasNNaO,Si: 326.1547).

Toluol-4-sulfonsdure-1-[2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-1-phenylethyl]-2-
cyanovinylester
74

In einem ausgeheizten 50 mL Rundkolben werden unter Ar-
gonatmosphére 1.9 g (6.1 mmol; 1.0 Eq) des Ketonitrils 76

und 2.0 g (7.3 mmol; 1.2 Eq) p-Toluolsulfonsiureanhydrid in

30 mL trockenem Dichlormethan gelost, auf 0 °C gekiihlt und N
anschlieflend mit 1.2 mL Triethylamin (8.5 mmol; 1.5 Eq)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei dieser Temp.
geriihrt (DC Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt)
0.25). Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 15 mL Was-

ser abgebrochen, die Phasen getrennt und die wafrige Phase dreimal mit je ca. 10 mL

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchroma-
tographisch gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.36). Das Produkt
wird als (E)/(Z)-Isomerengemisch im Verhéltnis 3.7:1 erhalten.

Ausbeute: 2.5 g (5.5 mmol, 90 %; CoyH3;NO4SSi, M = 457.66 g/mol);

Die vollstindige Zuordnung der Signale im 'H— bzw. 3C-NMR-Spektrum ist auf Grund

der Uberlagerung der Signale, vor allem im aromatischen Bereich, nicht mdglich.
E-Tsomer:

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.71 (m, 2 H, Hy), 7.27-7.19 (m, 5 H, Ha,), 7.12-7.09 (m, 2 H, H,.), 5.66
(s, 1 H, H2), 4.24 (dd, J = 5.3, 9.8 Hz, 2 H, H2), 4.07 (t, J = 9.7 Hz, 1 H, H1'), 3.83
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(dd, J = 5.3, 9.8 Hz, 2 H, H2'), 2.42 (s, 3 H, SO3PhCH3), 0.84 (s, 9 H, SiC(CHj)s3),
0.05 (s, 6 H, Si(CHs)s), 0.04 (s, 6 H, Si(CHs)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 167.4 (C1), 146.3 (C4y), 134.9 (Capr), 130.0 (Coyr), 128.8 (Cur), 128.8 (Cayr),
127.9 (Cyy), 126.2 (Cyy), 126.1 (Cy,), 115.5 (CN), 86.3 (C2), 62.5 (C2'), 52.3 (C1'), 25.7
(SiC(CHs)s), 21.8 (SO,PhCHs), 18.1 (OSiC(CHs)s), —5.5 (OSi(CHs),), —5.6 (OSi(CHs)s,);

Z-Isomer:

"H-NMR (300 MHz, CDCls, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.87 (me, 2 H, H,,), 7.38 7.30 (m, 5 H, H,,), 7.27-7.19 (m, 2 H, H,,), 5.29
(s, 1 H, H2), 4.15 (m,, 1 H, H2), 4.07 (t, J = 9.7 Hz, 1 H, H1"), 3.92 (dd, J = 5.5,
10.5 Hz, 2 H, H?), 2.46 (s, 3 H, SO3PhCH;), 0.85 (s, 9 H, SiC(CH;)s), 0.01 (s, 6 H,
Si(CHj)s), —0.03 (s, 6 H, Si(CHj3)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 167.3 (Cyy), 146.3 (Cyp), 136.4 (Cyp), 131.2 (Cyp), 130.1 (Cyp), 129.7 (Cop),
128.8 (Cyy), 128.0 (Cy,.), 127.8 (Cyy), 115.5 (CN), 93.1 (C2), 63.9 (C2), 52.7 (C1'), 26.9
(SiC(CHs)s), 21.8 (SO,PhCH3), 18.2 (OSiC(CHs)s), —5.7 (OSi(CHs)s);

IR (Film): 7 = 3073 (w) em~', 3031 (w), 2056 (s), 2859 (s), 2222 (m), 1627 (s), 1595
(m), 1495 (m), 1473 (m), 1454 (m), 1387 (m), 1297 (m), 1259 (m), 1200 (s), 1183 (s),
1149 (s), 1093 (w), 1051 (w), 1015 (s), 839 (s), 776 (s), 751 (s), 729 (s), 698 (s) 666 (s);

HRMS (ESI, CHCl3): m/z (%)= 480.1657 (100) [M + Na*] (CaqHs NyaO,SSi: 480.1635).
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10.2.2.1.4 Methyltropasdure-Derivate

3-Hydroxy-2-methyl-2-phenylpropionsdure 116

Nach einer Literaturvorschrift!?” wurden 26.8 g (200 mmol; 1.0 Eq) 0
2-Phenylpropanal und 16.6 g (332 mmol 1.7 Eq) Formaldehyd in
100 mL: Methanol gelost. Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf
-15 °C werden unter Rithren 5 mLL 1 N Natronlauge so zugetropft, dafl

HO OH

-5 °C nicht tiberschritten werden. Nach vollsdndiger Zugabe wird noch

8 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Entfernen des Methanols i. Vak. wird der Riickstand
vier mal mit je 20 mL Ether extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen iiber
Natriumsulfat wird der Ether i. Vak. entfernt. Die erhaltene farblose Fliissigkeit wird

ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Das Rohprodukt wird in 20 mL Methanol gelost, mit 20 mL 30 % Wasserstoffperoxid-
Losung versetzt und 15 h unter Riickflufs erhitzt und dabei kraftig geriihrt. Die Reak-
tionsmischung wird mit Natriumhydrogencarbonat neutralisiert, der Niederschlag mit
30 mL, Wasser wieder gelost und nicht umgesetztes Edukt durch viermalige Extraktion
mit je 20 mL Ether entfernt. Die wéfrige Phase wird mit konz. Salzsédure auf pH 1 ein-
gestellt und das Produkt anschlieffend durch mehrmaliges Extrahieren mit Ether iiber

Nacht als farblose Fliissigkeit isoliert.
Ausbeute: 11.5 g (73 mmol, 32 %; C1oH1203, M = 180.20 g/mol);
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur?6% {iberein.

'"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.39-7.26 (m, 5 H, CHy,), 4.69 (bs, 1 H, OH), 4.12 (d, J = 11.5 Hz, 1 H,
CH,0H), 3.69 (d, J = 11.5 Hz, 1 H, CH,OH), 1.70 (s, 3 H, PhCCH3).

3-Hydroxy-2-methyl-2-phenylpropionsauremethylester 78

In einem 100 mL Rundkolben werden 8 g (90 mmol; 1.0 Eq) Methyl- O
tropasdure 116 in 50 mL. Methanol suspendiert, mit 30 mg p-Tolu- MeO Ol
olsulfonsédure versetzt und 3 d unter Riickfluff zum Sieden erhitzt.
Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird das Losungsmittel i. Vak. ent-
fernt und das Rohprodukt in Essigester aufgenommen. Nach mehr-
maligem Waschen mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die farblose Fliissigkeit wird ohne

weitere Reinigung eingesetzt.
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Ausbeute: 6.9 g (73 mmol, 81 %; C1;H1403, M = 194.23 g/mol);
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literaturl®®! iiberein.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.39-7.26 (m, 5 H, CHy,), 4.08 (d, J = 11.4 Hz, 1 H, CH,OH), 3.73 (s, 3 H,
COOCH;), 3.63 (d, J = 11.4 Hz, 1 H, CH,OH), 2.48 (bs, 1 H, PhCCH3), 1.68 (s, 3 H,
PhCCH3);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
d (ppm) = 176.6 (COOMe), 140.3 (Cy), 128.6 (CHa,), 127.4 (p—CHay,), 126.2 (CHa,),
69.7 (CH,OH), 52.6 (PhC'CH3), 52.3 (COOCH3;), 20.0 (PhCCHj3).

3-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-2-methyl-2-phenylpropionsduremethylester 117

In einem ausgeheizten 50 mL Rundkolben werden unter Ar- Q

gonatmosphére 4.8 g (15 mmol; 1.0 Eq) des Methyltropasdure- .o OTBDMS
methylester 78 und 2.5 g (23 mmol; 1.5 Eq) Imidazol in 20 mL

trockenem Dichlormethan gelost und anschliefsend auf 0 °C ge-

kiihlt. Dann werden 3.7 g (23 mmol; 1.5 Eq) TBDMSCI in

10 mL Dichlormethan langsam mit einer Spritze zugegeben. Nachdem das Edukt voll-
stdndig abreagiert hat (DC-Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt) 0.18)
werden ca. 15 mL Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wéfsrige Phase dreimal
mit je 15 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird iiber
eine kurze Kieselgelsaule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 20:1, R¢(Produkt) 0.38).

Ausbeute: 3.20 g (13.2 mmol, 88 %; C17H303Si, M = 308.49 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCls, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.40-7.26 (m, 5 H, CHy,), 4.07 (d, J = 11.4 Hz, 1 H, CH,OTBDMS), 3.72
(s, 3 H, COOCHS3), 3.63 (d, J = 11.4 Hz, 1 H, CH,OTBDMS), 1.67 (s, 3 H, PhCCHs),
0.91 (s, 9 H, SiC(CHz)s), 0.09-0.07 (m, 6 H, Si(CHz)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) — 176.6 (COOMe), 140.3 (C), 128.6 (CHay), 127.3 (p—CHay), 126.1 (CHay),
69.7 (CH,OTBDMS), 52.6 (PhCCH,), 52.3 (COOCH;), 25.6 (OSiC(CHa)s), 20.0 (PhCCH,),
18.0 (OSiC(CHs)s), —3.6 (OSi(CHs)), —5.8 (OSi(CHjs));

IR (Film): 7 = 2951 (m) em™", 2929 (m), 2856 (m), 1738 (s), 1497 (w), 1471 (w), 1445
(w), 1433 (w), 1251 (s), 1140 (m), 1102 (s), 875 (w), 837 (s), 779 (m), 698 (m);
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MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 309 (68) [MH"] , 251 (100) [MH* — COMe], 177 (66)
IMH* — OTBDMS];

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 331.1751 (100) [M + Na*] (C17HssNaO3Si: 331.1700).

5-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-4-methyl-3-oxo-4-phenylpentanitril 80

In einem ausgeheizten 100 mL Rundkolben werden unter Ar- Q
gonatmosphére 0.6 g (0.8 mL; 13 mmol; 1.3 Eq) Acetonitril in NC\)
20 mL trockenem THF auf -78 °C gekiihlt und anschliefsend
9.0 mL (1.6 M in Hexan; 13 mmol 1.3 Eq) n-BuLi-Losung
langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 30 min. bei
dieser Temp. geriihrt. Nach Zugabe von 2.9 g (9.3 mmol; 1.0 Eq) des Esters 117 wird die
Mischung noch 2.5 h gerithrt (DC Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt)

0.72). Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 30 mL ges. Ammoniumchlorid-Losung

OTBDMS

abgebrochen, die Phasen getrennt und die wéfrige Phase dreimal mit je ca. 20 mL Es-
sigester extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch
gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester 5:1 R¢(Produkt) 0.36).

Ausbeute: 2.0 g (8.8 mmol, 68 %; C1sH7NO2Si, M = 317.50 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

5 (ppm) = 7.38-7.29 (m, 3 H, CH,), 7.20-7.16 (m, 2 H, CH.,), 4.22 (d, J = 10.1 Hz,
1 H, CH,OTBDMS), 4.08 (d, J = 10.1 Hz, 1 H, CH,OTBDMS), 3.44 3.42 (m, 2 H,
COCH,CN), 1.51 (s, 3 H, PhCCH3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.01 (m, 6 H, Si(CHy)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 176.6 (COCH,CN), 139.3 (C), 129.3 (C'Ha,), 128.0 (C'Ha,), 126.4 (CHa,),
114.0 (CH,ON), 67.9 (CH,OTBDMS), 57.8 (PLCCH;), 29.3 (COCH,CN), 25.7 (OSiC(CHy)s),
21.3 (PhCCHjs;), 18.1 (OSiC(CHgz)s3), —5.7 (OSi(CHs)z), —5.7 (OSi(CHjs)s);

IR (Film): 7 = 2929 (s) em™!, 2856 (s), 2260 (w), 1726 (s), 1600 (w), 1496 (w), 1471 (m),
1389 (w), 1309 (w), 1257 (m), 1102 (s), 1030 (m), 837 (s), 779 (s), 701 (s);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 318 (100) [MH*] , 186 (88) [MH* — OTBDMS];

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 340.1731 (100) [M + Na*] (C1sHy;NNaO,Si: 331.1709).
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Toluol-4-sulfonsdure-1-[2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-1-methyl-1-
phenylethyl]-2-cyanovinylester
81

In einem ausgeheizten 50 mL Rundkolben werden unter Ar-
gonatmosphére 1.8 g (5.7 mmol; 1.0 Eq) des Ketonitrils 80

und 2.1 g (6.4 mmol; 1.2 Eq) p-Toluolsulfonsdureanhydrid in

30 mL trockenem Dichlormethan gelost, auf 0 °C gekiihlt und N
anschliefend mit 1.2 mL (8.5 mmol; 1.5 Eq) Triethylamin
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei dieser Temp.
geriihrt (DC Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt)
0.72). Man bricht die Reaktion durch Zugabe von ca. 15 mL

Wasser ab, trennt die Phasen und extrahiert die wafsrige Phase dreimal mit je ca. 10 mL

Dichlormethan. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gerei-
nigt (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.36). Das Produkt wird als (F)/(Z)-

[somerengemisch im Verhéltnis 1:5 erhalten.
Ausbeute: 2.6 g (5.5 mmol, 93 %; CasH33NO,SSi, M = 471.68 g/mol);

Die vollstindige Zuordnung der Signale im 'H- bzw. 3C-NMR-Spektrum ist auf Grund

der Uberlagerung der Signale, vor allem im aromatischen Bereich, nicht maglich.

Z-Isomer:

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.71 (d, 2 H, H2"), 7.24 (m., 1 H, H3"), 7.25-7.30 (m, 3 H, H2 — H4"),
5.54 (s, 1 H, H2), 3.88 (d, J = 10.2 (9.9) Hz, 1 H, H2'), 3.74 (d, J = 10.2 (9.9) Hz, 1 H,
H2'),2.41 (s, 3 H, SO3PhCH3), 1.52 (s, 3 H, CI'CHy), 0.84 (s, 9 H, SiC(CHs)s), —0.04
(s, 6 H, Si(CHj3)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 169.7 (C1), 145.4 (C4™), 140.1 (C1"), 133.4 (C1"), 129.7 (C3"), 128.4 (C3"),
128.2 (C2"), 127.5 (C4"), 127.3 (C2"), 114.4 (CN), 93.0 (C2), 68.5 (C2'), 51.3 (C1), 25.7
(SIC(CHsy)s), 21.7 (SOsPhCHy), 21.5 (CI'CHy), 18.1 (OSiC(CHs)s), —5.8 (OSi(CHy)s);

E-Isomer:

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 7.56 (d, 2 H, H2") 7.24 (m,, 1 H, H3"), 7.26-7.17 (m, 3 H, H2 — H4"), 5.82
(s, 1 H, H2), 4.09 (d, J = 10.2 (9.9) Hz, 1 H, H2'), 3.77 (d, J = 10.2 (9.9) Hz, 1 H,
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H2'),2.45 (s, 3 H, SO3PhCH;), 1.59 (s, 3 H, CI'CH;), 0.85 (s, 9 H, SiC(CHy)s), —0.04
(S, 6 H, Sl(CHg)Q),

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 171.0 (C'1), 146.2 (C4™), 141.3 (C1"), 132.1 (C1™), 130.0 (C'3"), 128.5 (C'3"),

128.1 (C2"), 127.4 (C4"), 126.8 (C2"), 114.0 (CN), 88.2 (C'2), 68.1 (C2'), 52.3 (C'1'), 25.3

(SiC(CHsy)3), 22.8 (C1’CHj), 21.7 (SO,PhCH3), 18.2 (OSiC(CHs)s), —5.7 (OSi(CHgz)s);
)

IR (Film): 7 = 3069 (w) em™!, 2927 (s), 2854 (s), 2227 (m), 1639 (m), 1597 (m), 1471
(m), 1384 (s), 1292 (w), 1257 (m), 1192 (s), 1179 (s), 1111 (s), 1060 (s), 837 (s), 777 (s),
702 (s), 683 (s),549 (s);

MS (CL Isobutan): m/z (%)= 472 (100) [MH*] , 340 (28) [MH* — OTBDMS], 302 (8)
[IMH" — OTos];

Ca5H33NO,4SSi: ber.: C 63.92, H 7.05, N 2.97, S 6.80; gef.: C 63.92, H 7.19, N 3.08, S
6.22.

3-Amino-5-[2-(tert-butyldimethylsilanyloxy)-1-methyl-1-phenylethyl]-1H-pyrrol-
2-carbosdureethylester
82

In einem ausgeheizten 50 mlL Schlenkkolben wird
aus 200 mg (8.6 mmol; 3.5 Eq) Natrium in 8 mL
abs. Ethanol Natriumethanolat frisch hergestellt.

Zu dieser Losung wird eine Mischung aus 500 mg

(2.4 mmol; 1.0 Eq) Diethylaminomalonat Hydro-

chlorid und 500 mg (2.4 mmol; 1.0 Eq) des Enolats 81 in 2 mL Ethanol langsam
zugetropft (Das Hydrochlorid 16st sich evtl. nicht vollstdndig. Zur Verbesserung der
Loslichkeit kann man das gleiche Volumen abs. THF zugeben). Die Reaktionsmischung
wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Anschliefsend wird das Losungsmittel bei Raumtemp.
i. Vak. entfernt. Nach Zugabe von je 5 mL Wasser und Essigester wird die org. Phase ab-
getrennt und {iber Natriumsulfat getrocknet. Sdulenchromatographie an Kieselgel liefert

das Produkt als farbloses Ol (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.30).
Ausbeute: 280 mg (0.70 mmol, 29 %; CyoH34N203Si, M = 402.60 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

5 (ppm) = 9.58 (bs, 1 H, NH), 7.31-7.17 (m, 5 H, CHa,), 5.93 (d, J = 2.3 Hz, 1 H,
CHpy,), 4.28 (dq, J = 2.2, 7.1 Hz, 2 H, COOCH,CHj), 4.07 (d, J = 10.0 Hz, 1 H,
CH,OTBDMS), 3.81 (d, J = 10.0 Hz, 1 H, CH,OTBDMS), 1.52 (s, 3 H, PhCCHS),
0.84 (s, 9 H, SiC(CHz)s), 0.01 (s, 3 H, SiCHz), —0.09 (s, 3 H, SiCHs);
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BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 166.6 (COCH,CHj), 144.3 ((Cq)pheny1), 143.0 (CHCNH), 140.1 ((Cy)py:),
128.2 (0—CHy,), 127.0 (m—CHa,), 126.8 (p—CHa,), 109.6 ((Cy)py), 101.4 (CHpyy),
71.6 (CH,OTBDMS), 60.1 (COOCH,CHj), 44.8 (PhCCHa), 25.7 (OSiC(CHs)y), 24.4
(PhCCHj3), 18.1 (OSiC(CHj)s), 16.1 (COOCH,CHjs), —5.7 (OSi(CHgz)z), —5.9 (OSi(CHs)s);

IR (Film): & = 3427 em~" (s), 3367(w), 2927 (s), 2854 (s), 1674 (s), 1608 (s), 1564 (s),
1494 (s), 1470 (m), 1445 (m), 1387 (s), 1367 (m), 1340 (m), 1294 (w), 1273 (s), 1259 (s),
1198 (w), 1179 (s), 1111 (s), 1058 (s), 838 (s), 779 (s), 698 (s);

MS (EI): m/z (%)=402 (27) [M*], 299 (11), 257 (100), 211 (14);
)

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 403 (100) [MH"] , 357 (18), 257 (21);

HRMS (EI): m/z (%)=403.23372 (100) [M*] (Ca2Hs4N2O3Si: 403.23389):

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)=403.2471 (100) [M + H*] (CayHs5N,05Si: 403.2411),
425.2240 (43) [M 4 Nat] (CyoH34NoNaOsSi: 425.2231).

5-[2-(tert-Butyldimethylsilanyloxy)-1-methyl-1-phenylethyl]-3-ureido-1H-pyrrol-
2-carbonsiureethylester
87

In einem 10 mL Rundkolben werden 70 mg (0.17
mmol; 1.0 Eq) des Aminopyrrols 82 in 3 mL Me-
thanol gel6st und mit 25 mg Trimethylsilylisocya-

nat versetzt und 12 h bei Raumtemp. geriihrt. Die

fliichtigen Komponenten werden i. Vak. ohne FEr-

NH,

warmen entfernt und das Rohprodukt iiber eine
kurze Kieselgelsiaule eluiert (LM Cyclohexan:Essigester 1:1, R¢(Produkt) 0.40).

Ausbeute: 73 mg (0.17 mmol, 99 %; Ca3H35N30,4Si, M = 445.63 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CD30D, Referenz: CD30D):

0 (ppm) = 7.32-7.18 (m, 5 H, CHy,), 6.68 (s, 1 H, CHpy,), 4.32 (q, J = 7.3 Hz, 1 H,
COOCH,CHy), 4.17 (d, J = 11.0 Hz, 1 H, CH,OH), 3.98 (d, J = 11.0 Hz, 1 H, CH,OH),
1.63 (s, 3 H, PhCCH3), 1.35 (t, J = 7.3 Hz, 1 H, CH3CH,0), 0.87 (s, 9 H, SiC(CHj3)3),
0.05 (s, 3 H, SiCH,), —0.05 (s, 3 H, SiCHz);

BC-NMR (75 MHz, CD30D, Referenz: CD30D):
§ (ppm) = 162.7 (C.,), 158.9 (Cy), 146.4 (C), 144.2 (C), 134.6 (Cy), 129.0 (0,m—CHay),
128.2 (0,m—CHa,), 127.5 (p—CHy,), 107.4 (Cy), 101.5 (CHpy,), 72.4 (CH,0), 60.7
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(CH,0), 46.4 (PhCCHy), 26.3 (OSiC(CHa)s), 24.6 (PhCCOHs), 19.0 (OSiC(CHy)s), 15.1
IR (Film): 7 = 3409 cm ™! (s), 3218 (w), 2929 (w), 2857 (w), 1708 (s), 1653 (s), 1586 (s),
1487 (m), 1445 (w), 1445 (w), 1387 (w), 1364 (w), 1346 (m), 1295 (w), 1255 (s), 1195
(m), 1111 (s), 1086 (s), 836 (s);

MS (EI): m/z (%)—445 (27) [M*], 388 (11), 300 (100), 257 (28), 211 (14), 157 (12);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)=446 (100) [M*], 403 (14), 300 (9), 119 (18);

HRMS (ED): m/7 (%)—445.23949 (100) [M*] (CasHasN5O4Si: 445.23969);

HRMS (ESI, MeOH): m/7 (%)=468.2255 (100) [M -+ Nat] (CasHsN3NaO,Si: 468.2289).

5-(2-Hydroxy-1-methyl-1-phenylethyl)-3-ureido-1H-pyrrole-2-
carbonsaureethylester

88

In einem ausgeheizten 10 mL Rundkolben werden 40 mg
(0.09 mmol; 1.0 Eq) des TBDMS-geschiitzten Pyrrols
87 in 3 mlL Tetrahydrofuran gelost und mit 1.0 mL
(1 M in Tetrahydrofuran; 1.0 mmol; 10 Eq) Tetrabutyl-

ammoniumfluorid-Losung in Tetrahydrofuran versetzt

und 12 h bei Raumtemp. geriihrt. Die fliichtigen Kom-
ponenten werden i. Vak. ohne Erwarmen entfernt und das Rohprodukt iiber eine kurze
Kieselgelséule eluiert (LM Cyclohexan:Essigester 1:10, R¢(Produkt) 0.30).

Ausbeute: 30 mg (0.04 mmol, 50 %; C17H9 N304, M = 331.37 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CD30D, Referenz: CD30D):

5 (ppm) = 7.35-7.20 (m, 5 H, CHy,), 6.66 (s, L H, CHpy,), 4.34 (q, J = 7.4 Hz, 1 H,
COOCH,CHs), 4.15 (d, J — 11.1 Hz, 1 H, CH,OH), 3.90 (d, J — 11.1 Hz, 1 H, CH,OH),
1.67 (s, 3 H, PhCCHy), 1.36 (t, J — 7.4 Hz, 1 H, CH3CH,0);

BC-NMR (75 MHz, CD30D, Referenz: CD30D):

§ (ppm) = 162.9 (Cy), 159.0 (Cy), 146.5 (C), 144.2 (C), 134.4 (Cy), 129.2 (0,m—CHay),
198.1 (0,m—CHa,), 127.5 (p—CHa,), 108.0 (Cy), 1017 (CHpy,), 70.7 (CH,0), 60.8
(CH,0), 46.5 (PhCCHj), 24.6 (PhCCHs), 15.0 (COOCH,CHs);

IR (Film): 7 — 3427 em~" (s), 3364 (w), 2928 (s), 2853 (s), 1675 (s), 1610 (s), 1564 (s),
1494 (s), 1472 (m), 1445 (m), 1384 (s), 1367 (m), 1344 (m), 1294 (w), 1273 (s), 1260 (s),
1201 (w), 1179 (s), 1114 (s), 1058 (s), 837 (s), 855 (s), 779 (s), 698 (s);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)=354.1417 (100) [M + Na+] (Ci7Ha N3NaOy: 354.1424).
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10.2.2.1.5 Derivate des tert-Butylpyrrols

Toluol-4-sulfonsiure-1-tert-butyl-2-cyanovinylester 118

Nach einer Literaturvorschrift?*’l werden in einem ausgeheizten 50 mL OTos

Rundkolben unter Argonatmosphére 0.9 g (7.5 mmol; 1.0 Eq) Piva- NC
loylacetonitril und 2.7 g (9.0 mmol; 1.2 Eq) Toluolsulfonsiureanhy-

drid in 20 mL trockenem Dichlormethan gelost, auf 0 °C gekiihlt und anschliefend
mit 1.2 mL Triethylamin (10 mmol; 1.5 Eq) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h
bei dieser Temp. geriihrt (DC Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt) 0.16,
R¢(Produkt) 0.44). Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 20 mL Wasser abgebrochen,
die Phasen getrennt und die wafsrige Phase dreimal mit je ca. 15 mL Dichlormethan ex-
trahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Ausbeute: 1.9 g (6.8 mmol, 90 %; C;4H17NO3S, M = 279.35 g/mol)

3-Amino-5-tert-butyl-1H-pyrrol-2-carbosdureethylester Hydrochlorid 83

Nach einer Literaturvorschrift!?*” wird in einem ausgeheiz-
ten 50 mlL Schlenkkolben aus 750 mg Natrium in 15 mL
abs. Ethanol Natriumethanolat frisch hergestellt. Zu dieser

NH;Cl

Losung wird eine Mischung aus 1.25 g (5.9 mmol; 1.2 Eq)
Diethylaminomalonat Hydrochlorid und 1.4 g (5 mmol; 1.0 Eq) des Enolats 118 in
15 mL Ethanol langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemp.
geriihrt. Anschliefend wird das Losungsmittel bei Raumtemp. i. Vak. entfernt. Nach Zu-
gabe von je 50 mL Wasser und Essigester, wird die org. Phase abgetrennt und iiber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wird eingeengt und mit einem Tropfen konz.
Salzsdure angesduert. Das Produkt fallt kristallin aus (LM Cyclohexan:Essigester 5:1,
Re(Edukt) 0.44, R¢(Produkt) 0.24).

Ausbeute: 0.45 g (15 mmol, 30 %; C1;H19CIN2Og, M = 246.73 g/mol);
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur?7 {iberein.

"H-NMR (300 MHz, (CD3),SO, Referenz: (CD3)2S0):

d (ppm) = 9.99 (bs, 1 H, NH), 5.32 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, CHpy,), 4.94 (bs, 2 H, NH,),
417 (q, J = 7.1 Hz, 2 H, COOCH,CHy), 1.26 (t, J — 7.1 Hz, 3 H, COOCH2CH3), 1.19
(s, 9 H, C(CH3)s);



10.2.2 FEinzelvorschriften 221

BC-NMR (75 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2S0):
5 (ppm) = 160.9 (COOEY), 147.9 (Cy), 143.0 (Cy), 103.7 (Cy), 94.2 (CHpyy), 58.1
(COOCH,CHy), 31.5 (C(CHy)s), 29.7 (C(CHy)s), 14.9 (COOCH,CHy).

5-tert-Butyl-3-(2,2,2-trichlorethoxycarbonylamino)-1H-pyrrol-2-
carbonsaureethylester
119

0.20 g (0.95 mmol; 1.0 Eq) des Pyrrol Hydrochlorids 83 und g 0
0.24 g (2.9 mmol; 3.0 Eq) Natriumhydrogencarbonat werden \ o >~

unter Argonatmosphére in 5 mL abs. Dichlormethan suspen-

diert und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefend werden 0.15 mL NH
(1.1 mmol; 1.2 Eq) TrocCl in 1 mL abs. Dichlormethan lang- O:<O CCly

sam zugetropft. Nach 12 h Riithren bei Raumtemp. werden

20 mL ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung zugegeben, die org. Phase abgetrennt und
die wafrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Saulen-
chromatographie an Kieselgel liefert das Produkt als braunliche Kristalle (LM Cyclohe-
xan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.24).

Ausbeute: 0.29 g (2.3 mmol, 78 %; C1,H19CI3N,O4, M = 385.67 g/mol);
Schmp. = 173°C;

'"H-NMR (300 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2SO):

d (ppm) = 11.20 (bs, 1 H, NH,), 8.87 (bs, 1 H, NHTroc), 6.32 (s, 2 H, CHpy,), 4.93 (s,
2 H, NHCOCH,CCly), 4.28 (q, J = 7.1 Hz, 2 H, COOCH,CH3), 1.63 (t, J = 7.1 Hz,
3 H, COOCH,CHs), 1.26 (s, 9 H, C(CHs)s):

BC-NMR (75 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2S0):

5 (ppm) = 161.0 (Cy), 150.9 (Cy), 147.3 (Cy), 130.3 (Cy), 1074 (Cy), 97.1 (CHpy,),
95.7 (C), 73.6 (CH,CCly), 59.6 (COOCH,CHy), 31.7 (C(CHs)s), 20.6 (C(CHy)s), 145
(COOCH,CHy)

IR (Film): 7 = 3411 em~" (s), 3327(s), 2962 (m), 2908 (w), 1754 (s), 1659 (s), 1598 (s),
1532 (m), 1503 (m), 1450 (m), 1284 (s), 1212 (m), 1197 (m), 1132 (m), 1084 (m), 1044
(w), 961 (w), 817 (s), 745 (m);
)

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)—407.0349 (100) [M 4 Na*] (C4Hy4C13N,NaO,: 407.0303).
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5-tert-Butyl-3-thioureido-1H-pyrrol-2-carbonsaureethylester 86

In einem 25 mL Rundkolben werden 220 mg (0.9 mmol;
1.0 Eq) des Pyrrol Hydrochlorids 83 und 140 mg (1.4 mmol;
1.5 Eq) Kaliumthiocyanat mit 5 mL Tetrahydrofuran ver-
setzt und 12 h unter Riickflufs zum Sieden erhitzt. Nach Ab-

kiihlen auf Raumtemp. wird die Reaktionsmischung mit je

5 mL Wasser und Essigester versetzt, die Phasen getrennt

und die wakrige Phase noch dreimal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten org. Pha-
sen werden mit 1 N Salzsdure und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, iiber Natrium-
sulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Produkt bleibt als gelber

Feststoff zurtick.
Ausbeute: 153 mg (0.84 mmol, 60 %; C12H19N30,S, M = 269.36 g/mol);
Schmp. = 187°C;

'"H-NMR (300 MHz, (CD3),SO, Referenz: (CD3)2S0):

0 (ppm) = 11.08 (bs, 1 H, NH ), 9.32 (bs, 1 H, NHCSNH,), 7.79 (bs, 2 H, CSNH,),
6.75 (s, 2 H, CHpy,), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2 H, OCH,CHy), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3 H,
OCyx2CH3), 1.25 (s, 9 H, C(CH3)3);

BC-NMR (75 MHz, (CD3),SO, Referenz: (CD3),SO):
§ (ppm) = 219.0 (NHCSNHy), 179.9.0 (Cy), 160.6 (Cy), 146.4 (Cy), 108.1 (C,,), 98.9
(CHpyy), 59.4 (OCH,CH;), 31.7 (C(CHs)s), 29.6 (C(CHs)s), 14.6 (OCH,CHs)

IR (KBr): # — 3434 em~" (m), 3299 (s), 3137 (m), 2960 (m), 2058 (w), 1663 (s), 1617
(s), 1581 (s), 1529 (m), 1488 (m), 1467 (w), 1368 (m), 1338 (w), 1282 (s), 1210 (m), 1135
(m), 1105 (m), 1060 (m), 1018 (w), 813 (w), 754 (w);

MS (EL): m/z (%)=269 (55) [M*], 252 (22), 235 (54), 220 (100), 190 (43), 174 (88), 149
(31);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)=270 (100) [MH*], 236 (21);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 292.1066 (100) [M + Na*] (C12H1sN3NaO,Si: 292.1090).
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5-tert-Butyl-3-ureido-1H-pyrrol-2-carbonsaureethylester 85

In einem 25 mL Rundkolben werden 200 mg (0.95 mmol;
1.0 Eq) des Pyrrol Hydrochlorids 83 und 160 mg (2.00 mmol; \ o >

1.5 Eq) Kaliumisocyanat in 5 mlL Wasser gelost und mit

2.5 mL Essigsdure versetzt. Nach 12 h Riihren bei Raum- NH
. | o o=~

temp. wird der entstandene Niederschlag abfiltriert, mit kal- NH

2

tem Wasser gewaschen und anschliefsend gefriergetrocknet.
Das Produkt entsteht als weifier Feststoff.

Ausbeute: 128 mg (0.51 mmol, 53 %; C12H19N303, M = 253.30 g/mol);
Schmp. = 199-200 °C;

"H-NMR (300 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2SO):

5 (ppm) — 10.66 (bs, 1 H, NHa,), 8.31 (bs, 1 H, NHCONH,), 6.47 (d, J — 2.9 Hz, 1 H,
CHpy), 6.35 (bs, 2 I, NHCONH.,), 4.26 (q, J — 7.1 Hz, 2 H, OCH,CHy), 1.30 (¢, J —
7.1 Hz, 3 H, OCy2CH3), 1.24 (s, 9 H, C(CH3)3);

BC-NMR (75 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2S0):
5 (ppm) = 160.8 (Cy), 155.4 (NHCONH,), 146.9 (Cy), 134.0 (C), 105.3 (C.), 97.2
(CHpyy), 58.9 (OCH20H;), 31.6 (C(CHa)s), 29.7 (C(CHy)s), 14.8 (OCH,CHy):

IR (KBr): 7 — 3475 cm~" (m), 3357 (m), 3197 (m), 2064 (w), 2240 (w), 1697 (s), 1642
(s), 1586 (s), 1532 (m), 1491 (m), 1374 (w), 1343 (s), 1301 (m), 1218 (w), 1128 (w), 1097
(m), 804 (w), 771 (s);

MS (ED): m/z (%)—=253 (53) [M*], 210 (100), 195 (91), 175 (55), 149 (60), 121 (18);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)=254 (100) [MH™*], 237 (21), 211 (61), 119 (33);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)=276.1357 (100) [M + Na*] (C12HyoN3NaOs: 276.1319).
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10.2.2.2 Phenyl-Ligand

1-(3-Methoxyphenyl)ethan-1,2-diol 111

In einem 100 mL Kolben werden 7.0 g AD-mix « in je 25 mL Was- ™
ser und tert-Butanol gelost. Anschliefend wird die klare Losung

auf 0 °C abgekiihlt, wobei ein Teil der Salze wieder ausfillt. Dann

werden 0.8 g (6.0 mmol; 1.0 Eq) 3-Vinylanisol zugegeben und 12 h OH
bei 0 °C geriihrt. Bei dieser Temperatur werden dann 7.5 g Natrium- OH

sulfit zugegeben und anschliefsend 1 h bei Raumtemp. geriihrt (Zur vollstdndigen Losung
des Sulfits mufs u.U. noch etwas Wasser zugegeben werden). Die klare Losung wird mit
ca. 25 mL Essigester versetzt, die Phasen getrennt und die wéfrige Phase dreimal mit
je 30 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Reinigung erfolgt sdulenchroma-

tographisch (LM Cyclohexan:Essigester 2:1, R¢(Produkt) 0.30)
Ausbeute: 0.7 g (4.2 mmol, 70 %; CoH1203, M = 168.19 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, (CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.20-7.24 (m, 1 H, H,,), 6.93-6.90 (m, 2 H, H,,), 6.85 6.81 (m,, 1 H, H,,),
478 (dd, J = 3.6, 8.1 Hz, 1 H, H—1), 3.80 (s, 3 H, OCHy), 3.75 (dd, J — 3.6, 11.4 Hz,
1 H, H-2), 3.64 (dd, J = 8.1, 11.4 Hz, 1 H, H—2);

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein. 2?8l

10.2.2.2.1 Dimethylacetal-Route

2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd 98

Nach einer Literaturvorschrift’??”! werden in einem 500 mL Rundkolben OH

50 g (410 mmol; 2.5 Eq) 3-Hydroxybenzaldehyd (94) mit 200 mL Eises-

sig versetzt und bei 50 °C solange geriihrt, bis der Feststoff vollstandig

gelost ist. Anschliefsend wird die Reaktionsmischung auf 15 °C (Innen- CHO
thermometer!) abgekiihlt und dann 26 g (164 mmol; 1.0 Eq) Brom so Br
zugetropft, daf die Innentemperatur 17 °C nicht iibersteigt! Anschliefsend wird die Reak-
tionsmischung noch 12 h bei Raumtemp. geriihrt. Die fliichtigen Komponenten werden
ohne Erwérmen i. Vak. entfernt. Anschliefsend wird noch dreimal mit je 100 mL Cyclo-
hexan versetzt und das Losungsmittel ohne Erwdrmen i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt

wird aus Chloroform umbkristallisiert.
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Ausbeute: 20 g (98 mmol, 60 %; C;H5;BrOs, M = 201.02 g/mol);

Bezogen auf die Unterschufskomponente
Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!?6%

"H-NMR (500 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3),S0):
5 (ppm) = 10.20 (bs, 1 H, OH), 10.13 (s, 1 H, CHO), 7.56 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H3),
7.22 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, Hg), 7.03 (dd, J = 3.1, 8.7 Hz, 1 H, H,);

BC-NMR (125 MHz, (CD3)2SO, Referenz: (CD3)2SO):
5 (ppm) — 191.6 (CHO), 157.3 (Cs), 134.8 (Cs), 133.7 (C1), 123.5 (C4), 115.6 (Cs),
114.4 (Cy).

(4-Brom-3-dimethoxymethylphenoxy)tert-butyldimethylsilan 95

In einem 100 mL Rundkolben werden 1 g (5.0 mmol; 1.0 Eq) 2- OTBDMS
Brom-5-hydroxybenzaldehyd (98), 10 mL Trimethylorthoformiat,
stark saurer Ionenaustauscher und 30 mL Methanol 12 h unter

Riickflufs erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird vom Ionen- CH(OCHs),

austauscher abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Br

Das Rohprodukt wird in 20 mIL Dichlormethan gelést, mit 1.4 g (7.5 mmol; 1.5 Eq)
Imidazol versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefsend werden 0.92 g (6.2 mmol; 1.2 Eq)
TBDMSCI in 5 mL Dichlormethan langsam zugegeben. Nach 12 h Riihren bei Raum-
temp. werden ca. 10 mLL Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wéfrige Phase
dreimal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden
iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wird iiber eine kurze Kieselgelséule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt)
0.66).

Ausbeute: 1.3 g (2.0 mmol, 40 %; C15Ho5;BrO3Si, M = 361.35 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, (CDCl3, Referenz: TMS, intern):

6 (ppm) = 7.38 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, CH,), 7.09 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, CH,), 6.69 (dd,
J =3.0,8.6 Hz, 1 H, CHy,), 5.47 (s, 1 H, PhCH(OCHs)s), 3.37 (s, 6 H, CH(OCHS3)5),
0.97 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.18 (s, 6 H, Si(CHs)s);

BBC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 155.0 (Cy), 137.6 (C\), 133.4 (CHay), 121.9 (CHyy), 120.1 (CHa,), 114.0
(Cy), 102.7 (CH(OCHs),), 53.8 (CH(OCHj;)2), 25.8 (SiC(CHs)s), 18.2 (SiC(CHs)s),
—4.4 (Si(CHs)s);
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MS (EI): m/z (%)— 360 (38) [MH*], 329 (32), 303 (100), 273 (39), 257 (26), 215 (7);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 362(29) [MH™"], 329 (100);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 383.0182 (100) [M + Na*] (Cy5H,;BrNaO;Si: 383.0649).

(4-Allyl-3-dimethoxymethylphenoxy) tert-butyldimethylsilan 93

In einem ausgeheizten 25 mL Schlenkkolben werden unter Argonat- OTBDMS

mosphére 361 mg (1.0 mmol; 1.0 Eq) des Arylbromids 95 in 6 mL

trockenem Diethylether gelost, auf -78 °C gekiihlt und anschlie-

fend 0.70 mL (1.6 M in Hexan; 1.1 mmol; 1.1 Eq) n-BuLi-Losung CH(OCHs),
langsam zugegeben. Die Reaktionsmischung wird noch 2 h bei die-

ser Temp. geriihrt. Nach Zugabe von 242 mg (2.0 mmol; 2.0 Eq) Al- ’

lylbromid in 2 mL abs. Diethylether wird noch 12 h bei Raumtemp.

gerithrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 8 mL ges. Ammoniumchlorid-Losung
abgebrochen, die Phasen getrennt und die wéfrige Phase dreimal mit je ca. 10 mL Di-
ethylether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch
gereinigt (LM Toluol:Cyclohexan 1:1).

Ausbeute: 140 mg (0.45 mmol, 45 %; C13H3003Si, M = 322.51 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, (CDCl3, Referenz: TMS, intern):

0 (ppm) = 7.38 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, CH y,), 7.09 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, CH4,), 6.69 (dd,
J =3.0,8.6 Hz, 1 H, CHy,), 5.47 (s, 1 H, PhCH(OCHj)s), 3.37 (s, 6 H, CH(OCH3),),
0.97 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.18 (s, 6 H, Si(CHs)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 155.0 (Cy), 137.6 (Cy), 133.4 (CHay), 121.9 (CHy,), 120.1 (CHa,), 114.0
(Cy), 102.7 (CH(OCHj)y), 53.8 (CH(OCHs)s), 25.8 (SiC(CHy)s), 18.2 (SiC(CHs)s),
4.4 (Si(CHa)s):

IR (Film): 7 = 2958 (m) cm~t, 2930 (m), 2858 (m), 2827 (w), 1637 (w), 1608 (m), 1576
(w), 1494 (s), 1471 (w), 1362 (m), 1280 (s), 1254 (m), 1187 (m), 1166 (m), 1119 (w),
1080 (w), 1053 (s), 982 (s), 895 (s), 868 (s), 840 (s), 780 (s):

MS (EI): m/z (%)— 360 (38) [MH*], 329 (32), 303 (100), 273 (39), 257 (26), 215 (7);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 362(29) [MH™"], 329 (100);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 383.0182 (100) [M + Na*] (Cy5H,sBrNaO;Si: 383.0649).
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10.2.2.2.2 Einstieg iiber die Wittig-Reaktion

2-Brom-5-(tert-butyldimethylsilanyloxy)benzaldehyd 99

In einem ausgeheizten 25 mL Rundkolben werden unter Argonatmosphé- OTBDMS

re 1.0 g (4.5 mmol; 1.0 Eq) des 2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd (98) und

0.5 g (7.5 mmol; 1.5 Eq) Imidazol in 10 mL trockenem Dichlormethan ge-

16st und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefend werden 0.9 g (5.5 mmol; 1.1 Eq) CHO
Br

TBDMSCI in 5 mL Dichlormethan langsam mit einer Spritze zugegeben.
Nach 1 h Riihren (DC-Kontrolle, LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Edukt) 0.18) wer-
den ca. 10 mL Wasser zugegeben, die Phasen getrennt und die wafsrige Phase dreimal
mit je 10 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird iiber
eine kurze Kieselgelsaule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 40:1, R¢(Produkt) 0.45).

Ausbeute: 1.4 g (4.1 mmol, 90 %; C13H19BrO»Si, M = 315.28 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

0 (ppm) = 10.29 (s, 1 H, CHO), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, CH4,), 7.36 (d, J = 3.1 Hz,
1 H, CHa,), 6.96 (dd, J = 3.1, 8.6 Hz, 1 H, CHy,), 0.98 (s, 9 H, SiC(CHz)s), 0.21 (s,
6 H, Si(CHs)s);

BBC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 191.8 (CHO), 155.6 (C—5), 134.6 (CH — 3), 134.1 (C—1), 127.7 (CH — 4),
120.4 (CH — 6), 118.3 (C—2), 25.5 (SiC(CHa)3), 18.2 (SiC(CHs,)s), —4.5 (Si(CHs)a);

IR (Film): 7 = 2955 em~" (m), 2929 (m), 2858 (m), 1697 (s), 1589 (m), 1563 (w), 1468
(s), 1407 (w), 1386 (m), 1293 (s), 1269 (m), 1230 (w), 1163 (m), 1109 (w), 985 (m), 842
(s), 783 (m), 719 (w), 673 (w), 640 (w);

MS (EI): m/z (%)= 316 (23) [M*];
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 317 (100) [MH™];

HRMS (ESL, MeOH): m/z (%)= 369.0560 (100) [M + MeOH + Na*] (Cy4Hy3BrNaOsSi:
369.0492).
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(4-Brom-3-vinylphenoxy)tert-butyldimethylsilan 100

In einem ausgeheizten 250 mL Zweihalskolben werden unter Argonatmo- OTBDMS
sphére 11.0 g (30.0 mmol; 1.2 Eq) Triphenylmethylphosphoniumbromid
in 100 mL trockenem THF gelést und 19.0 mL n-Buli Losung (1.6 M in
Hexan, 30.0 mmol; 1.2 Eq) langsam zugetropft. Die dabei entstehende tief
rote Losung wird bei Raumtemp. 1 h geriihrt. Anschlieffend wird die Lo- Br

sung auf -78 °C abgekiihlt und 7.80 g (24.0 mmol; 1.0 Eq) des Aldehyds 99 in 20 mL
trockenem THEF langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wird {iber Nacht auf Raum-
temp. erwarmt, das gesamte Volumen des Losungsmittels mit Kieselgel absorbiert und
das restliche Losungsmittel i. Vak. bei Raumtemp. entfernt. Das Produkt wird iiber eine

kurze Kieselgelsdule eluiert (LM Cyclohexan:EE 9:1, R¢(Produkt) 0.8).
Ausbeute: 6.80 g (26.1 mmol, 87 %; C14Hy; BrOSi, M = 312.31 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) — 7.37 (d, J — 8.6 Hz, 1 H, CH—3), 7.02 (d, J — 2.9 Hz, 1 H, CH—6), 6.98
(dd, J — 10.9, 17.4 Hz, 1 H, PhCHCH,), 6.63 (dd, J — 2.9, 8.6 Hz, 1 H, CH—4), 5.64
(dd, J — 1.1, 17.4 Hz, 1 H, PhCHCH,), 5.34 (dd, J — 1.0, 10.9 Hz, 1 H, PhCHCH,),
0.98 (s, 9 H, SiC(CHsy)s), 0.20 (s, 6 H, Si(CHy)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 155.1 (C—5), 138.2 (C—1), 135.8 (CH), 133.4 (C'H), 121.2 (C—4), 118.2 (CH),
116.6 (PhCHCH,), 115.0 (C—2), 25.6 (SiC(CHy)s), 18.2 (SiC(CHy)s), —4.4 (Si(CHs)s):;

IR (Film): 7 = 2955 em~"! (m), 2029 (m), 2885 (m), 2857 (m), 1589 (m), 1560 (m), 1464
(5), 1413 (m), 1289 (s), 1259 (s), 1233 (m), 1172 (m), 1115 (w), 1026 (w), 962 (s), 840
(m), 781 (s), 698 (w), 670 (w);

MS (ED): m/z (%)= 312 (27) [M*];
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 313 (99) [MH*], 329 (100) [M* — OH];

C14H51BrOSi: ber.: C 53.67, H 6.76; gef.: C 54.04, H 7.13.
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1-[2-Brom-5-(tert-butyldimethylsilanyloxy)phenyl]ethan-1,2-diol 101

In einem 100 mL Kolben werden 7.0 g AD-mix « in je 25 mL Wasser OTBDMS

und tert-Butanol gelost. Anschlieftend wird die klare Losung auf

0 °C abgekiihlt, wobei ein Teil der Salze wieder ausfillt. Dann

werden 1.6 g (5.1 mmol; 1.0 Eq) des Alkens 100 zugegeben und OH
Br OH

12 h bei 0 °C geriihrt. Bei dieser Temperatur werden dann 7.5 g
Natriumsulfit zugegeben und anschlieftend 1 h bei Raumtemp. gertihrt (Zur vollstdndigen
Losung des Sulfits mufs u.U. noch etwas Wasser zugegeben werden). Die klare Losung
wird mit ca. 25 mL Essigester versetzt, die Phasen getrennt und die wifsrige Phase
dreimal mit je 30 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Reinigung erfolgt
séulenchromatographisch (LM Cyclohexan : Essigester 2:1, R¢(Produkt) 0.30)

Ausbeute: 1.2 g (3.6 mmol, 70 %; C14Ho3BrO3Si, M = 347.32 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

5 (ppm) — 7.33 (d, J — 8.6 Hz, 1 H, CH—3), 7.07 (d, J — 3.0 Hz, 1 H, CH—6), 6.64
(dd, J — 3.0, 8.6 Hz, 1 H, CH—4), 5.08 (dd, J — 2.9, 8.0 Hz, 1 H, PhC(OH) HCH,OH),
3.86 (dd, J — 8.1, 11.4 Hz, 1 H, PhCH(OH)CH,OH), 3.64 (dd, J — 3.0, 11.4 Hz, 1 H,
PLCH(OH)CH,0H), 0.96 (s, 9 H, SiC(CHs)s), 0.18 (s, 6 H, Si(CHs)s):

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

5 (ppm) = 155.4 (C—5), 140.5 (C—1), 133.2 (C—3), 121.0 (C—4), 119.6 (C—6), 112.8
(C—2), 73.4 (PhCH(OH)CH,OMH), 66.3 (PhCH(OH)CH,OH), 25.6 (SiC(CHs)s), 18.2
(SiC(CHs)s), —4.5 (Si(CHs)2);

IR (Film): # = 3372 em~" (br), 2928 (s), 2857 (s), 1661 (w), 1593 (m), 1569 (m), 1469
(s), 1288 (5), 1254 (s), 1163 (m), 1081 (m), 988 (m), 890 (m), 841 (s), 815 (m), 781 (s),
725 (w), 668 (w);

[]® = +20.9 (¢ = 0.9, CHyCl);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 348 (17) [MHT], 329 (100) [M* — OHJ;
HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 369.0554 (100) [M + Na*] (Cy4H,3BrNaO;Si: 369.0492);

Cl4H23BI'03SiZ ber.: C 4841, H 667, gef.: C 4869, H 7.03.
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1-(2-Bromo-5-hydroxyphenyl)ethan-1,2-diol 102

In einem 25 mL Rundkolben werden 500 mg (1.4 mmol; 1.0 Eq) OH

des Diols 101 in 10 mL Dichlormethan geldst, mit 2.2 mL (1 M in

Tetrahydrofuran; 2.2 mmol; 1.5 Eq) Tetrabutylammoniumfluorid-

Losung versetzt und 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktions- OH
mischung wird dreimal mit je 15 mL ges. Natriumchlorid-Losung Br OH
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Rohprodukt iiber eine kurze Kiesel-

gelsaule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 1:3, R¢(Produkt) 0.35).
Ausbeute: 500 mg (1.5 mmol, 51 %; CsHoBrO3, M = 233.06 g/mol);

Das Produkt ist mit Tetrabutylammoniumfluorid verunreinigt.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: CDCly):

§ (ppm) = 7.33 (d, J = 2.9 Hz, 1 H, CH,,), 7.23 (d, J — 8.6 Hz, 1 H, CH,,), 6.80 (dd,
J =29, 86 Hz, 1 H, CHy,), 5.05 (dd, J = 2.6, 7.1 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR),
3.86 (dd, J = 2.5, 11.8 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR), 3.62 (dd, J = 7.2, 11.6 Hz, 1 H,
PLCH(OH)CHH,OR);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 157.0 (Cy), 141.1 (Cy), 132.8 (CHay), 116.7 (CHy,), 116.0 (CHa,), 110.4
(C,), 74.2 (PhCH(OH)CH,OH), 65.5 (PhCH(OH)C'H,OH).

[4-Brom-3-(2,2-dimethyl-[1,3]dioxolan-4-yl)phenoxy] tert-butyldimethylsilan 97

In einem 50 mL Rundkolben werden 1 g (2.9 mmol; 1.0 Eq) des OTBDMS
Diols 101, 10 mL Trimethylorthoformiat, 10 mg p-Toluolsulfonsau-

re, 15 mL vorgetrocknetes Aceton und 15 mL 2,2-Dimethoxypropan

12 h unter Riickflufs erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. werden o)
0.5 g Kaliumcarbonat zugegeben und die Mischung noch 1 h geriihrt, Br O#
anschliefsend wird vom Feststoff abfiltriert und das Losungsmittel

i. Vak. entfernt. Sdulenchromatographie an Kielselgel liefert das Produkt als farbloses
Ol (LM Cyclohexan : Essigester 20:1, R¢(Produkt) 0.38).

Ausbeute: 560 mg (1.5 mmol, 51 %; C17;Hy7BrO3Si, M = 387.3 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, (CD3),CO, Referenz: (CD3),CO):

d (ppm) = 7.43 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, CHy,), 7.17 (d, J = 0.9, 3.0 Hz, 1 H, CH,,),
6.78 (dd, J = 0.5, 3.0, 8.6 Hz, 1 H, CHa,), 5.23 (dddd, J = 0.6, 1.0, 6.8, 6.6 Hz, 1 H,
PhCH(OR)CH,(OR)), 4.54 (dd, J — 6.6, 8.3 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR), 3.59 (dd,
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J = 6.8, 8.3 Hz, 1 H, PhACH(OH)CHH,OR), 1.52 (d, J = 0.7 Hz, 3 H, CCH3), 1.45 (d,
J = 0.7 Hz, 3 H, CCH3), 1.00 (s, 9 H, SiC(CHj3)3), 0.22 (s, 6 H, Si(CHj)s);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 156.3 (C), 142.1 (Cy), 134.1 (CHyy), 121.8 (CHay), 119.4 (CHa,), 112.7 (Cy),
110.4 (C), 77.3 (PLCH(OR)CH,OR), 70.9 (PhCH(OR)CH,OR), 26.6 (C(C'Hy)s), 25.9
(SiC(C'Hs)s), 25.6 (CCCOHy)s), 18.7 (SiC(CHs)s), —4.4 (Si(CHy)s), —4.4 (Si(CH)s):

IR (Film): # — 2930 em~" (m), 2858 (s), 1595 (m), 1568 (m), 1469 (s), 1407 (w), 1371
(w), 1288 (s), 1256 (s), 1171 (m), 1066 (s), 997 (s), 930 (m), 840 (s), 815 (m), 784 (s);

(] = +18.7 (¢ = 1.0, CH,Cly);
MS (EI): m/z (%)=387 (61) [M*], 329 (22), 273 (71), 192 (100), 72 (59);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 388 (27), 329 (100) [MHT].
4-Brom-3-(2,2-dimethyl-[1,3]dioxolan-4-yl)phenol 120

In einem 25 mL. Rundkolben werden 480 mg (0.98 mmol; 1.0 Eq) des OH

Acetals 97 werden in 10 mL Dichlormethan geldst, mit 1.5 mL (1 M

in Tetrahydrofuran; 1.5 mmol; 1.5 Eq) Tetrabutylammoniumfluorid-

Losung versetzt und 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionsmi- o)
schung wird dreimal mit je 15 mL ges. Natriumchlorid-Losung gewa- Br O7Q
schen, {iber Natriumsulfat getrocknet und das Rohprodukt iiber eine

kurze Kieselgelsdule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 1:1, R¢(Produkt) 0.15). Das

Produkt wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.
Ausbeute: 624 mg (1.5 mmol, 51 %; Cy1H13BrO3, M = 273.12 g/mol);
Das Produkt ist mit Tetrabutylammoniumfluorid verunreinigt.

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: CDCly):

5 (ppm) = 7.23 (d, J = 2.9 Hz, 1 H, CHy), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, CH,,), 7.12
(dd, J — 2.9, 8.6 Hz, 1 H, CHa,), 5.26 (d, J — 7.0 Hz, 1 H, PhCH(OR)CH,OR),
451 (dd, J = 6.8, 8.2 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR), 3.58 (dd, J — 7.2, 8.1 Hz, 1 H,
PLCH(OH)CHH,0R), 1.56 (s, 3 H, CHs), 1.48 (s, 3 H, CHy):

MS (EI): m/z (%)= 273 (15) [M*], 259 (22), 273 (71), 72 (100);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 274 (100) [MHT], 217 (99), 101 (55), 72 (51).
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4-[2-Brom-5-(3-phenylpropoxy)phenyl]-2,2-dimethyl-[1,3]dioxolan 121

In einem 50 mL Rundkolben werden 350 mg (0.90 mmol; 1.0 Eq) 0

des Phenols 120, 230 pL (2.0 mmol; 2.1 Eq) 1-Brom-3-phe- /\/\©
nylpropan und 350 mg (2.0 mmol; 2.1 Eq) Kaliumcarbonat in

15 mL Aceton 3 d unter Riickfluf erhitzt. Nach Abkiihlen auf

Raumtemp. wird vom Feststoff abfiltriert und das Losungsmittel Br O7Q

i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

gereinigt (LM Cyclohexan : Essigester 1:1, R¢(Produkt) 0.56).
Ausbeute: 268 mg (0.67 mmol, 70 %; CooHa3BrOs, M = 391.30 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: CDCly):

§ (ppm) = 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, CH,,), 7.27-7.13 (m, 5 H, CH,,), 7.12 (d, J =
3.1 Hz, 1 H, CH,,), 6.63 (dd, J = 3.1, 8.7 Hz, 1 H, CH,,), 5.26 (t, J = 6.8 Hz, 1 H,
CH(OR)CH,0R), 4.51 (dd, J = 6.6, 8.3 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR), 3.88 (m,, 2 H,
CH,OPh), 3.57 (dd, J = 7.2, 8.3 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,0R), 2.72 (t, J = 7.6 Hz,
1 H, CH,Ph), 2.07-1.98 (m, 2 H, CH,), 1.52 (s, 3 H, CHs), 1.45 (s, 3 H, CHj);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

0 (ppm) = 158.7 (C,), 141.41 (C,), 140.7 (C,), 133.1 (CH,,), 128.5 (CH,,), 128.4 (CH,,),
126.0 (CHy,), 115.2 (CH,, ), 113.2 (CH,,), 111.4 (C,), 109.8 (C), 76.8 (PhCH(OH)CH,OH),
70.4 (PhCH(OH)CH,OH), 67.1 (PhOCH,), 32.8 (PhCH,), 30.8 (PhCH>CH,), 26.4
(CHs), 25.6 (CHs);

MS (EI): m/z (%)= 386 (61) [M*], 329 (22), 273 (71), 192 (81), 72 (100);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 329 (100) [MH"];

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 413.0755 (100) [M + Na*] (CyoHy3BrNaOs: 413.0723).

1-[2-Brom-5-(3-phenylpropoxy)phenyl]ethan-1,2-diol 103

In einem 25 mL Rundkolben werden 250 mg (0.64 mmol; 1.0 Eq) 0

des Acetals 121 in 3 mL Methanol gel6st und mit 3 mL Trifluores- /\/\©
sigsaure versetzt. Nach 4 h Riihren bei Raumtemp. werden die

Trifluoressigsaure und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Saulen- OH

chromatographie an Kielselgel liefert das Produkt als farbloses Br OH
Ol (LM Cyclohexan : Essigester 1:1, R¢(Produkt) 0.38).

Ausbeute: 213 mg (0.61 mmol, 95 %; Cy7H;9BrO3Si, M = 351.23 g/mol);
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'"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: CDCly):

§ (ppm) = 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, CH,,), 7.27-7.13 (m, 5 H, CH,,), 7.12 (d, J =
3.1 Hz, 1 H, CH,), 6.63 (dd, J = 3.1, 8.7 Hz, 1 H, CHy,), 5.26 (t, J = 6.8 Hz, 1 H,
CH(OR)CH,0R), 4.51 (dd, J = 6.6, 8.3 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,0R), 3.88 (m,, 2 H,
CH,OPh), 3.57 (dd, J = 7.2, 8.3 Hz, 1 H, PhCH(OH)CHH,OR), 2.72 (t, J — 7.6 Hz,
1 H, CH,Ph), 2.07-1.98 (m, 2 H, CH>), 1.52 (s, 3 H, CHy), 1.45 (s, 3 H, CHy);

IBC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

d (ppm) = 158.7 (C), 141.41 (C), 140.7 (C), 133.1 (CH,,), 128.5 (CH,,), 128.4 (CH,,),
126.0 (CHy,), 115.2 (CH,, ), 113.2 (CH,,), 111.4 (C), 109.8 (Cy), 76.8 (PhCH(OH)CH,OH),
70.4 (PhCH(OH)CH,OH), 67.1 (PhOCH,), 32.8 (PhCH,), 30.8 (PhCHy;CH,), 26.4
(CHs), 25.6 (CHs);

IR (Film): 7 = 3296 cm~" (b), 3026 (m), 2927 (m), 2868 (m), 1601 (m), 1570 (m), 1463
(s), 1420 (w), 1388 (w), 1296 (s), 1229 (s), 1165 (m), 1092 (s), 1061 (s), 1041 (s), 995
(m), 797 (m), 743 (s), 697 (s);

HRMS (ESI, McOH): m/z (%)= 373.0421 (100) [M + Na*t] (C,7HyBrNaOs: 373.0410).

10.2.2.2.3 1,3-Dioxan-Route

4-Brom-3-[1,3]dioxan-2-yl-phenol 122

Nach einer Literaturvorschrift!?33 werden in einem 50 mL Rund- OH

kolben 1 g (5.0 mmol; 1.0 Eq) 2-Brom-5-hydroxybenzaldehyd (98),

1.9 mL (25.0 mmol; 5.0 Eq) 1,3-Propandiol und 30 mg p-Toluolsul- 0
fonséure in 20 mL Benzol und 4 mL THF 24 h unter Riickflufs erhitzt.

Nach Abkiihlen auf Raumtemp. werden 10 mL Wasser zugegeben, die Br O\j
wakrige Phase abgetrennt und dreimal mit Essigester extrahiert. Die

vereinigten org. Phasen werden mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird iiber
eine kurze Kieselgelsaule filtriert (LM Cyclohexan:Essigester 5:1, R¢(Produkt) 0.2).

Ausbeute: 1.45 g (5.0 mmol, 100 %; C;oH1;BrO3z, M = 259.10 g/mol);

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.?33l

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
5 (ppm) = 7.25 (d, J = 8.7 Hz, L H, H—3), 7.10 (d, J = 3.1 Hz, 1 H, H—6), 6.57 (dd, J =
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3.1,8.7 Hz, 1 H, H—4), 5.64 (s, 6 H, PhCH(OR),), 4.23-4.17 (m,, 2 H, PhCHOCH,),
4.01-3.92 (m, 2 H, PhCHOCH,), 2.26-2.10 (m, 1 H, OCH,CH,CH,0), 1.39 (m,, 1 H,
OCHQCHQCHQO),

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):
§ (ppm) = 155.5 (C—5), 137.7 (C—1), 133.4 (C—3), 118.0 (C—4), 115.2 (C—6), 112.0
(C—2), 100.8 (PhCH(OR)s), 67.6 (PhOCH,CH,), 25.6 ((OCH,),CH,).

2-[2-Brom-5-(3-phenylpropoxy)phenyl]-[1,3]dioxan 104

In einem 25 mL Rundkolben werden 259 mg (1.0 mmol; 1.0 Eq) o L

des Phenols 122, 230 pL (2.0 mmol; 1.5 Eq) 1-Brom-3-phenyl- /\/\©
propan und 350 mg (2.0 mmol; 2.0 Eq) Kaliumcarbonat in |

10 mL Aceton 12 h unter Riickfluf erhitzt. Nach Abkiihlen auf 5 0
Raumtemp. wird vom Feststoff abfiltriert und das Losungsmit- Br O\J

tel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatogra-
phisch gereinigt (LM Cyclohexan:Essigester 6:1, R¢(Produkt) 0.4).

Ausbeute: 245 mg (0.88 mmol, 88 %; C1gHyBrOs, M = 377.28 g/mol);

"H-NMR (500 MHz, CDCl;3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, H—3), 7.23 7.18 (m, 2 H, CH,), 7.16 (d, J =
3.1 Hz, 1 H, H—6), 7.13-7.08 (m, 3 H, CH,,), 6.67 (dd, J — 3.1, 8.8 Hz, 1 H, H—4), 5.63
(s, 6 H, PhCH(OR),), 4.18 (m,, 2 H, P\CHOCH>), 3.90 (m,, 2 H, PhCHOCHS,), 3.88
(t, J — 6.2 Hz, 2 H, PhOCH,CH,), 2.71 (¢, J — 7.4 Hz, 2 H, PhACH,CHy), 2.16 (m,, 1 H,
OCH,CH,CH,0), 2.00 (m,, 2 H, OCH,CH,CH,Ph), 1.48 (m,, 1 H, OCH,CH,CH,0):

BC-NMR (100 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 158.5 (C—5), 141.3 (C—1'), 138.1 (C—1), 133.1 (C—3), 128.4 (C—2', -3,

128.3 (C—2', —3'),125.9 (C—4'), 117.2 (C—4), 113.5 (C—6), 112.3 (C—2), 100.7 (PhCH(OR)s),
67.5 (CH,OR), 67.0 (PhOCH,CH,), 32.0 (PhCH5CHs), 30.7 (PhCH,CH,), 25.6 ((OCH;)o,CH,);

IR (Film): 7 = 3025 em~! (w), 2925 (m), 2851 (m), 1595 (m), 1573 (m), 1466 (s), 1426
(w), 1387 (s), 1296 (s), 1278 (m), 1233 (s), 1181 (s), 1148 (s), 1103 (s), 1004 (s), 946
(w), 857 (w), 815 (s), 748 (w), 700 (m);

MS (EI): m/z (%)= 377 (35) [M*], 118 (22), 273 (71), 91 (100);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 378 (100) [MH™], 303 (11), 257 (18), 157 (32), 87 (75);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 399.0622 (100) [M + Na*] (C19Ha; BrNaOs: 399.0566).
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2-[2-Allyl-5-(3-phenylpropoxy)-phenyl]-[1,3]dioxan 105

In einem ausgeheizten 50 mL Schlenkkolben werden unter Ar- o/\/ L

gonatmosphére 1.06 g (3.13 mmol; 1.00 Eq) des Arylbromids \O
104 in je 7 mL trockenem Diethylether und Tetrahydrofuran ge-
16st, auf -78 °C gekiihlt und anschliefend 2.8 mL n-BuLi-Losung
(1.6 M in Hexan; 4.20 mmol; 1.3 Eq) langsam zugegeben. Die Re-
aktionsmischung wird iiber 2 h auf -30 °C erwarmt. Nach Zugabe
von 1.50 g (1.05 mL; 12.5 mmol; 2.0 Eq) Allylbromid in 5 mL

abs. Tetrahydrofuran wird noch 12 h bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktion wird durch

Zugabe von ca. 20 mL ges. Ammoniumchlorid-Loésung abgebrochen, nach 30 min die or-
ganische Phasen abgetrennt und die wéfirige Phase dreimal mit je ca. 15 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt
(LM Cyclohexan:Essigester 5:1; R¢(Edukt) 0.5, R¢(Produkt) 0.5). Dabei wird eine nur
schwer trennbare Mischung aus Produkt und nicht umgesetzten Edukts erhalten. Laut
Integration des aromatischen Protons an C-1 ist das Verhéaltnis von Produkt zu Edukt

1:1.8. Die Mischung wird ohne weitere Trennung der Komponenten verwendet.
Ausbeute: 415 mg (1.23 mmol, 39 %; CyoHysO3, M = 338.44 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.31-7.25 (m, 2 H, CH,.), 7.23-7.15 (m, 4 H, CH,.), 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 1 H,
H—3), 6.74 (dd, J = 2.8, 8.4 Hz, 1 H, H—4), 597 (m,, 1 H, PhCH,CHCH,), 5.58 (s,
1 H, PhCH (OR)s), 5.07-4.96 (m, 2 H, PhCH,CHCH>), 4.27 4.21 (m, 2 H, PACHOCH,),
4.00-3.90 (m, 4 H), 3.44 (dt, J = 1.6, 6.4 Hz, 2 H, H—4), 2.80 (t, J = 7.4 Hz, 2 H,
PhCH,CH,), 2.22 (m,, 1 H, OCHy,CH,CH50), 2.09 (m,, 2 H, OCHy;CH,CH,Ph), 1.42
(m., 1 H, OCHy;CH,CH50);

IBC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) — 157.6 (C—4), 141.6 (C—1'), 137.8 (PhCH,CHCH,), 137.4 (C—2), 130.8
(C—6),128.5 (C—2, —3), 128.5 (C—2', —3'), 128.4 (C—2, —3), 128.3 (C—2', —3'), 125.8
(C—4'), 115.4 (C—5), 115.3 (CHy), 113.5 (C—3), 111.8 (C—1), 99.5 (PLCH(OR),), 67.5
(CH,0R), 67.4 (CH,OR), 67.0 (PhOCH;CH,), 36.0 (PhCH,CHCH,), 32.1 (PhCH,),
30.9 (PhCH,CHy), 25.7 ((OCHz)2CHs);

IR (Film): 7 = 3025 em™! (w), 2924 (m), 2850 (m), 1636 (w), 1610 (w), 1580 (w), 1498
(m), 1467 (m), 1453 (m), 1428 (m), 1379 (m), 1277 (s), 1236 (m), 1179 (m), 1148 (s),
1100 (s), 1040 (w), 1005 (s), 948 (w), 914 (w), 859 (m), 807 (m), 748 (w), 700 (m);
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MS (EI): m/z (%)= 338 (18) [M*], 298 (10), 264 (21), 146 (18), 118 (17), 91 (100);
MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 339 (88) [MH], 298 (11), 264 (29), 119 (12), 87 (100);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 361.1829 (100) [M + Na*] (CasHaosNaOs: 361.1774).
[2-[1,3]Dioxan-2-yl-4-(3-phenylpropoxy)phenyl]acetaldehyd 106

In einem 250 mL Rundkolben werden 3.25 g der Mischung aus
104 und 105 (0.74:1.0), entsprechend 1.78 g (5.26 mmol; 1.00 Eq)
105 und 2.42 g (10.5 mmol; 2.00 Eq) Kalium(meta)periodat in
96 mL THF und 32 mL Wasser gelost und mit ca. 2 mg Os-
miumtetroxid versetzt. Nach 12 h Rithren bei Raumtemp. (DC-

Kontrolle) wird von den Feststoffen abfiltriert und mit ca. 50 mL
ges. Natriumchlorid-Losung versetzt. Nach Abtrennen der org.
Phase wird die wéfirige Phase noch dreimal mit je 15 mL Essigester extrahiert, die
vereinigten org. Phasen tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Sdulenchromatographie an Kieselgel liefert das Produkt als farbloses Ol (LM
Cyclohexan:Essigester 3:1; R¢(Edukt) 0.5, R¢(Produkt) 0.3).

Ausbeute: 1.28 g (3.76 mmol, 72 %; CgHy4O4, M = 340.41 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 9.59 (t, J = 2.2 Hz, 1 H, CHO), 7.31-7.17 (m, 5 H, CH,,), 7.13 (d, J =
2.8 Hz, 1 H, H—3), 7.11 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H—6), 6.86 (dd, J = 2.8, 8.5 Hz, 1 H,
H—5), 5.4 (s, 1 H, PhCH(OR),), 4.23-4.18 (m, 2 H, PhCHOCH,), 3.99-3.87 (m, 4 H),
3.72 (d, J = 2.2 Hz, 2 H, PhCH,CHO), 2.80 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, PhCH,CH,), 2.28
2.15 (m, 1 H, OCH,CH,CH,0), 2.14-2.05 (m, 2 H, OCH,CH,CH,Ph), 1.44 (m,, 1 H,
OCH,CH,CH50);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 200.9 (CHO), 158.4 (C—5), 141.5 (C—1"), 138.6 (C—2), 132.7 (C—6), 128.5
(C—2',—3), 128.4 (C—2,—3), 125.9 (C—4), 122.4 (C—1), 115.3 (C—3,—5), 113.2
(C—3,-5),100.8 (PhLCH(OR),), 67.2 (CH,OCHPA), 66.8 (PhOCH,CH,), 47.2 (PhCH,CHO),
32.1 (PhCH,CHCH,), 30.8 (PhCH,CHy), 25.5 ((OCH,),CHy);

IR (KBr): # = 3026 cm~" (w), 2963 (m), 2940 (m), 2857 (m), 2817 (m), 2723 (w), 1715
(s), 1703 (m), 1610 (m), 1579 (m), 1502 (s), 1470 (w), 1453 (w), 1430 (w), 1390 (m),
1298 (w), 1279 (m), 1239 (m), 1190 (m), 1152 (w), 1118 (m), 1087 (s), 1045 (s), 1013
(s), 964 (w), 925 (w), 878 (w), 859 (m), 820 (m), 764 (w), 722 (w), 702 (w);
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MS (EI): m/z (%)= 340 (15) [M*], 312 (48), 297 (45), 253 (12), 293 (14), 135 (15), 119
(14), 91 (100);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)= 341 (100) [MH*], 327 (22), 283 (33), 265 (45), 199 (5),
119 (68), 91 (38):

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 363.1582 (100) [M + Na*] (CaHayNaO,: 363.1567).

2-[2-[1,3]Dioxan-2-yl-4-(3-phenylpropoxy)phenyl]ethanol 107

In einem 250 mL Rundkolben werden 1.28 g (3.76 mmol; 1.00 Eq) 0 U

des Aldehyds 106 in 40 mL Methanol gelost, auf 0 °C gekiihlt /\/\O
und portionsweise mit 0.28 g (7.6 mmol; 2.00 Eq) Natrium-
borhydrid versetzt. Nach 30 min. ist die Gasentwicklung be-
endet und das Startmaterial verschwunden (DC-Kontrolle: LM
Cyclohexan:Essigester 3:1; Re(Edukt) 0.32). Nach Zugabe von

ca. 25 mL ges. Ammoniumchlorid-Lésung und 25 mL Essigester

OH

wird die org. Phase abgetrennt und die wéifsrige Phase noch dreimal mit je 15 mL Essige-
ster extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen iiber Natriumsulfat wird das
Losungsmittel i. Vak. entfernt (LM Cyclohexan:Essigester 1:3, Re(Produkt) 0.45). Das

farblose Ol ist ausreichend rein und wird ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Ausbeute: 1.27 g (3.71 mmol, 98 %; Co1HysO04, M = 342.43 g/mol);

MS (EI): m/z (%)=342 (29) [M*], 312 (22), 267 (19), 199 (39), 91 (100);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 365.1743 (100) [M 4+ Na™] (Co1HysNaOy: 365.1723).

tert-Butyl-2-[2-[1,3]dioxan-2-yl-4-(3-phenylpropoxy)phenyl]ethoxydiphenylsilan
108

In einem ausgeheizten 50 mL Schlenkkolben werden 1.27 g (3.71
mmol; 1.00 Eq) des Alkohols 107 und 0.50 g (7.4 mmol; 2.00 Eq)
Imidazol in 20 mL Dichlormethan gelost, auf 0 °C gekiihlt und
langsam mit 1.16 g (4.70 mmol; 1.20 Eq) TBDPSCl in 5 mL Di-

chlormethan versetzt. Nach 12 h Riihren bei Raumtemp. wird

die Reaktionsmischung mit 10 mL ges. Ammoniumchlorid-Lésung
versetzt und die Mischung wird noch 30 min. geriihrt. Nach OTBDPS

Abtrennen der org. Phase wird die wéfrige Phase noch dreimal mit je 5 mL Dichlor-
methan extrahiert. Sdulenchromatographie an Kieselgel (LM Cyclohexan:Essigester 5:1,
R¢(Produkt) 0.40) liefert das Produkt als farbloses Ol.
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Ausbeute: 0.43 g (0.73 mmol, 20 %; C37H4404Si, M = 580.83 g/mol);

"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 7.65-7.61 (m, 4 H, CH,,), 7.43 7.17 (m, 11 H, CH,), 7.22 7.17 (m, 4 H,
CH,), 715 (d, J = 2.8 Hz, 1 H, H—3), 7.00 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H—6), 6.77 (dd,
J =28, 84 Hz, 1 H, H-5), 551 (s, 1 H, P\CH(OR),), 4.12 (m,, 2 H, P\CHOCHS),
3.94 (t, J = 6.2 Hz, 2 H, PhOCH,CH,), 3.84 3.73 (m, 4 H), 2.93 (t, J = 7.5 Hz, 2 H,
PhCH,CH,OTBDPS), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, PhCH,CH,OTBDPS), 2.22-1.99 (m,
3 H), 1.32 (m,, 1 H, OCH,CH,CH,0), 1.05 (s, 9 H, SiC(CHy)s):

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 157.7 (Cy), 141.7 (Cy), 137.9 (Cy), 135.7 (Cy), 135.6 (CH,y), 133.4 (C), 128.5
(CHa), 128.4 (CH,), 128.4 (CH,), 127.7 (CHy), 127.6 (CHa), 125.9 (CHa), 115.3
(CHa), 113.2 (CH..), 99.5 (PhCH(OR),), 67.3 (CH,OCHPh), 66.8 (PhOCH,CH,), 65.4
(SIOCH,CH,), 35.1 (PhCH,CH,0Si), 32.2 (PhCH,CHCH,), 31.0 (PhCH;CHy), 26.9
(SiC(CHs)s), 25.5 ((OCHz)2CHy);

IR (Film): 7 = 3424 em~! (b), 3025 (w), 2952 (m), 2860 (m), 1782 (w), 1612 (m), 1580
(w), 1502 (s), 1469 (w), 1454 (w), 1429 (w), 1380 (w), 1277 (m), 1237 (m), 1201 (w),
1148 (m), 1092 (s), 1040 (s), 1007 (s), 948 (w), 928 (w), 860 (s), 815 (w), 737 (m), 701
(W);

MS (EI): m/z (%)=580 (5) [M*], 523 (10), 267 (100), 199 (22), 135 (8), 91 (29);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)=581 (20) [MH*], 505 (11), 325 (29), 267 (100), 199 (42),
91 (68);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 603.2914 (100) [M + Na*] (CsyH.4NaO,Si: 603.2901).

2-[2-(tert-Butyldiphenylsilanyloxy)-ethyl]-5-(3-phenylpropoxy)benzaldehyd 89

In einem 25 mL Rundkolben werden 120 mg (0.21 mmol; 1.00 Eq) o "7
des Acetals 108 in 5 mlL Tetrahydrofuran gelost, mit 2 mL \O
2 N Salzsdure versetzt und 4 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach

Zugabe von 3 mL ges. Natriumchlorid-Lésung werden die Pha- 9

sen getrennt, die org. Phase zweimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat-

Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat wird das

Losungsmittel i. Vak. entfernt. Sdulenchromatographie an Kie- OTBDPS
selgel liefert das Produkt als farbloses Ol (LM Cyclohexan:Essigester 8:1, R¢(Produkt)

0.44).

Ausbeute: 35 mg (0.06 mmol, 30 %; C34H3503S1, M = 522.75 g/mol);
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"H-NMR (300 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

§ (ppm) = 10.14 (s, 1 H, PhCHO), 7.53-7.50 (m, 4 H, CH,,), 7.43-7.17 (m, 12 H, CH,,),
715 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H-3), 7.05 (dd, J = 2.8, 8.4 Hz, 1 H, H—4), 4.00 (t, J =
6.3 Hz, 2 H, PhOCH,CH,), 3.82 (t, J = 6.5 Hz, 2 H, PhCH,CH,OTBDPS), 3.19 (t,
J = 6.5 Hz, 2 H, PhCH,CH,OTBDPS), 2.16-2.07 (m, 3 H), 2.22-1.99 (m, 3 H), 0.98
(s, 9 H, SiC(CH3)3);

BC-NMR (75 MHz, CDCl3, Referenz: TMS, intern):

6 (ppm) = 191.7 (CHO), 157.9 (C,), 141.3 (C,), 135.5 (CH,,), 135.1 (C,), 134.3
(Cy), 133.4 (CH,,), 133.2 (Cy), 128.5 (CH,,), 128.4 (CH,,), 127.7 (CH,,), 127.6 (CH,,),
125.9 (CH,,), 115.3 (CH,,), 113.2 (CH,,), 99.5 (PhCH(OR),), 67.3 (CH,OCHPh), 66.8
(PhOCH,CHy), 65.4 (SSIOCH,CH,), 35.1 (PhCH,CH,08Si), 32.2 (PhCH,CHCHs), 31.0
(PhCH,CH,), 26.9 (SiC(CHs)s), 25.5 ((OCH,),CH,);

MS (EI): m/z (%)=522 (2) [M*], 465 (71), 360 (55), 345 (62), 199 (68), 135 (15), 91
(100);

MS (CI, Isobutan): m/z (%)=522 (18) [MH*], 465 (11), 445 (8), 267 (100), 199 (42), 69
(31);

HRMS (ESI, MeOH): m/z (%)= 545.2497 (100) [M + Na*] (C3;H3sNaSiOs: 545.2482).
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10.3 Test der biologischen Aktivitat

10.3.1 ELISA
10.3.1.1 Materialien und Lésungen
Folgende Materialien und Losungen wurden verwendet:

Pufferlésungen

Nr. Puffer Einwaage auf 1 L bidest. Wasser
1 PBS-Puffer 8.00 g Natriumchlorid
0.20 g Kaliumchlorid

0.20 g Kaliumdihydrogenphosphat
1.44 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
mit Kaliumdihydrogenphosphat auf pH 7.2 eingestellt

2 PBSE-Puffer wie PBS-Puffer
100 mg Thimerosal

3  PBSET-Puffer wie PBSE-Puffer
500 pL Tween 20

4 Carbonat-Puffer 1.59 g Natriumcarbonat
2.52 g Natriumhydrogencarbonat
100 mg Thimerosal

mit Natriumcarbonat auf pH 9.5 eingestellt

5  Citrat-Puffer 29.41 g Trinatriumcitrat Dihydrat
480.33 g Citronensaure
mit 2.5 M Citronensaure auf pH 4.5 eingestellt
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Inhibitorlésungen

Die zu untersuchenden Losungen wurden im entsprechenden Volumen bidest. Wasser

gelost
Nr. Verbindung Volumen Konzentration auf der ELISA-Platte
1 9mg 88 3 mL 2.5 mM
Bakterien

Bakterien des Stammes E. coli (HB101, pPKl4) wurden auf mit Ampicillin versetzten
Agarplatten iiber Nacht vermehrt. Am néachsten Tag wurden 50 bis 100 mg Bakterien-
kultur abgestrichen und in ca. 10 mL PBS-Puffer suspendiert. Diese Suspension wurde
zentrifugiert, der Puffer abdekantiert und der Riickstand wieder so in PBS-Puffer aufge-
nommen, daft 1 mg Feuchtgewicht der Bakterienkultur in 1 mL. PBS-Puffer suspendiert

war. Fiir den Test wurde diese Suspension noch einmal 1:20 mit PBS-Puffer verdiinnt.

Antikorper

Wihrend des Tests wurden zwei AK verwendet. Bei dem zuerst eingesetzten Antikérper
handelt es sich um einen polyklonalen, aus Kaninchen gewonnenen Antikorper, der die
von den Bakterien exprimierten Fimbrien erkennt und bindet. Dieser Antikorper wird zur
Verwendung im Test 1:1 000 in mit 2 % Magermilchpulver (w/v) versetztem PBSE-Puffer
verdiinnt. Der zweite flir den Test benotigte Antikorper kann den ersten Antikorper
binden und ist peroxidasekonjugiert. Dieser Antikorper ist ebenfalls polyklonal und wird
zunéchst aus Ziegen gewonnen und spéter peroxidasekonjugiert. Im ELISA wurde dieser
Antikérper in einer Verdiinnung von 1:4 000, ebenfalls in 2 % Magermilchpulver (w/v)
in PBSE-Puffer, eingesetzt.

10.3.1.2 Arbeitsschritte im ELISA

1) Coaten der Mikrotiterplatten mit Hefemannan durch Befiillen der Wells mit
je 100 pL Mannanlésung (1 mg/mL in Carbonatpuffer mit Thimerosal, kein
Azid!) und Trocknen iiber Nacht bei 37 °C.

) 1x mit 150 uL. PBSE waschen.

) Blocken mit 150 uL. Magermilch (der Firma Uelzena) in PBSE.
4)  1x mit 150 L. PBSE waschen.

) Je 50 pL. PBSE in die Wells pipettieren.

)

50 pL Inhibitorlosung zupipettieren, serienweise 1:2 verdiinnen.
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7) 50 uL Bakterienlosung (10 mg Feuchtgewicht/ml, 1x in PBSE gewaschen, 1:20

verdiinnt) zupipettieren.
8) 1 h bei 37 °C inkubieren.
9) 4x mit PBSE waschen.
10) 50 wL Losung des 1. Antikérpers (Verdiinnung 1:2000 in 2% MM/PBSE)

zugeben.
11) 30 min bei 37 °C inkubieren.
12) 2x mit PBSET waschen.
13) 50 pL Losung des 2. Antikorpers (Verdiinnung 1:4000 in 2% MM /PBSE)

zupipettieren.

) 30 min bei 37 °C inkubieren.

) 3x mit PBSET waschen.
16) 1x mit PBSE waschen.

) 1x mit Substratpuffer (= Citratpuffer) waschen.

) 50 pL einer frisch angesetzten Losung aus ABTS (1 mg/mL) und HyO,
(25 pL/mL, 0.1 %) zupipettieren.
18) 30 min bei 37°C inkubieren.
19) Stoppen der Farbreaktion mit 50 pL 2 % Oxalsdure (in bidest. HyO).
20) Messen im ELISA-Reader bei 405 nm (Referenzfilter 490 nm).
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Anhang A: Abklirzungen

abs. absolut
ADME(T)  Absorption Distribution Metabolism Excretion (Toxicity)
Ar Aryl

Bn Benzyl

Boc tert-Butoxycarbonyl

¢ Konzentration

CI Chemische Ionisation (Massenspektrometrie)
const. konstant

CRD Carbohydrate Recognition Domain

d Tag

DC Diinnschichtchromatogramm

dem. demineralisiert

DMP 2,2-Dimethoxypropan

ee Enantiomereniiberschufs (enantiomeric excess)
EI Elektronische Ionisation (Massenspektrometrie)
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Eq.,eq. Aquivalent (equivalent)

ESI Electron Spray Ionisation

Et Ethyl

FEP Free Energy Perturbation

FT Fourier-Transformation

g Gramm

ges. gesattigt

h Stunde

IT Inhibitionstiter (mol/L)

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
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HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
IR Infrarot

kat. katalytisch

M Molmasse

M Molar (mol /L)

Man Mannose

MCSS Multi Copy Simultaneous Search

MD Molekiildynamik

Me Methyl

mg Milligramm

UE Mikrogramm

mL Milliliter

pul Mikroliter

min Minute

MS Massenspektrometrie

MSCS Multiple Solvent Crystal Soaking

N Normalitét

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Ph Phenyl

quant. quantitativ

R Rest

RIC relativer IC5o-Wert (bezogen auf Methylmannosid)
RIT relativer Inhibitionstiter (bezogen auf Methylmannosid)
Ry retention factor

RP Reversed Phase

Raumtemp. Raumtemperatur

SAR Struktur-Wirkungs-Beziehung (Structure Activity Relationship)
TBDMS tert-Butyldimethylsilyl

TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl

TMS Trimethylsilyl

TI Thermodynamic Integration

ToF Time of Flight

uv Ultraviolett

WW Wechselwirkung(en)



Anhang B: Ergebnisse der

MD-Simulationen

Hier sind fiir die Datentrajektorien, fiir die eine Aufstellung iiber die Durchschnittswerte

der Simulationen verfiigbar ist, aufgefiithrt. Im Falle eines vorzeitigen Abbruchs der Simu-

lation ist diese unter Umstdnden nicht berechnet worden. Die Zeitangaben (time) sind

in Femtosekunden. Falls nur eine Zeitangabe vorhanden ist, sind die Durchschnittswerte

auf Grund eines Simulationsabbruches nicht berechnet worden.

B.1 FimH-Mannose

B.1.1 1-Benzylpyrrol-Mischung

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Average
-12452.670
5309.758
-7142.912
338.788
245.260
73802.6
0.717

Average
-12151.507
5307.476
-6844.032
338.642
-197.646
78025.4
0.678

std. dev.
129.263
93.803
201.089
5.985
262.521
0.2

0.000

std. dev.
146.345
93.039
217.212
5.936
269.134
0.0

0.000

Lowest
-18471.625
0.162
-18470.325
0.010
-3497.510
73802.6
0.717

Lowest
-18402.492
0.208
-18400.854
0.013
-2630.049
78025.4
0.678

Highest

-12128.026 Kcals/mol

5496.888

Kcals/mol

-6933.067 Kcals/mol

350.728
1383.874
73802.6
0.717

Highest

degrees K
atm
A~3

grams/cc

-11863.048 Kcals/mol

5495.477

Kcals/mol

-6659.890 Kcals/mol

350.638
2500.835
78025.4
0.678

degrees K
atm
A~3

grams/cc
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Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -12083.035 133.758 -18119.128 -11781.292 Kcals/mol
Kinetic Energy 5308.503 93.602 0.227 5507.329 Kcals/mol
Total Energy -6774.532 204.724  -18117.319  -6596.128 Kcals/mol
Temperature 338.708 5.972 0.014 351.394 degrees K
Pressure -238.076 250.043  -3346.025 1502.599 atm
Volume 78840.6 0.0 78840.6 78840.6 A"3
Density 0.671 0.000 0.671 0.671 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -12350.850 134.074  -18462.029 -12061.596 Kcals/mol
Kinetic Energy 5312.409 93.467 0.041 5500.498 Kcals/mol
Total Energy -7038.441 206.1561  -18461.697 -6845.021 Kcals/mol
Temperature 338.957 5.964 0.003 350.958 degrees K
Pressure 95.227 263.246  -3184.536 1790.845 atm
Volume 75042.0 0.2 75042.0 75042.0 A~3
Density 0.705 0.000 0.705 0.705 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -12337.615 134.194  -18182.215 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 5311.039 94.014 0.587 6280.492 Kcals/mol
Total Energy -7026.576 204.207  -18177.591 5820.148 Kcals/mol
Temperature 338.870 5.999 0.037 400.725 degrees K
Pressure 68.753 266.736  -3988.933 1298.197 atm
Volume 75223.2 0.2 75223.2 75223.2 A"3
Density 0.703 0.000 0.703 0.703 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -12386.329 133.649  -18321.369 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 5311.952 93.339 0.567 6268.400 Kcals/mol
Total Energy -7074.377 204.069 -18316.928 5729.094 Kcals/mol
Temperature 338.928 5.955 0.036 399.954 degrees K
Pressure 164.985 279.456 -3448.501 2521.543 atm
Volume 74561.0 0.0 74561.0 74561.0 A~3
Density 0.709 0.000 0.709 0.709 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -11850.494 139.121 -17830.007 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 5304.192 93.034 0.594 6187.654 Kcals/mol
Total Energy -6546.301 208.668  -17825.427 5743.026 Kcals/mol
Temperature 338.433 5.936 0.038 394.802 degrees K
Pressure -405.709 239.093  -3047.394 1024.287 atm
Volume 83116.3 0.4 83116.3 83116.3 A~3
Density 0.636 0.000 0.636 0.636 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -12027.615 140.269  -18028.983  -11728.338 Kcals/mol
Kinetic Energy 5306.534 93.023 0.538 5508.793 Kcals/mol

Total Energy -6721.081 209.904  -18024.812 -6500.366 Kcals/mol
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Temperature
Pressure
Volume

Density

338.582
-322.022
79899.1
0.662

5.935
254.579
0.0
0.000

0.034
-2137.199
79899.1
0.662

351.487
2029.624
79899.1
0.662

degrees K
atm
A~3

grams/cc

B.1.2 1-Benzylpyrrol-Mischung — 2. Simulation

time 450000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 450000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 450000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 450000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-12716.426
5319.029
-7397.397
338.993
769.069
70866.9
0.747

Average
-12669.061
5319.452
-7349.609
339.020
642.660
71510.6
0.740

Average
-12492.201
5318.839
-7173.363
338.980
284.068
73583.8
0.719

Average
-12405.385
5318.192
-7087.193
338.939
143.863
74636.1
0.709

B.1.3 Acetonitril

time 250000.000

Average

std. dev.
130.368
88.526
195.851
5.642
283.686
0.0

0.000

std. dev.
129.774
89.594
195.430
5.710
289.308
0.0

0.000

std. dev.
125.099
89.470
191.367
5.702
267.090
0.0

0.000

std. dev.
132.716
89.920
199.732
5.731
271.898
0.2

0.000

std. dev.

Lowest
-18722.422
0.017
-18722.284
0.001
-2813.604
70866.9
0.747

Lowest
-18750.044
0.038
-18749.729
0.002
-2735.800
71510.6
0.740

Lowest
-18484.368
0.426
-18481.040
0.027
-3351.732
73583.8
0.719

Lowest
-18534.880
0.185
-18533.436
0.012
-3323.461
74636.1
0.709

Lowest

Highest

-12436.231 Kcals/mol
5525.965 Kcals/mol
-7218.542 Kcals/mol

352.181
1962.883
70866.9
0.747

Highest
0.000
6170.639
5811.155
393.267
3121.536
71510.6
0.740

Highest

degrees K
atm
A-3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

-12192.023 Kcals/mol
5520.159 Kcals/mol
-6971.545 Kcals/mol

351.811
1581.813
73583.8
0.719

Highest

degrees K
atm
A~3

grams/cc

-12050.092 Kcals/mol

5523.861
-6836.505
352.047
1861.423
74636.1
0.709

Highest

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc
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Potential Energy -2040.484 89.144  -7540.749 -1640.498 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.269 69.473 2892.591 6818.941 Kcals/mol
Total Energy 4182.785 120.043  -1254.200 4316.399 Kcals/mol
Temperature 336.582 3.757 156.444 368.798 degrees K
Pressure 3421.229 199.440 -646.469 4603.682 atm
Volume 115071.7 0.4 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc

time 250000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2045.096 88.438 -7488.873 -1741.018 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.071 68.695 2941.045 6717.739 Kcals/mol
Total Energy 4177.975 119.318  -1202.487 4327.533 Kcals/mol
Temperature 336.571 3.715 1569.065 363.325 degrees K
Pressure 3404.531 199.802 -530.397 4563.990 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2047.450 88.519  -7603.721 -1648.014 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.056 70.025 2895.327 6820.120 Kcals/mol
Total Energy 4175.605 120.163  -1317.412 4318.718 Kcals/mol
Temperature 336.570 3.787 156.592 368.862 degrees K
Pressure 3417.549 196.272 -632.986 4488.751 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2050.179 87.865 -7549.670 -1655.595 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.496 69.288 2914.057 6823.154 Kcals/mol
Total Energy 4173.317 118.949  -1263.108 4301.202 Kcals/mol
Temperature 336.594 3.747 157.605 369.026 degrees K
Pressure 3416.829 198.310 -571.690 4696.448 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2047.485 85.658  -7373.400 -1690.622 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.292 68.058 2974.503 6872.242 Kcals/mol
Total Energy 4175.807 115.095  -1087.001 4319.603 Kcals/mol
Temperature 336.583 3.681 160.874 371.681 degrees K
Pressure 3409.733 200.987 -499.819 4602.118 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2044.228 93.751  -7498.591 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 6223.141 73.238 2940.274 8232.362 Kcals/mol
Total Energy 4178.913 128.568  -1212.364 7502.129 Kcals/mol
Temperature 336.575 3.961 159.023 445.242 degrees K

Pressure 3385.865 212.075 -572.542 4777.574 atm
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Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2034.174 107.308  -7579.595 319.843 Kcals/mol
Kinetic Energy 6222.479 78.450 2904.683 8358.492 Kcals/mol
Total Energy 4188.306 148.572  -1293.224 7596.450 Kcals/mol
Temperature 336.539 4.243 157.098 452.064 degrees K
Pressure 3328.386 273.329 -669.816 4486.477 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -2010.504 441.984 -2319.437 35521.869 Kcals/mol
Kinetic Energy 6236.143 367.072 6051.613  27337.991 Kcals/mol
Total Energy 4225.639 791.214 4019.255  42704.587 Kcals/mol
Temperature 337.278 19.853 327.298 1478.559 degrees K
Pressure 3270.222 392.405 1087.060 16823.006 atm
Volume 115071.7 0.0 115071.7 115071.7 A~3
Density 0.612 0.000 0.612 0.612 grams/cc
B.1.4 Cyclohexan-Wasser-Mischung
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -17324.356 203.566  -25957.021  -16859.189 Kcals/mol
Kinetic Energy 7693.296 135.174 0.042 7979.037 Kcals/mol
Total Energy -9631.060 310.251  -25956.680 -9259.658 Kcals/mol
Temperature 337.561 5.931 0.002 350.098 degrees K
Pressure 1752.864 252.378  -2697.217 3503.619 atm
Volume 93592.5 0.2 93592.5 93592.5 A~3
Density 0.787 0.000 0.787 0.787 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -17342.421 204.166  -26158.001 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 7693.432 134.862 0.042 9128.164 Kcals/mol
Total Energy -9648.989 314.547  -26157.671 8387.139 Kcals/mol
Temperature 337.567 5.917 0.002 400.519 degrees K
Pressure 1709.175 255.123  -2733.192 3214.368 atm
Volume 93592.5 0.2 93592.5 93592.5 A~3
Density 0.787 0.000 0.787 0.787 grams/cc
time 400000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -17305.648 190.906  -25960.552  -16895.215 Kcals/mol
Kinetic Energy 7692.697 131.927 0.037 7931.731 Kcals/mol
Total Energy -9612.951 296.041  -25960.251  -9343.347 Kcals/mol
Temperature 337.534 5.789 0.002 348.023 degrees K
Pressure 1721.087 253.699  -2422.739 2720.806 atm
Volume 93592.5 0.2 93592.5 93592.5 A~3
Density 0.787 0.000 0.787 0.787 grams/cc
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B.1 FimH-Mannose

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-17334.503
7693.044
-9641.459
337.550
1717.891
93592.5
0.787

std. dev.

195.
131.
301.

250.

882
646
406

776

594
0.2

.000

Lowest
-26039.221
0.029
-26038.984
0.001
-2564.340
93592.5
0.787

Highest
-16972.663 Kcals/mol
7944.340 Kcals/mol
-9390.930 Kcals/mol
348.576 degrees K
2751.856 atm
93592.5 A~3

0.787 grams/cc

B.1.5 Ethanolamin-Wasser-Mischung

Fiir die vier Simulationen sind keine Durchschnittswerte verfiigbar.

time 396500.000
time 396500.000
time 396500.000
time 396450.000

B.1.6 1-Ethylpyrrol-Wasser-Mischung

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-15840.241
6374.369
-9465.871
338.265
1134.437
80504.7
0.782

Average
-15838.367
6374.529
-9463.838
338.273
1144.656
80504.7
0.782

Average
-15841.924
6373.510
-9468.414
338.219
1151.074
80504.7
0.782

std. dev.

163.
110.
252.

271.

041
444
162

.861

332
0.0

.000

std. dev.

163.
111.
253.

263.

258
782
807

.932

521
0.0

.000

std. dev.

165.
110.
254.

273.

942
059
640

.840

412
0.0

.000

Lowest
-23159.166
0.019
-23159.009
0.001
-2584.570
80504.7
0.782

Lowest
-23054.914
0.032
-23054.661
0.002
-2493.634
80504.7
0.782

Lowest
-23141.328
0.017
-23141.192
0.001
-2579.654
80504.7
0.782

Highest
-15466.751 Kcals/mol
6612.410 Kcals/mol
-9203.666 Kcals/mol
350.896 degrees K
2917.604 atm
80504.7 A~3

0.782 grams/cc

Highest
-15552.627 Kcals/mol
6595.433 Kcals/mol
-9269.544 Kcals/mol
349.996 degrees K
2694.408 atm
80504.7 A~3

0.782 grams/cc

Highest
-15495.384 Kcals/mol
6617.790 Kcals/mol
-9183.157 Kcals/mol
351.182 degrees K
3169.408 atm
80504.7 A-3

0.782 grams/cc
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time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-15828.974
6373.331
-9455.643
338.209
1168.014
80504.7
0.782

std. dev.
165.889
110.182
254.617
5.847
282.521
0.0

0.000

Lowest
-23063.010
0.015
-23062.889
0.001
-2522.040
80504.7
0.782

B.1.7 Benzol-Wasser-Mischung

time 213150.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 461850.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 211300.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 463700.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 468288.000

Average
-20146.813
8844.974
-11301.839
348.445
1783.519
103028.8
0.831

Average
-20171.461
8825.805
-11345.656
347.690
1784.345
103028.8
0.831

Average
-20155.115
8843.811
-11311.304
348.399
1780.190
103028.8
0.831

Average
-20207.021
8822.008
-11385.012
347.541
1733.226
103028.8
0.831

std. dev.
590.490
469.196
1040.595
18.484
388.496
0.3

0.000

std. dev.
104.061
85.196
139.330
3.356
226.901
0.4

0.000

std. dev.
585.747
462.290
1029.012
18.212
399.174
0.1

0.000

std. dev.
163.489
96.762
208.284
3.812
254.572
0.4

0.000

Lowest
-20685.595
8570.841
-11747.683
337.646
507.747
103028.8
0.831

Lowest
-24789.011
207.430
-19787.187
8.172
-2806.784
103028.8
0.831

Lowest
-20699.252
8591.019
-11810.135
338.441
662.339
103028.8
0.831

Lowest
-24980.287
203.537
-19974.534
8.018
-2894.952
103028.8
0.831

Highest

-15433.890 Kcals/mol

6588.591

Kcals/mol

-9139.287 Kcals/mol

349.633
3890.799
80504.7
0.782

Highest

24513.854

35656.409

35348.744

1404.674
29159.278
103028.8
0.831

Highest

degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc

-19810.303 Kcals/mol

9098.743

Kcals/mol

-11138.725 Kcals/mol

358.442
2753.883
103028.8

0.831

Highest

23660.476

34691.090

34463.720

1366.646
29654.389
103028.8
0.831

Highest

0.000

10718.428

9748.461

422.250
2768.237
103028.8

0.831

degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc



268 B.1 FimH-Mannose

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -20189.872 105.093  -24912.330 -19851.649 Kcals/mol
Kinetic Energy 8820.571 85.303 197.475 9071.778 Kcals/mol
Total Energy -11369.301 141.407  -19995.037 -11133.832 Kcals/mol
Temperature 347.484 3.360 7.779 357.380 degrees K
Pressure 1781.428 229.043  -3073.906 2712.932 atm
Volume 103028.8 0.4 103028.8 103028.8 A3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 211700.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -20156.602 593.041  -20732.576  24400.908 Kcals/mol
Kinetic Energy 8845.231 468.329 85566.213  35152.002 Kcals/mol
Total Energy -11311.371 1041.983  -11850.187  35174.949 Kcals/mol
Temperature 348.455 18.450 337.070 1384.803 degrees K
Pressure 1783.153 398.728 391.539 31016.908 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A~3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 463300.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20201.989 164.000 -25065.489 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8825.341 97.296 209.227  10692.992 Kcals/mol
Total Energy -11376.647 210.112  -20041.686 9759.545 Kcals/mol
Temperature 347.672 3.833 8.242 421.247 degrees K
Pressure 1756.193 253.605  -2806.237 2926.902 atm
Volume 103028.8 0.4 103028.8 103028.8 A3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 457300.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -20184.857 384.931  -20853.389  24565.131 Kcals/mol
Kinetic Energy 8832.933 257.429 1911.985  30075.690 Kcals/mol
Total Energy -11351.925 613.086  -11997.292  26571.958 Kcals/mol
Temperature 347.971 10.141 75.322 1184.823 degrees K
Pressure 1744 .425 290.987 246.105  27237.159 atm
Volume 103028.8 0.0 103028.8 103028.8 A~3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 461100.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20189.289 393.532 -20810.062  24298.011 Kcals/mol
Kinetic Energy 8832.262 255.602 1894.255  29808.705 Kcals/mol
Total Energy -11357.027 617.613  -11931.435  26254.726 Kcals/mol
Temperature 347.945 10.069 74.624 1174.306 degrees K
Pressure 1722.433 301.885 140.795  26361.373 atm
Volume 103028.8 0.0 103028.8 103028.8 A3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 474250.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -20183.754 371.267  -20822.745  23776.696 Kcals/mol
Kinetic Energy 8832.473 245.362 1858.275  29336.605 Kcals/mol

Total Energy -11351.281 588.758 -11977.383  25725.518 Kcals/mol
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Temperature
Pressure
Volume

Density

time 213300.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 462000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

347.953
1757.682
103028.8

0.831

Average
-20147.140
8845.398
-11301.742
348.462
1790.392
103028.8
0.831

Average
-20185.229
8823.937
-11361.292
347.617
1793.689
103028.8
0.831

9.666
291.883
0.0
0.000

std. dev.
590.107
462.775
1034.029
18.231
398.577
0.1

0.000

std. dev.
113.457
86.925
151.266
3.424
234.555
0.3

0.000

73.206
182.430
103028.8
0.831

Lowest
-20824.184
8560.615
-11928.053
337.243
457.602
103028.8
0.831

Lowest
-24933.973
204.386
-20018.353
8.052
-3017.062
103028.8
0.831

1155.707
26861.571
103028.8
0.831

Highest

24096.127

35095.249

34908.322

1382.568
30339.521
103028.8
0.831

Highest

0.000

10525.287

9631.586

414.641
2741.194
103028.8

0.831

degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

B.1.8 Benzol-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 468250.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature

Pressure

Average
-20183.754
8823.827
-11359.927
347.612
1785.054
103028.8
0.831

Average
-20175.922
8824.230
-11351.692
347.628
1798.730
103028.8
0.831

Average
-20189.872
8820.571
-11369.301
347.484
1781.428

std. dev.
165.305
97.620
223.253
3.846
252.329
0.1

0.000

std. dev.
157.910
94.367
214.785
3.718
242.456
0.1

0.000

std. dev.
105.093
85.303
141.407
3.360
229.043

Lowest
-30328.422
5114.971
-21444.131
201.503
551.627
103028.8
0.831

Lowest
-30401.160
5148.078
-21516.692
202.807
486.841
103028.8
0.831

Lowest
-24912.330
197.475
-19995.037
7.779
-3073.906

Highest

0.000 Kcals/mol

10620.721

9747 .282

418.400
6377.378
103028.8

0.831

Highest

0.000

10576.096

9718.739

416.642
6305.206
103028.8

0.831

Highest

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

-19851.649 Kcals/mol

9071.778

Kcals/mol

-11133.832 Kcals/mol

357.380
2712.932

degrees K

atm
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Volume 103028.8 0.4 103028.8 103028.8 A"3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc

time 350000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20191.321 177.630  -30372.109 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8824.695 99.874 5125.189  10554.170 Kcals/mol
Total Energy -11366.626 236.920  -21487.623 9621.173 Kcals/mol
Temperature 347.646 3.935 201.905 415.779 degrees K
Pressure 1774.731 255.926 439.270 6129.161 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A~3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20167.232 165.634  -30366.153 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8822.386 94.490 5185.806  10423.931 Kcals/mol
Total Energy -11344.846 211.759  -21481.682 9633.679 Kcals/mol
Temperature 347.555 3.722 204.293 410.648 degrees K
Pressure 1809.651 244.840 327.379 5820.035 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20184.434 157.282 -30338.948 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8823.138 94.008 5179.806  10420.035 Kcals/mol
Total Energy -11361.296 213.026  -21454.452 9576.761 Kcals/mol
Temperature 347.585 3.703 204.057 410.494 degrees K
Pressure 1799.951 246.249 559.990 6338.042 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A~3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -20171.843 168.115  -30267.548 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8825.263 96.279 5179.835  10429.852 Kcals/mol
Total Energy -11346.580 224.429  -21382.849 9579.146 Kcals/mol
Temperature 347.669 3.793 204.058 410.881 degrees K
Pressure 1798.309 249.798 542.994 6120.367 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A~3
Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -20183.050 160.701  -30363.409 -19673.606 Kcals/mol
Kinetic Energy 8823.629 93.138 5163.117 9111.612 Kcals/mol
Total Energy -11359.420 206.248  -21478.616 -10866.284 Kcals/mol
Temperature 347.604 3.669 203.400 358.949 degrees K
Pressure 1824.833 240.462 526.073 6012.285 atm
Volume 103028.8 0.1 103028.8 103028.8 A~3

Density 0.831 0.000 0.831 0.831 grams/cc
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B.1.9 Acetonitril-Wasser-Mischung

time 350000.000

Average std. dev. Lowest
Potential Energy -28007.350 172.334  -39790.789
Kinetic Energy 10587.324 106.418 6199.517
Total Energy -17420.025 238.683  -29147.275
Temperature 348.157 3.499 203.867
Pressure 1956.289 226.846 906.806
Volume 121196.7 0.0 121196.7
Density 0.849 0.000 0.849
time 191800.000
Average std. dev. Lowest
Potential Energy -28017.637 164.295  -33714.880
Kinetic Energy 10584.970 135.323 239.042
Total Energy -17432.667 258.201  -27860.882
Temperature 348.079 4.450 7.861
Pressure 1926.397 222.034  -2905.494
Volume 121196.7 0.2 121196.7
Density 0.849 0.000 0.849
time 350000.000
Average std. dev. Lowest
Potential Energy -26699.830 173.737  -38515.053
Kinetic Energy 10588.060 106.441 6222.669
Total Energy -16111.771 239.568  -27871.872
Temperature 348.181 3.500 204.628
Pressure 1842.646 218.804 551.061
Volume 121196.7 0.0 121196.7
Density 0.849 0.000 0.849
time 190250.000
Average std. dev. Lowest
Potential Energy -26726.389 170.085  -32637.749
Kinetic Energy 10582.042 136.265 236.554
Total Energy -16144.347 265.783  -26709.229
Temperature 347.983 4.481 7.779
Pressure 1800.400 221.923  -2869.325
Volume 121196.7 0.0 121196.7
Density 0.849 0.000 0.849
time 350000.000
Average std. dev. Lowest
Potential Energy -15866.659  13128.952  -38633.531
Kinetic Energy 129412.955  143632.606 6211.887
Total Energy 113546.296  156759.268  -27990.223
Temperature 4255.652 4723.256 204.273
Pressure 7901.664 7342.354 474.038
Volume 121196.7 0.0 121196.7
Density 0.849 0.000 0.849
time 350000.000
Average std. dev. Lowest

Potential Energy -26715.562 185.247  -38696.720

Highest

-27420.388 Kcals/mol
10894.403 Kcals/mol
-16832.071 Kcals/mol

358.255 degrees K
6685.327 atm
121196.7 A"3

0.849 grams/cc

Highest

-27642.383 Kcals/mol
10865.011 Kcals/mol
-17157.501 Kcals/mol

357.288 degrees K
2675.242 atm
121196.7 A-3

0.849 grams/cc

Highest

-26067.285 Kcals/mol
10892.084 Kcals/mol
-15485.249 Kcals/mol

358.178 degrees K
6128.136 atm
121196.7 A"3

0.849 grams/cc

Highest

-26325.815 Kcals/mol
10872.216 Kcals/mol
-15883.841 Kcals/mol

357.525 degrees K
2572.726 atm
121196.7 A-3

0.849 grams/cc

Highest
0.000 Kcals/mol
303063.540 Kcals/mol

303063.540 Kcals/mol

9966.028 degrees K
16777.507 atm
121196.7 A~3

0.849 grams/cc

Highest
0.000 Kcals/mol
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Kinetic Energy 10587.654 108.579 6243.184  12595.245 Kcals/mol
Total Energy -16127.908 252.690 -28053.565  11568.058 Kcals/mol
Temperature 348.167 3.571 205.303 414.186 degrees K
Pressure 1840.362 226.307 462.941 6125.062 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

time 350000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -26755.204 196.569 -38424.447 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10586.840 110.793 6239.055  12544.500 Kcals/mol
Total Energy -16168.364 263.209  -27781.169  11604.836 Kcals/mol
Temperature 348.141 3.643 205.167 412.517 degrees K
Pressure 1834.905 236.539 691.276 6394.757 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A~3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -26759.581 190.159  -38609.819 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10585.965 109.983 6121.869  12496.132 Kcals/mol
Total Energy -16173.615 257.320 -27966.202  11488.129 Kcals/mol
Temperature 348.112 3.617 201.313 410.926 degrees K
Pressure 1833.278 231.870 624.236 6305.797 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A~3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -26746.610 206.446  -38417.387 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10586.833 112.999 6162.508  12951.018 Kcals/mol
Total Energy -16159.777 273.952  -27774.214  11778.896 Kcals/mol
Temperature 348.140 3.716 202.650 425.885 degrees K
Pressure 1832.439 252.339 335.189 6892.572 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc
time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -26727.696 180.700  -38549.317 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10586.401 107.738 6167.314  12593.399 Kcals/mol
Total Energy -16141.295 247.703 -27905.917 11581.758 Kcals/mol
Temperature 348.126 3.543 202.808 414.125 degrees K
Pressure 1852.596 233.033 656.019 6461.787 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A~3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

B.1.10 Acetonitril-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 190250.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -26726.389 170.085  -32637.749  -26325.815 Kcals/mol
Kinetic Energy 10582.042 136.265 236.554 10872.216 Kcals/mol

Total Energy -16144.347 265.783 -26709.229 -15883.841 Kcals/mol
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Temperature
Pressure
Volume

Density

347.983
1800.400
121196.7

0.849

4.481
221.923
0.0
0.000

7.779
-2869.325
121196.7
0.849

357.525
2572.726
121196.7

0.849

degrees K
atm
A~3

grams/cc

B.1.11 Acetonitril-Wasser-Mischung — 3. Simulation

time 250000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 250000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 250000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 250000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 250000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature

Pressure

Average
-26737.720
10582.510
-16155.210
347.998
1800.764
121196.7
0.849

Average
-26730.274
10584.096
-16146.177
348.050
1807.768
121196.7
0.849

Average
-26733.829
10583.569
-16150.261
348.033
1814.693
121196.7
0.849

Average
-26740.667
10583.855
-16156.812
348.042
1803.930
121196.7
0.849

Average
-26774.156
10585.251
-16188.905
348.088
1834.615

std. dev.
176.567
125.277
253.700
4.120
229.835
0.5

0.000

std. dev.
177.595
126.506
256.895
4.160
226.894
0.0

0.000

std. dev.
162.921
123.323
240.120
4.055
219.747
0.5

0.000

std. dev.
174.427
125.193
250.203
4.117
225.194
0.4

0.000

std. dev.
164.524
123.637
242.375
4.066
231.127

Lowest
-32610.834
247.810
-26533.135
8.149
-3077.846
121196.7
0.849

Lowest
-32637.749
236.554
-26709.229
7.779
-2869.325
121196.7
0.849

Lowest
-32513.820
242.044
-26540.655
7.959
-2875.684
121196.7
0.849

Lowest
-32414.753
243.143
-26419.784
7.996
-2876.663
121196.7
0.849

Lowest
-32572.368
241.735
-26580.701
7.949
-3286.690

Highest
0.000
12585.668
11650.774
413.871
2676.350
121196.7
0.849

Highest
0.000
12574.248
11609.112
413.495
2572.726
121196.7
0.849

Highest
0.000
12413.886
11547.802
408.222
2698.933
121196.7
0.849

Highest
0.000
12467.502
11508.683
409.985
2676.981
121196.7
0.849

Highest
0.000
12594.991
11594 .046
414 .177
2738.667

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K

atm



274 B.1 FimH-Mannose
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

time 250000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -26766.646 1650.424  -32533.596  -26328.508 Kcals/mol
Kinetic Energy 10585.812 122.894 238.670 10885.306 Kcals/mol
Total Energy -16180.834 229.420 -26626.415  -15923.193 Kcals/mol
Temperature 348.107 4.041 7.849 357.955 degrees K
Pressure 1841.770 222.763  -3296.165 2696.487 atm
Volume 121196.7 0.0 121196.7 121196.7 A~3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

time 250000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -26750.885 161.856  -32385.079 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10586.070 123.528 250.126  12581.131 Kcals/mol
Total Energy -16164.815 238.018  -26441.913  11558.349 Kcals/mol
Temperature 348.115 4.062 8.225 413.722 degrees K
Pressure 1843.737 220.386 -2988.614 2624.384 atm
Volume 121196.7 0.4 121196.7 121196.7 A3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

time 250000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -26731.117 164.845 -32443.598 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10584.271 123.962 232.218  12725.473 Kcals/mol
Total Energy -16146.846 242.146  -26550.342 11689.830 Kcals/mol
Temperature 348.056 4.076 7.636 418.468 degrees K
Pressure 1835.512 220.479  -2863.442 2735.964 atm
Volume 121196.7 0.5 121196.7 121196.7 A3
Density 0.849 0.000 0.849 0.849 grams/cc

B.1.12 Wasser

B.1.13 Methylamin-Wasser-Mischung

time 300000.000

Potential Energy

Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure
Volume

Density

time 300000.000

Average
-15043.355
7004.486
-8038.870
345.016
1520.113
89244 .2
0.720

std. dev.

155.

79.
194.
.899
243.

163
151
981

435
0.1

.000

Lowest
-22743.775
4278.200
-15839.632
210.729
-669.491
89244 .2

0.720

Highest

-14572.532 Kcals/mol

7228.984

Kcals/mol

-7612.178 Kcals/mol

356.074
4130.690
89244 .2

0.720

degrees K
atm
A~3

grams/cc
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Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -15400.469 152.926  -23284.918 -14966.669 Kcals/mol
Kinetic Energy 7002.219 81.614 4071.921 7245.998 Kcals/mol
Total Energy -8398.250 194.750  -16382.370 -8019.169 Kcals/mol
Temperature 344.904 4.020 200.568 356.912 degrees K
Pressure 2266.216 263.635 181.415 5459.125 atm
Volume 85105.2 0.3 85105.2 85105.2 A"3
Density 0.755 0.000 0.755 0.755 grams/cc
time 300000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -15500.574 173.5568  -23656.510 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 7004.003 92.435 4025.317  10739.620 Kcals/mol
Total Energy -8496.571 226.858  -16754.143 8987.624 Kcals/mol
Temperature 344.992 4.553 198.273 528.995 degrees K
Pressure 2491.751 289.472 31.367 5421.139 atm
Volume 84086.6 0.0 84086.6 84086.6 A~3
Density 0.764 0.000 0.764 0.764 grams/cc
time 300000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -15186.583 154.770  -22942.479  -14775.636 Kcals/mol
Kinetic Energy 7003.524 79.387 4206.404 7240.708 Kcals/mol
Total Energy -8183.059 195.191 -16039.215  -7779.212 Kcals/mol
Temperature 344.969 3.910 207.192 356.651 degrees K
Pressure 1778.293 252.969 -635.537 4384.299 atm
Volume 87550.0 0.0 87550.0 87550.0 A-3
Density 0.734 0.000 0.734 0.734 grams/cc
time 300000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -15344.339 209.462 -23343.368 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 7004.209 115.489 4025.459  10821.669 Kcals/mol
Total Energy -8340.130 285.936  -16439.857 9019.161 Kcals/mol
Temperature 345.002 5.689 198.280 533.037 degrees K
Pressure 2017.535 331.905 -626.633 5108.559 atm
Volume 85924.8 0.0 85924.8 85924.8 A3
Density 0.748 0.000 0.748 0.748 grams/cc
time 300000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -15206.720 167.776 -22819.363 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 7005.305 89.126 4254.123  10733.563 Kcals/mol
Total Energy -8201.416 217.974  -15915.527 9036.311 Kcals/mol
Temperature 345.056 4.390 209.543 528.697 degrees K
Pressure 1785.946 275.354 -668.920 4199.156 atm
Volume 87372.5 0.4 87372.5 87372.5 A"3
Density 0.736 0.000 0.736 0.736 grams/cc
time 300000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -15272.937 1563.722  -23255.956  -14811.897 Kcals/mol
Kinetic Energy 7004.324 80.511 4200.506 7243.384 Kcals/mol
Total Energy -8268.613 195.856  -16352.386  -7876.743 Kcals/mol

Temperature 345.008 3.966 206.902 356.783 degrees K
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B.1 FimH-Mannose

Pressure
Volume

Density

1964.648
86488.1
0.743

259.576
0.0
0.000

-323.488
86488.1
0.743

4794 .162
86488.1
0.743

atm
A-3

grams/cc

B.1.14 Methylamin-Wasser-Mischung — 2. Simulation

alle abgebrochen

B.1.15 Methanthiol-Wasser-Mischung

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-13404.571
5701.336
-7703.235
338.115
2830.819
73983.8
0.802

Average
-13412.613
5702.119
-7710.495
338.161
2830.205
73983.8
0.802

Average
-365.184
163182.180
162816.997
9677.435
14421.810
73983.8
0.802

Average
-13410.219
5703.107
-7707.113
338.220
2827.142
73983.8
0.802

std. dev.
145.069
101.161
224.569
5.999
291.354
0.1

0.000

std. dev.
141.352
99.595
218.598
5.906
286.398
0.1

0.000

std. dev.
2192.274
26309.437
28497.111
1560.268
1947.297
0.1

0.000

std. dev.
151.885
106.101
234.455
6.292
321.767
0.1

0.000

Lowest
-19725.371
0.018
-19725.222
0.001
-1884.727
73983.8
0.802

Lowest
-19694.655
0.015
-19694.534
0.001
-1879.204
73983.8
0.802

Lowest
-19703.162
0.016
-19703.032
0.001
-2065.599
73983.8
0.802

Lowest
-19624.631
0.022
-19624.451
0.001
-1918.481
73983.8
0.802

Highest

-13107.999 Kcals/mol
5911.818 Kcals/mol
-7499.404 Kcals/mol

350.597 degrees K

4855.658
73983.8
0.802

atm
A~3

grams/cc

Highest

-13097.656 Kcals/mol
5944.664 Kcals/mol
-7521.339 Kcals/mol

352.545 degrees K

4017.614
73983.8
0.802

atm
A~3

grams/cc

Highest
0.000 Kcals/mol
167582.362 Kcals/mol
167582.362 Kcals/mol

9938.386
14747.590
73983.8
0.802

Highest
0.000
9674.581
7695.715
573.746
4948.696
73983.8
0.802

degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc
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B.1.16 Methanol-Methylamin-Wasser-Mischung

time 342150.000
time 272500.000
time 341900.000

time 347400.000

B.1.17 Methanol-Methylamin-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 500000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -18263.303 84.283  -21359.656 -17577.069 Kcals/mol
Kinetic Energy 6651.092 64.269 163.148 6878.302 Kcals/mol
Total Energy -11612.211 100.929  -17447.981 -11403.656 Kcals/mol
Temperature 318.309 3.076 7.808 329.183 degrees K
Pressure 583.187 238.427  -3510.612 1551.954 atm
Volume 88784.6 0.2 88784.6 88784.6 A~3
Density 0.769 0.000 0.769 0.769 grams/cc

time 500000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -18258.683 85.789  -21256.690 -17556.435 Kcals/mol
Kinetic Energy 6650.789 64.384 159.575 6872.318 Kcals/mol
Total Energy -11607.893 102.101  -17428.818  -11388.047 Kcals/mol
Temperature 318.294 3.081 7.637 328.896 degrees K
Pressure 589.944 236.845  -3435.793 1603.732 atm
Volume 88784.6 0.4 88784.6 88784.6 A~3
Density 0.769 0.000 0.769 0.769 grams/cc

time 500000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -18259.587 85.3656 -21396.129 -17668.591 Kcals/mol
Kinetic Energy 6651.065 64.237 160.367 6871.679 Kcals/mol
Total Energy -11608.522 102.808  -17539.792  -11378.051 Kcals/mol
Temperature 318.308 3.074 7.675 328.866 degrees K
Pressure 579.936 239.400 -3560.038 1555.128 atm
Volume 88784.6 0.3 88784.6 88784.6 A~3
Density 0.769 0.000 0.769 0.769 grams/cc

B.1.18 Methanol-Wasser-Mischung

time 400000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -9932.200 91.826  -13878.123  -9668.753 Kcals/mol
Kinetic Energy 3677.638 68.280 0.013 3838.911 Kcals/mol
Total Energy -6254.562 139.876  -13878.013  -6097.740 Kcals/mol
Temperature 300.193 5.573 0.001 313.357 degrees K

Pressure 1516.435 348.652 -1963.097 3109.992 atm
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B.1 FimH-Mannose

Volume

Density

time 400000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

56123.3
0.707

Average
-9951.474
3677.362
-6274.112
300.171
1509.567
56123.3
0.707

Average
-9947.329
3677.893
-6269.436
300.214
1510.922
56123.3
0.707

Average
-9938.159
3677.968
-6260.192
300.220
1535.606
56123.3
0.707

0.0
0.000

std. dev.
89.558
66.871
134.989
5.458
360.190
0.0

0.000

std. dev.
90.510
67.716
137.812
5.527
350.835
0.0

0.000

std. dev.
94.995
68.463
143.323
5.588
353.116
0.0

0.000

56123.3
0.707

Lowest
-13789.958
0.025
-13789.760
0.002
-1951.626
56123.3
0.707

Lowest
-13804.933
0.016
-13804.808
0.001
-1795.404
56123.3
0.707

Lowest
-13897.324
0.013
-13897.217
0.001
-2025.943
56123.3
0.707

56123.3
0.707

Highest
-9704.851
3838.161
-6109.186

313.296
3295.224

56123.3

0.707

Highest
-9686.634
3830.491
-6101.400

312.670
3036.428

56123.3

0.707

Highest
-9705.511
3873.098
-6096.655

316.148
3030.492

56123.3

0.707

A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

B.1.19 Methanol-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 350000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -16917.721 176.083  -23336.347 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 5816.226 112.835 0.017 9820.723 Kcals/mol
Total Energy -11101.494 265.666  -23336.201 7886.612 Kcals/mol
Temperature 298.540 5.792 0.001 504.087 degrees K
Pressure 3454.510 300.167 177.871 5869.708 atm
Volume 82350.3 0.0 82350.3 82350.3 A3
Density 0.775 0.000 0.775 0.775 grams/cc

time 350000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -16933.978 193.303  -23326.841 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 5815.561 122.868 0.037 9817.191 Kcals/mol
Total Energy -11118.417 290.367  -23326.562 7939.592 Kcals/mol
Temperature 298.506 6.307 0.002 503.905 degrees K
Pressure 3402.468 285.242 -102.768 4453.706 atm
Volume 82350.3 0.0 82350.3 82350.3 A°3
Density 0.775 0.000 0.775 0.775 grams/cc



B.1.20 Pyrrol-Wasser-Mischung
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time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-16916.082
5817.525
-11098.557
298.607
3440.703
82350.3
0.775

Average
-16914.677
5816.456
-11098.221
298.552
3438.559
82350.3
0.775

std. dev.
154.058
104.364
238.634
5.357
252.614
0.0

0.000

std. dev.
173.182
114.181
263.573
5.861
275.014
0.0

0.000

Lowest
-23371.317
0.016
-23371.189
0.001
343.457
82350.3
0.775

Lowest
-23269.423
0.026
-23269.215
0.001
35.677
82350.3
0.775

B.1.20 Pyrrol-Wasser-Mischung

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Average
-16148.680
6967.387
-9181.293
337.636
1660.248
87697.0
0.801

Average
-16135.344
6970.654
-9164.690
337.795
1662.390
87697.0
0.801

Average
-16163.423
6966.945
-9196.478
337.615
1608.102
87697.0
0.801

std. dev.
173.015
118.820
270.147
5.758
250.960
0.3

0.000

std. dev.
172.200
119.996
270.277
5.815
251.872
0.3

0.000

std. dev.
221.419
146.195
339.505
7.085
318.411
0.3

0.000

Lowest
-24074.653
0.021
-24074.479
0.001
-2444.057
87697.0
0.801

Lowest
-23986.556
0.027
-23986.346
0.001
-2394.198
87697.0
0.801

Lowest
-23964.931
0.031
-23964.672
0.002
-2238.368
87697.0
0.801

Highest

-16622.407 Kcals/mol
6021.082 Kcals/mol
-10905.443 Kcals/mol

309.055
4943.629
82350.3
0.775

Highest
0.000
9792.616
7829.002
502.644
5080.088
82350.3
0.775

Highest

degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc

-15839.662 Kcals/mol
7248.749 Kcals/mol
-8984.757 Kcals/mol

351.271
3393.266
87697.0
0.801

Highest

degrees K
atm
A~3

grams/cc

-15826.133 Kcals/mol

7207 .648
-8988.281
349.279
2647.163
87697.0

0.801

Highest
0.000
12798.466
9804.329
620.208
3188.058
87697.0
0.801

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc
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B.1 FimH-Mannose

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-16166.145
6966.458
-9199.687
337.591
1697.014
87697.0
0.801

std. dev.

230.
149.
351.
.256
337.

416
734
564

025
0.3

.000

Lowest
-24006.174
0.036
-24005.883
0.002
-2170.129
87697.0
0.801

Highest

0.000 Kcals/mol

12128.669 Kcals/mol
9618.599 Kcals/mol
587.750 degrees K

3711.279 atm
87697.0 A~3

0.801 grams/cc

B.1.21 Pyrrol-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 400000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-16146.809
6970.097
-9176.712
337.768
1645.475
87697.1
0.801

Average
-16150.235
6974.698
-9175.537
337.991
1639.714
87697.0
0.801

Average
-16139.666
6971.336
-9168.330
337.828
1654.561
87697.1
0.801

Average
-16159.996
6971.989
-9188.007
337.859
1604.652
87697.1
0.801

std. dev.

94.
4.
125.
.610
249.

198
492
081

999
0.0

.000

std. dev.

147.

99.
207.
.810
297.

253
262
173

846
0.0

.000

std. dev.

93.
4.
124.
.601
253.

659
309
758

080
0.0

.000

std. dev.

170.
109.
241.
.327
324.

498
918
846

141
0.3

.000

Lowest
-19909.508
157.912
-16063.898
7.652
-2646.699
87697.1
0.801

Lowest
-19823.130
151.022
-16092.394
7.318
-2925.147
87697.0
0.801

Lowest
-19899.042
154.120
-16099.019
7.469
-3099.566
87697.1
0.801

Lowest
-19947.462
154.835
-16107.360
7.503
-2574.388
87697.1
0.801

Highest

-15843.567 Kcals/mol
7212.710 Kcals/mol
-8993.348 Kcals/mol
349.525 degrees K
2579.823 atm

87697.1 A~3

0.801 grams/cc

Highest

0.000 Kcals/mol

12085.692 Kcals/mol
9566.392 Kcals/mol
585.667 degrees K

2640.252 atm
87697.0 A~3

0.801 grams/cc

Highest

-15810.073 Kcals/mol
7197.048 Kcals/mol
-8988.950 Kcals/mol
348.766 degrees K
2682.855 atm

87697.1 A~3

0.801 grams/cc

Highest

0.000 Kcals/mol

12410.355 Kcals/mol
9696.044 Kcals/mol
601.400 degrees K

2608.537 atm
87697.1 A~3

0.801 grams/cc



B.1.22 Quadratsauremethylester-Wasser-Mischung 281

B.1.22 Quadratsdauremethylester-Wasser-Mischung

time 290100.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -19143.471 246.681  -28880.954  -18625.355 Kcals/mol
Kinetic Energy 8823.889 169.618 0.050 9103.259 Kcals/mol
Total Energy -10319.582 396.342 -28880.535 -9863.761 Kcals/mol
Temperature 337.894 6.495 0.002 348.592 degrees K
Pressure 3002.694 244 .258 -999.973 5002.639 atm
Volume 106912.1 0.0 106912.1 106912.1 A~3
Density 0.840 0.000 0.840 0.840 grams/cc
time 305600.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -19266.701 370.187 -28775.138 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 8816.467 194.253 0.047 11539.194 Kcals/mol
Total Energy -10450.234 516.190 -28774.742  10243.968 Kcals/mol
Temperature 337.609 7.439 0.002 441.871 degrees K
Pressure 2801.776 356.695 -483.330 4689.693 atm
Volume 106912.1 0.0 106912.1 106912.1 A-3
Density 0.840 0.000 0.840 0.840 grams/cc
time 287500.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -19156.176 249.439  -28826.060 -18627.337 Kcals/mol
Kinetic Energy 8821.031 170.043 0.053 9082.610 Kcals/mol
Total Energy -10335.145 399.182  -28825.620 -9839.858 Kcals/mol
Temperature 337.784 6.511 0.002 347.801 degrees K
Pressure 3001.514 241.636 -875.973 4757.748 atm
Volume 106912.1 0.0 106912.1 106912.1 A-3
Density 0.840 0.000 0.840 0.840 grams/cc
time 312550.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -4082.677 7856.336  -28869.273 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 206703.359  102903.693 0.038  260225.751 Kcals/mol
Total Energy 202620.682 110756.106  -28868.953  260225.751 Kcals/mol
Temperature 7915.304 3940.497 0.001 9964.840 degrees K
Pressure 12994.262 5190.213 -682.623 15694.058 atm
Volume 106912.1 0.0 106912.1 106912.1 A~3
Density 0.840 0.000 0.840 0.840 grams/cc

B.1.23 Harnstoff-Wasser-Mischung

time 200000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41119.455 207.933  -47056.429 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10179.672 132.068 266.307  12471.367 Kcals/mol
Total Energy -30939.783 289.586  -41005.179  11338.666 Kcals/mol
Temperature 337.330 4.376 8.825 413.272 degrees K
Pressure 20154.073 390.501 1842.371 21440.358 atm
Volume 86186.5 0.3 86186.5 86186.5 A~3

Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
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time 200000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -41128.839 179.131  -46883.715 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10179.167 129.146 269.080  12348.632 Kcals/mol
Total Energy -30949.673 261.487  -40882.707 11182.744 Kcals/mol
Temperature 337.314 4.280 8.917 409.205 degrees K
Pressure 20190.372 380.292 1838.521  21564.589 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 200000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41132.749 161.637  -46991.116  -40707.484 Kcals/mol
Kinetic Energy 10178.054 125.740 268.935 10453.878 Kcals/mol
Total Energy -30954.695 239.340  -40929.330 -30716.154 Kcals/mol
Temperature 337.277 4.167 8.912 346.417 degrees K
Pressure 20225.519 368.568  13102.384 21574.167 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A"3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 200000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41122.373 160.255  -46859.467  -40747.075 Kcals/mol
Kinetic Energy 10180.238 125.182 265.316  10451.600 Kcals/mol
Total Energy -30942.135 237.3565  -40802.260 -30718.394 Kcals/mol
Temperature 337.349 4.148 8.792 346.341 degrees K
Pressure 20224.127 362.370 13050.735  21483.337 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 200000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41153.325 183.230 -46982.002 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10179.794 127.774 266.421  12273.856 Kcals/mol
Total Energy -30973.531 265.810  -40927.646  11179.591 Kcals/mol
Temperature 337.334 4.234 8.829 406.727 degrees K
Pressure 20304.542 379.969 1811.715  21629.000 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 200000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41145.905 182.935  -47032.309 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10178.363 130.120 262.464  12343.853 Kcals/mol
Total Energy -30967.543 267.338  -41079.339  11283.840 Kcals/mol
Temperature 337.287 4.312 8.697 409.046 degrees K
Pressure 20279.615 376.329 1854.956  21599.065 atm
Volume 86186.5 0.2 86186.5 86186.5 A"3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 200000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -41080.719 232.397  -47045.511 0.000 Kcals/mol

Kinetic Energy 10179.799 135.130 258.145 12477.549 Kcals/mol
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Total Energy
Temperature
Pressure
Volume

Density

time 200000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

B.1.24 Harnstoff-Wasser-Mischung — 2. Simulation

time 169850.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 172150.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 172400.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 170250.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy

Temperature

-30900.920
337.335
20124.178
86186.5
1.196

Average
-41083.225
10179.141
-30904.084
337.313
20163.918
86186.5
1.196

Average
-41130.874
10170.965
-30959.909
337.042
20266.439
86186.5
1.196

Average
-41118.578
10171.460
-30947.117
337.058
20267.734
86186.5
1.196

Average
-41141.599
10170.429
-30971.170
337.024
20291.951
86186.5
1.196

Average
-41135.346
10174.161
-30961.185
337.148

313.056
4.478
406.049
0.0
0.000

std. dev.
151.698
126.017
240.090
4.176
358.546
0.2

0.000

std. dev.
341.567
254.261
580.276
8.426
437.205
0.0

0.000

std. dev.
342.776
257.803
585.732
8.543
430.423
0.2
0.000

std. dev.
341.156
259.596
585.615
8.602
449.386
0.0

0.000

std. dev.
376.792
263.514
614.583
8.732

-41071.576
8.554
1811.195
86186.5
1.196

Lowest
-46935.645
270.317
-40911.338
8.958
12908.117
86186.5
1.196

Lowest
-52712.537
0.022
-52712.356
0.001
9749.433
86186.5
1.196

Lowest
-52850.732
0.027
-52850.515
0.001
9661.644
86186.5
1.196

Lowest
-52718.295
0.033
-52718.034
0.001
9373.781
86186.5
1.196

Lowest
-52866.343

0.034
-52866.057

0.001

11363.606 Kcals/mol
413.477 degrees K
21469.687 atm
86186.5 A~3
1.196 grams/cc

Highest

-40743.478 Kcals/mol
10443.510 Kcals/mol
-30656.424 Kcals/mol

346.073 degrees K
21513.783 atm

86186.5 A~3

1.196 grams/cc

Highest

-40591.607 Kcals/mol
10463.276 Kcals/mol
-30513.670 Kcals/mol

346.728 degrees K
22886.663 atm

86186.5 A~3

1.196 grams/cc

Highest

-40662.039 Kcals/mol
10441.149 Kcals/mol

-30627.583 Kcals/mol

345.995 degrees K
22695.113 atm

86186.5 A~3

1.196 grams/cc

Highest

-40607.431 Kcals/mol
10482.099 Kcals/mol
-30490.073 Kcals/mol

347.352 degrees K
23230.318 atm

86186.5 A~3

1.196 grams/cc

Highest
0.000 Kcals/mol
12336.065 Kcals/mol
11284.770 Kcals/mol
408.788 degrees K
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Pressure 20221.848 464.051 1831.321  22521.079 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A"3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc

time 170400.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41158.909 352.135  -52790.839 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10172.400 258.362 0.025  12332.084 Kcals/mol
Total Energy -30986.509 589.742 -52790.639 111568.209 Kcals/mol
Temperature 337.089 8.562 0.001 408.656 degrees K
Pressure 20314.126 423.344 1822.560  22213.240 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 171950.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -41175.735 403.926  -52909.359 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10174.062 262.318 0.028  12414.360 Kcals/mol
Total Energy -31001.672 631.097  -52909.137  11324.236 Kcals/mol
Temperature 337.144 8.693 0.001 411.383 degrees K
Pressure 20268.079 479.225 1794.514  22072.650 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 172300.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41079.003 359.186 -52718.135 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10172.127 261.501 0.038  12297.079 Kcals/mol
Total Energy -30906.876 599.826  -52717.810 11269.406 Kcals/mol
Temperature 337.080 8.666 0.001 407.496 degrees K
Pressure 20193.192 477.499 1830.493  24209.354 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 172050.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -41091.543 338.980  -52741.603  -40693.716 Kcals/mol
Kinetic Energy 10172.293 259.964 0.027  10441.732 Kcals/mol
Total Energy -30919.250 584.174  -52741.389  -30596.933 Kcals/mol
Temperature 337.086 8.615 0.001 346.014 degrees K
Pressure 20210.640 426.498 9709.350  22150.113 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc

B.1.25 Harnstoff-Wasser-Mischung — Bindungstasche

350000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -27658.634 160.779 -34542.241 -27357.855 Kcals/mol
Kinetic Energy 6171.486 115.263 0.167 6393.462 Kcals/mol
Total Energy -21487.148 256.293  -34540.986  -21302.126 Kcals/mol
Temperature 338.695 6.326 0.009 350.877 degrees K
Pressure 400.549 261.396  -2805.092 1571.088 atm

Volume 79120.6 0.0 79120.6 79120.6 A~3
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Density 0.796 0.000

350000.000
Average  std. dev.
Potential Energy -17106.364  13439.789

Kinetic Energy 73061.665 85154.065
Total Energy 55955.301  98592.203
Temperature 4009.672 4673.311
Pressure 5863.642 6922.654
Volume 79120.6 0.0
Density 0.796 0.000
350000.000

Average std. dev.
Potential Energy -27658.439 160.925
Kinetic Energy 6172.292 111.530
Total Energy -21486.147 251.940
Temperature 338.739 6.121
Pressure 425.183 272.202
Volume 79120.6 0.0
Density 0.796 0.000

350000.000

Average std. dev.
Potential Energy -27653.018 160.931
Kinetic Energy 6172.479 111.948
Total Energy -21480.538 252.396
Temperature 338.750 6.144
Pressure 424.271 271.915
Volume 79120.6 0.0
Density 0.796 0.000

B.2 FimH-CHEGA

B.2.1 Wasser

300000.000

Average std. dev.
Potential Energy -14014.819 91.255
Kinetic Energy 4361.675 56.737
Total Energy -9653.144 117.236
Temperature 300.591 3.910
Pressure -175.534 286.636
Volume 66680.2 0.0
Density 0.728 0.000
300000.000

Average std. dev.
Potential Energy  -14014.945 295.152
Kinetic Energy 4370.155 212.831

Total Energy -9644.790 495.154

0.796

Lowest
-34479.023
0.054
-34478.594
0.003
-3182.606
79120.6
0.796

Lowest
-34433.911
0.056
-34433.477
0.003
-3114.764
79120.6
0.796

Lowest
-34378.152
0.048
-34377.756
0.003
-2720.815
79120.6
0.796

Lowest
-19054.940
2394.823
-14702.002
165.043
-1233.288
66680.2
0.728

Lowest
-14348.135
4192.182

-9926.156

0.796 grams/cc

Highest
0.000 Kcals/mol
181484.275 Kcals/mol
181484.275 Kcals/mol
99569.977 degrees K
14676.191 atm
79120.6 A"3
0.796 grams/cc

Highest
-27289.395 Kcals/mol
6382.681 Kcals/mol
-21191.603 Kcals/mol
350.286 degrees K
2268.042 atm
79120.6 A-3

0.796 grams/cc

Highest
-27254.591 Kcals/mol
6391.754 Kcals/mol
-21147.843 Kcals/mol
350.784 degrees K
2541.589 atm
79120.6 A~3

0.796 grams/cc

Highest
-13599.721 Kcals/mol
4539.626 Kcals/mol
-9290.262 Kcals/mol
312.855 degrees K
4242.776 atm
66680.2 A"3

0.728 grams/cc

Highest

10503.267 Kcals/mol
18781.722 Kcals/mol
15898.217 Kcals/mol
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Temperature 301.176 14.668 288.910 1294.370 degrees K
Pressure -193.278 366.273  -1321.634  25545.073 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3
Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
300000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -14004.455 304.284  -14318.059  11162.197 Kcals/mol
Kinetic Energy 4370.656 218.356 4192.212  19419.061 Kcals/mol
Total Energy -9633.799 509.748  -9925.911  16630.544 Kcals/mol
Temperature 301.210 15.048 288.913 1338.294 degrees K
Pressure -170.110 359.550  -1242.001  25487.582 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3
Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
300000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -14008.493 303.568  -14364.611  11331.389 Kcals/mol
Kinetic Energy 4371.146 220.453 4192.232  19687.296 Kcals/mol
Total Energy -9637.347 510.471  -9926.248  16770.235 Kcals/mol
Temperature 301.244 15.193 288.914 1356.779 degrees K
Pressure -182.118 363.799  -1535.921 25505.152 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3
Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
300000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -14013.945 304.909  -14408.052  11400.165 Kcals/mol
Kinetic Energy 4370.948 220.896 4192.336  19779.863 Kcals/mol
Total Energy -9642.997 512.272  -9991.422  16894.028 Kcals/mol
Temperature 301.230 15.223 288.921 1363.159 degrees K
Pressure -189.786 357.463  -1282.756  24038.167 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3
Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
300000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -14015.866 307.907  -14356.287  11385.646 Kcals/mol
Kinetic Energy 4369.898 220.334 4189.653  19535.546 Kcals/mol
Total Energy -9645.968 514.1569  -9939.949  16825.924 Kcals/mol
Temperature 301.158 15.185 288.736 1346.321 degrees K
Pressure -200.583 355.549  -1303.986  23146.072 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3
Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
300000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -14008.659 307.072  -14404.573  11343.456 Kcals/mol
Kinetic Energy 4370.211 220.155 4182.351  19566.689 Kcals/mol
Total Energy -9638.449 513.798 -9958.036  16820.813 Kcals/mol
Temperature 301.180 15.172 288.233 1348.468 degrees K
Pressure -180.504 350.947  -1339.176  24291.489 atm
Volume 66680.2 0.0 66680.2 66680.2 A~3

Density 0.728 0.000 0.728 0.728 grams/cc
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B.2.2 Methanol

Fiir die ersten vier Simulationen sind keine Durchschnittswerte verfiigbar.

time 247800.000
time 242200.000
time 236600.000

time 237750.000

time 522300.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1545.202 62.742 -2541.023 -1202.111 Kcals/mol
Kinetic Energy 4905.463 37.777 4564.217 5941.859 Kcals/mol
Total Energy 3360.261 51.476 3225.943 3604.249 Kcals/mol
Temperature 294.666 2.269 274.168 356.922 degrees K
Pressure 856.029 201.624 129.835 2133.680 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A~3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 522500.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1540.122 61.610 -2582.913 -1188.380 Kcals/mol
Kinetic Energy 4906.077 37.394 4530.141 5942.354 Kcals/mol
Total Energy 3365.955 49.859 3233.551 3635.015 Kcals/mol
Temperature 294.703 2.246 272.121 356.951 degrees K
Pressure 864.526 201.958 42.631 2028.873 atm
Volume 88593.8 0.2 88593.8 88593.8 A~3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 514000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1547.720 60.673 -2638.709 -1222.629 Kcals/mol
Kinetic Energy 4903.301 37.497 4530.330 5977.676 Kcals/mol
Total Energy 3355.581 47.364 3130.040 3591.149 Kcals/mol
Temperature 294.536 2.252 272.132 359.073 degrees K
Pressure 843.399 203.033 49.094 2337.502 atm
Volume 88593.8 0.3 88593.8 88593.8 A~3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 519550.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1535.689 63.802 -2448.005 -1136.522 Kcals/mol
Kinetic Energy 4905.695 37.650 4495.342 5912.227 Kcals/mol
Total Energy 3370.006 53.373 3233.692 3607.244 Kcals/mol
Temperature 294.680 2.262 270.031 355.142 degrees K
Pressure 865.283 205.453 84.312 2097.738 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A~3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc

time 250000.000
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Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1580.304 390.505 -1914.841  31328.635 Kcals/mol
Kinetic Energy 4909.032 261.764 1140.050  22877.492 Kcals/mol
Total Energy 3328.729 633.176 3076.488  32468.685 Kcals/mol
Temperature 294.881 15.724 68.482 1374.228 degrees K
Pressure 763.168 243.124 -496.913 156313.973 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1571.635 388.070 -1886.743  31374.651 Kcals/mol
Kinetic Energy 4910.160 262.846 1088.303  22785.141 Kcals/mol
Total Energy 3338.525 631.791 3079.446  32462.954 Kcals/mol
Temperature 294.949 15.789 65.373 1368.681 degrees K
Pressure 788.213 246.245 -298.067  15773.778 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A°3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1563.881 384.381 -1908.579  30913.561 Kcals/mol
Kinetic Energy 4910.483 258.025 1093.790  22357.343 Kcals/mol
Total Energy 3346.603 623.374 3055.319  32007.350 Kcals/mol
Temperature 294.968 15.499 65.703 1342.984 degrees K
Pressure 778.824 254.284 -305.383  156329.203 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A3
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc
time 250000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -1561.152 392.399  -1929.695  31557.552 Kcals/mol
Kinetic Energy 4910.255 263.732 1106.458  22902.998 Kcals/mol
Total Energy 3349.103 637.323 3036.099  32664.010 Kcals/mol
Temperature 294.954 15.842 66.464 1375.761 degrees K
Pressure 788.925 256.891 -464.461  15611.158 atm
Volume 88593.8 0.0 88593.8 88593.8 A73
Density 0.559 0.000 0.559 0.559 grams/cc

B.2.3 Methylamin-Wasser

time 350000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -13598.294 164.528  -21595.502 -13058.602 Kcals/mol
Kinetic Energy 6997.580 78.084 4255.363 7275.323 Kcals/mol
Total Energy -6600.714 193.455  -14692.545  -6094.723 Kcals/mol
Temperature 344.676 3.846 209.604 358.356 degrees K
Pressure 431.075 204.821 -848.264 3021.002 atm
Volume 101352.5 0.2 101352.5 101352.5 A~3
Density 0.634 0.000 0.634 0.634 grams/cc

time 350000.000
Average std. dev. Lowest Highest

Potential Energy -13606.722 202.115  -21595.502 0.000 Kcals/mol
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Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure
Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 350000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

6997.361
-6609.361
344.665
409.641
101352.5
0.634

Average
-13438.743
6995.565
-6443.178
344.576
317.040
103864.9
0.619

Average
-13353.295
6994.081
-6359.215
344.503
250.235
105805.0
0.607

Average
-13327.798
6993.419
-6334.379
344 .471
259.566
105805.0
0.607

Average
-13678.148
6998.434
-6679.714
344.718
475.897
99997.5
0.643

Average
-13505.363
6995.612
-6509.751
344 .579
357.730
102930.5

100.400
263.717
4.945
229.670
0.2
0.000

std. dev.
153.037
76.122
190.506
3.750
202.568
0.1

0.000

std. dev.
188.823
90.394
241.342
4.452
207.542
0.4

0.000

std. dev.
157.394
76.662
197.003
3.776
194.950
0.4

0.000

std. dev.
184.400
90.911
237.887
4.478
231.816
0.0

0.000

std. dev.
170.138
84.544
217.387
4.164
213.171
0.0

4255.363
-14692.545
209.604
-946.505
101352.5
0.634

Lowest
-21484.730
4320.327
-14581.786
212.804
-1411.524
103864.9
0.619

Lowest
-21577.804
4260.856
-14673.861
209.874
-898.828
105805.0
0.607

Lowest
-21577.804
4260.856
-14673.861
209.874
-898.828
105805.0
0.607

Lowest
-21865.236
4196.084
-14962.203
206.684
-1468.102
99997.5
0.643

Lowest
-21649.656
4190.083
-14745.102
206.388
-1209.628
102930.5

10903.208
9044 .574
537.053

3021.002
101352.5
0.634

Highest

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc

-12970.1568 Kcals/mol

7250.274
-6055.994
357.123
2442.108
103864.9
0.619

Highest
0.000
10342.027
8804.643
509.411
2992.186
105805.0
0.607

Highest

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

-12806.645 Kcals/mol

7258.706
-5817.528
357.538
2992.186
105805.0
0.607

Highest
0.000
10424.951
8860.276
513.496
2621.773
99997.5
0.643

Highest
0.000
10458.885
8914.510
515.167
2646.816
102930.5

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A-3
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Density 0.624 0.000 0.624 0.624 grams/cc
B.2.4 Harnstoff-Wasser
time 275000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -40417.968 268.872  -50372.420 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10175.217 205.047 0.072  12452.078 Kcals/mol
Total Energy -30242.751 435.098 -50371.843  11345.681 Kcals/mol
Temperature 337.183 6.795 0.002 412.632 degrees K
Pressure 20934.398 409.996 1822.132  24116.891 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 275000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -40427.173 264.221  -50203.561 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10173.560 204.961 0.046  12363.618 Kcals/mol
Total Energy -30253.613 429.691  -50203.184  11196.275 Kcals/mol
Temperature 337.128 6.792 0.002 409.701 degrees K
Pressure 21012.633 431.199 1831.151 24876.652 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 275000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -40427.129 276.668 -50312.716 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10175.838 207.596 0.083  12424.198 Kcals/mol
Total Energy -30251.291 441.320 -50312.062 11360.784 Kcals/mol
Temperature 337.203 6.879 0.003 411.709 degrees K
Pressure 20991.002 410.339 1812.263  23416.975 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 275000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -40415.829 276.641  -50153.466 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10175.375 207.403 0.084 12383.330 Kcals/mol
Total Energy -30240.454 440.505 -50152.804 11300.361 Kcals/mol
Temperature 337.188 6.873 0.003 410.354 degrees K
Pressure 20938.531 425.744 1778.139  24256.834 atm
Volume 86186.5 0.0 86186.5 86186.5 A~3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
time 275000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -40413.787 249.972  -50243.215 0.000 Kcals/mol
Kinetic Energy 10174.888 201.903 0.051  12436.314 Kcals/mol
Total Energy -30238.898 417.453  -50242.807  11355.991 Kcals/mol
Temperature 337.172 6.691 0.002 412.110 degrees K
Pressure 20970.020 397.299 1826.263  24511.945 atm
Volume 86186.5 0.2 86186.5 86186.5 A3
Density 1.196 0.000 1.196 1.196 grams/cc
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time 275000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

time 275000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-40399.985
10175.406
-30224.580
337.189
20916.204
86186.5
1.196

Average
-40420.096
10176.433
-30243.663
337.223
20996.309
86186.5
1.196

std. dev.
253.143
201.149
419.294
6.666
398.725
0.2

0.000

std. dev.
274 .451
205.353
437.438
6.805
420.454
0.2
0.000

Lowest
-50332.591
0.066
-50332.063
0.002
1813.640
86186.5
1.196

Lowest
-502565.577
0.059
-50255.100
0.002
1759.971
86186.5
1.196

Highest

0.000 Kcals/mol

12383.944

11178.355

410.375
23669.366
86186.5
1.196

Highest

0.000

12473.238

11269.319

413.334
23997.516
86186.5
1.196

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

B.3 MD-Simulationen der Glykocluster

B.3.1

time 1000000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

B.3.2

time 1000000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-5071.700
2306.982
-2764.718
364.903
2517.843
21783.6
0.980

Average
-10288.815
4283.345
-6005.470
357.463
2015.582
41170.6
0.980

std. dev.
50.551
34.103
49.477
5.394
427.269
0.0

0.000

std. dev.
61.024
46.055
60.898
3.843
309.145
0.1

0.000

Lowest
-7636.849
1247.876
-5487.329
197.381
723.513
21783.6
0.980

Lowest
-12536.235
79.835
-10222.371
6.663
-4039.553
41170.6
0.980

Highest
-4860.815
2464.550
-2609.826
389.826
7512.376
21783.6
0.980

Highest

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

-10027.579 Kcals/mol

4474.013

Kcals/mol

-5823.829 Kcals/mol

373.375
3285.192
41170.6
0.980

degrees K
atm
A~3

grams/cc
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B.3.3

time 1000000.000

Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -12109.246 100.315  -18272.576  -11813.457 Kcals/mol
Kinetic Energy 5064.222 67.205 0.028 5277.126 Kcals/mol
Total Energy -7045.024 137.341  -18272.347  -6843.065 Kcals/mol
Temperature 357.302 4.742 0.002 372.324 degrees K
Pressure 1827.226 278.074  -2322.448 3070.319 atm
Volume 49185.5 0.0 49185.5 49185.5 A"3
Density 0.970 0.000 0.970 0.970 grams/cc
B.3.4
time 1000000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy  -15457.945 124.677  -23439.227 -15099.191 Kcals/mol
Kinetic Energy 6415.803 82.204 0.019 6643.773 Kcals/mol
Total Energy -9042.142 175.9756  -23439.076  -8786.355 Kcals/mol
Temperature 357.306 4.578 0.001 370.002 degrees K
Pressure 1950.907 251.634  -2482.014 3133.683 atm
Volume 61912.1 0.0 61912.1 61912.1 A~3
Density 0.975 0.000 0.975 0.975 grams/cc
B.3.5
time 1000000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -7987.621 60.265  -12200.571 -7730.027 Kcals/mol
Kinetic Energy 3449.018 40.614 1897.872 3612.273 Kcals/mol
Total Energy -4538.604 63.081  -8817.032  -4383.092 Kcals/mol
Temperature 356.798 4.201 196.333 373.686 degrees K
Pressure 1940.002 336.341 477.553 7250.223 atm
Volume 33508.2 0.3 33508.2 33508.2 A3
Density 0.980 0.000 0.980 0.980 grams/cc
B.3.6
time 1000000.000
Average std. dev. Lowest Highest
Potential Energy -7401.275 65.394  -11164.213 -7161.344 Kcals/mol
Kinetic Energy 3118.856 38.383 1713.914 3273.731 Kcals/mol
Total Energy -4282.419 56.954  -8106.356 -4122.895 Kcals/mol
Temperature 356.988 4.393 196.176 374.715 degrees K
Pressure 2011.081 356.432 533.520 7555.633 atm
Volume 30066.2 0.2 30066.2 30066.2 A~3

Density 0.980 0.000 0.980 0.980 grams/cc
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B.3.7

time 1000000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

B.3.8

time 794400.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density
time 206000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

B.3.9

time 1000000.000

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

B.3.10

time 1000000.000

Average
-7374.253
3117.437
-4256.816
358.292
2134.492
29997.0
0.980

Average
-10040.224
4256.105
-5784.119
357.860
2065.870
41157.2
0.980

Average
-10038.097
4254 .578
-5783.518
357.732
2052.944
41157.2
0.980

Average
-8096.688
3278.799
-4817.889
346.890
1358.040
32452.7
0.980

std. dev.
57.370
38.558
59.371
4.432
357.793
0.0

0.000

std. dev.
73.054
47.621
82.085
4.004
304.280
0.3

0.000

std. dev.
77.640
61.701
105.684
5.188
320.522
0.0

0.000

std. dev.
66.701
47.428
86.661
5.018
339.910
0.0
0.000

Lowest
-11214.306
1711.628
-8168.971
196.720
611.331
29997.0
0.980

Lowest
-15227.423
2339.736
-11064.851
196.729
564.765
41157.2
0.980

Lowest
-12290.222
81.121
-9900.157
6.821
-3444.543
41157.2
0.980

Lowest
-11948.828
0.013
-11948.725
0.001
-1953.467
32452.7
0.980

Highest

-7150.179 Kcals/mol

3281.777
-4106.079
377.180
7852.149
29997.0
0.980

Highest

-9792.815

4464.208

-56578.116

375.358
7143.160
41157.2
0.980

Highest

-9785.041

4431.387
-5614.984
372.598
3417.845
41157.2
0.980

Highest

-7891.674

3441.061

-4687.969

364.057
2818.470
32452.7
0.980

Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc

Kcals/mol
Kcals/mol
Kcals/mol
degrees K
atm
A~3

grams/cc
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B.3 MD-Simulationen der Glykocluster

Potential Energy
Kinetic Energy
Total Energy
Temperature
Pressure

Volume

Density

Average
-8006.419
3231.988
-4774.431
346.971
1346.570
31988.2
0.980

std. dev.

65.
46.
85.
.030
337.

858
851
541

324
0.0

.000

Lowest
-11826.979
0.012
-11826.884
0.001
-2122.750
31988.2
0.980

Highest

-7787.032 Kcals/mol
3411.043 Kcals/mol
-4633.471 Kcals/mol
366.194 degrees K
2785.438 atm
31988.2 A~3

0.980 grams/cc



Anhang C: Das Programm volcount

Hier sind noch einige Hinweise, die zur korrekten und erfolgreichen Auswertung notwen-
dig sind. Im Anschluft an die Hinweise befindet sich der Quellcode des Programms, das

von Felix Kohler geschrieben wurde.

Die zu analysierenden Dateien werden dem Programm als einspaltige Liste in einer Text-
datei iibergeben. Die Losungsmittelatome, die geziéhlt werden sollen, sollten als eigene
Gruppe innerhalb des Systems definiert werden, damit der Bezeichner (,Residue-Name*)
der Gruppe eindeutig ist. Dieser Name wird Volcount iibergeben. An den Namen ange-
héngte Zahlen storen die Auswertung nicht (z. B. ACE1l, ACE2, ...). Auch sollte dar-
auf geachtet werden, dafs alle Atome in einem Losungsmittelmolekiil unterschiedliche
Atomnamen besitzten, bei identischen Atomen spielt dies jedoch keine Rolle. Volcount
nimmt die Atomnamen innerhalb des angegebenen Residues zur Identifizierung der un-
terschiedlichen Atome im Molekil und erstellt fiir jedes Atom eine Spalte mit einem
eigenem Zahler. Die Indices (Option -i) stellen die relativen Koordinaten (Inkrement)
dar. Mit den Optionen z, y, z wird die ungefidhre Lange der Inkremente in z-, y- und z-
Richtung angegeben. Bei Verwendung von Werten unter 0.25 A muR eventuell mit einem
Speicheriiberlauf gerechnet werden (die Grofse des Zahlerfeldes verachtfacht sich mit der
Halbierung der Inkrementlédnge ...). Bei Verwendung von 8-Bit oder 16-Bit Variablen
im Quellcode anstelle der 32-Bit Variablen kann die Leistungsfiahigkeit des Programms
diesbeziiglich noch deutich gesteigert werden. Die Warnung und der damit verbundene
Abbruch der Auswertung kann mit -n unterbunden werden. In der Ausgabedatei wird

auf einen eventuellen Uberlauf gesondert hingewiesen.

Das Programm verarbeitet nur Sybyl-mol2-Dateien, bei denen die Lésungsmittelbox zu-
sitzlich durch die Ecken als sog. Dummyatome definiert ist. Sybyl verwendet hierzu acht
solcher Atome mit den Atomnamen (,Atomname®, 2. Spalte in der Datei): llr (,lower left
rear; bei Boxzentrierung um den Ursprung entspricht dies —%x, —%y, —%z), Irr (lower

right rear®), ..., urf (upper right front, entspricht +3x, +3y, +32). Volcount benutzt die
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Koordinaten von llr und urf um die Boxdimensionen zu berechnen. Bei MD-Simulationen
unter Sybyl sind diese Eintrdge vorhanden, bei konvertierten pdb-Dateien fehlen sie je-

doch und miissen (und koénnen problemlos) per Hand nachtraglich hinzugefiigt werden.
Der Programmaufruf fiir Volcount lautet:

volcount -option, ...

Optionen:
-h/-7: Hilfe
-m$: Textdatei mit den mol2-Dateinamen
-s$: Bezeichner fiir die Loungsmittelmolekiile
-0$: Ausgabedateiname
-i: Ausgabe mit Indices
-XFE: ungefihre Lange des Volumenelements in z-Richtung
-y#: ungefiahre Lange des Volumenelements in y-Richtung
74 ungefihre Lange des Volumenelements in z-Richtung
-n: Speicheriiberlauf wird ingnoriert

Quellcode von volcount, 32-Bit-Variante

#pragma warning (disable:4786)
#pragma warning (disable:4503)
#include <vector>

#include <iostream>

#include <fstream>

#include <string>

#include <map>

#include <limits>

#include <sstream>

#include <stdio.h>

using namespace std;

// the count_var type determines the maximum number of atoms that can be
#ifndef VOL_BITS

#define VOL_BITS 32

#endif

#if VOL_BITS <= 8

typedef unsigned char count_var;
#elif VOL_BITS <= 16

typedef unsigned short count_var;
#else

typedef unsigned long count_var;
#endif

typedef vector<count_var> hdefl;
typedef vector<hdefl> hdef2;
typedef vector<hdef2> count_array;
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typedef map<string,count_array> cmap;

string molfilelistname="filelist.txt";

string solvent="SOLV"; // Residue identifier of solvent
string outname="counts_mol2.vol"; // Name of outputfile
double ax=0; // aproximate lengthes of volume element
double ay=0;

double az=0;

cmap volcount;

int count_overflows = 0;

bool safety=true;

bool output_with_indices = false;

char* help =

"Usage: volcount {-option, ...}n"

"Counts the atoms per volume element in mol2 files.\n"
"Options:\n"

" -h/-?7: this help\n"

" -m$: filename containing the mol2 files to analyse \n"
" -s$: Residue string marking a solvent\n"

" -0$: output file name\n"

-i: output with indices\n"

" -x#: approximate x-length of volume element\n"
-y#: approximate y-length of volume element\n"
" -z#: approximate z-length of volume element\n"

" -n: nosafety option, ignores overflows\n"

void parse(int argc, char* argv[]);
void prepare_memory (string mol2_prototype);

void do_action();

int main (int argc, char *argv[]) {
try {

parse (argc, argv);

do_action();

}

catch (const char *errstr) {

cerr << errstr << endl;

return 1;

}

catch (...) {

cerr << "Undefined error in volcount" << endl;
return 1;

}

return O;

}

void parse(int argc, char* argv[])

{

int argnr = 0;

while (arge>1) {

if (argv[1]1[0]=="-> || argv[1]1[0]=="/")
{



298 Anhang C: Das Programm volcount

switch (argv[1][1])

{

case ’h’: case ’7’: throw help; break;

case ’m’: molfilelistname = &argv[1] [2]; break;

case ’s’: solvent = &argv[1][2]; break;

case ’x’: ax = atof (&argv[1][2]); break;

case ’y’: ay = atof (&argv[1][2]); break;

case ’z’: az = atof (&argv[1][2]); break;

case ’0’: outname = &argv[1][2]; break;

case ’i’: output_with_indices = true; break;

case ’n’: safety=false; break;

default: cerr << "Unknown option " << argv[1][1] << ’\n’ << help; exit(1);
}

}

else {

++argnr;

}

argc--; argvt+;

}

if (molfilelistname=="" || solvent=="" || outname=="" || ax==0 || ay==0 || az==0)

throw "missing or wrong parameter.";

void do_action() {

double bx, by, bz; // origin of solvated box

double dbx, dby, dbz; // lengthes of solvated box

double dx, dy, dz; // increment of volume element

double x, y, z; // coordinates parsed

int ix, iy, iz; // relative coordinates

int Nx, Ny, Nz; // Number of volume elements per dimension
string molname; // Name of molfile

ifstream in;

string line;

double 1lrx, ulrx, 11fx, ulfx, lrrx, urrx, lrfx, urfx; // box coordinates
double 1llry, ulry, 1llfy, ulfy, lrry, urry, lrfy, urfy; // box coordinates
double 1lrz, ulrz, 11fz, ulfz, lrrz, urrz, lrfz, urfz; // box coordinates
1lrx=ulrx=11fx=ulfx=1lrrx=urrx=lrfx=urfx=0.0; // box coordinates
1llry=ulry=11fy=ulfy=lrry=urry=lrfy=urfy=0.0; // box coordinates
1lrz=ulrz=11fz=ulfz=1lrrz=urrz=lrfz=urfz=0.0; // box coordinates

char element[4096];

char name[4096] ;

char residue[4096];

char s[4096];

int atomnr;

double charge;

int files_to_read=0;

int files_read=0;

ifstream molfiles;

molfiles.open (molfilelistname.c_str());

if (!'molfiles) throw "Couldn’t open file with list of mol2 files";
while (molfiles) {

getline (molfiles, molname);
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if (molname != "") ++files_to_read;
}
molfiles.close();

molfiles.clear();

molfiles.open (molfilelistname.c_str());

getline (molfiles, molname);

/] e calculate the box-coordinates ----------
cout << "reading box coordinates from file " << molname << endl;
in.open (molname.c_str());
if (!in)
throw "Couldn’t open molfile for periodic box.";
while (true) {
getline (in, line);
if (!'in) break;
if (string::npos !'= line.find ("@<TRIPOS>ATOM")) {
cout << "reading atom coordinates looking for box. \n";
while (true) {
getline (in, line);
if (string::npos!=line.find ("@<TRIPOS>BOND") || !in) break;
if ( 9!'= sscanf (line.c_str(), "%i %s %lg %lg %lg %s %s %s %lg",
&atomnr, name, &x, &y, &z, element, s, residue, &charge ))
throw "Error parsing atom while calculating box coordinates.";

string n=name;

if (n == "11lr") {llrx=x; llry=y; llrz=z;}
else if (n == "ulr") {ulrx=x; ulry=y; ulrz=z;}
else if (n == "11f") {1lfx=x; llfy=y; 1llfz=z;}
else if (n == "ulf") {ulfx=x; ulfy=y; ulfz=z;}
else if (n == "lrr") {lrrx=x; lrry=y; lrrz=z;}
else if (n == "urr") {urrx=x; urry=y; urrz=z;}
else if (n == "1lrf") {lrfx=x; lrfy=y; lrfz=z;}
else if (n == "urf") {urfx=x; urfy=y; urfz=z;};
if (n == "1llr")
cout << "reading llr: " << line.c_str() << "\n";
if (n == "urf")
cout << "reading urf: " << line.c_str() << "\n";
if (n == "test")

cout << "reading test " << line.c_str() << "\n";
}
bx=11rx; by=llry; bz=1lrz;
dbx=urfx-bx; dby=urfy-by; dbz=urfz-bz;
Nx = (int) dbx / ax;
Ny = (int) dby / ay;
Nz = (int) dbz / az;
dx = dbx / Nx;
dy = dby / Ny;
dz = dbz / Nz;

}

}

cout << "Periodic Box:\n";

cout << "(Nx, Ny, Nz) = " << Nx << " " << Ny << " " << Nz << "\n";
cout << "(dx, dy, dz) = " << dx << " " << dy << " " << dz << "\n";

if (Nx<=0 || Ny<=0 || Nz<=0)

throw "Problem with periodic box values, it’s either too small or not defined
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in first input file.";
in.close();

in.clear();

/] === insert a countarray for each solvent atom type in volcount ------
cout << "parsing file for solvent atoms and creating countarrays" << endl;
hdef1 hi(Nz, 0);

hdef2 h2(Ny, hil);

count_array NULLARRAY (Nx, h2);

in.open (molname.c_str());

while (true) {

getline (in, line);

if ('in) break;

if (string::npos != line.find ("@<TRIPOS>ATOM")) {

while (true) {

getline (in, line);

if (string::npos != line.find ("@<TRIPOS>BOND") || !'in) break;
if ( 9!= sscanf (line.c_str(), "%i %s %lg %lg %lg %s %s %hs %lg",
&atomnr, name, &x, &y, &z, element, s, residue, &charge ))
throw "Error parsing atom while calculating box coordinates.";
if (string::npos != string(residue).find (solvent)) {

// this atom belongs to the solvent

if (volcount.find(string(name))==volcount.end()) {

// this atom name type is new

volcount.insert (cmap::value_type (name, NULLARRAY));

L Y AT

in.close();

in.clear();

/] ——mmmmmmmm open each mol2 file and count the solvent atoms --------
bool file_ok=true;

if (safety)

{

do {

files_read++;

cout << "\r" << files_read << "\t/"<< files_to_read << "\t: " << molname << flush;

in.open (molname.c_str());

file_ok = true;

if ('in) break;

while (file_ok) {

getline (in, line);

if ('in) break;

if (string::npos != line.find ("@<TRIPOS>ATOM")) {

while (true) {

getline (in, line);

if (string::npos!=line.find ("@<TRIPOS>BOND") || !in) break;

if ( 9!= sscanf (line.c_str(), "%i %s %lg %lg %lg %s %s %hs %lg",
&atomnr, name, &x, &y, &z, element, s, residue, &charge ))

{
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file_ok = false;

cerr << "File " << molname.c_str() << " ignored: Error parsing atom while

calculating box coordinates.\n";
break;
}
if (string::npos != string(residue).find (solvent)) {
// this atom belongs to the solvent
ix=(int) ((x-bx)/dx);
iy=(int) ((y-by)/dy);
iz=(int) ((z-bz)/dz);
if (ix>=0 && iy>=0 && iz>=0 && ix<Nx && iy<Ny && iz<Nz) {
count_var& v=volcount [name] [ix] [iy] [iz];
if (v < numeric_limits<count_var>::max() ) v++;

else count_overflows++;

B ]

in.close();

in.clear();

getline (molfiles, molname);
} while (molfiles);

}

else // ignore safety

{

do {

files_read++;

cout << "\r" << files_read << "\t/"<< files_to_read << "\t: " << molname << flush;

in.open (molname.c_str());

file_ok = true;

if (!'in) break;

while (file_ok) {

getline (in, line);

if (!'in) break;

if (string::npos != line.find ("@<TRIPOS>ATOM")) {

while (true) {

getline (in, line);

if (string::npos!=line.find ("@<TRIPOS>BOND") || !in) break;
if ( 9!'= sscanf (line.c_str(), "%i %s %lg %lg %lg %s %s %s %lg",
%atomnr, name, &x, &y, &z, element, s, residue, &charge ))
{

file_ok = false;

cerr << "File " << molname.c_str() << " ignored:

Error parsing atom while calculating box coordinates.\n";
break;

}

if (string::npos != string(residue).find (solvent)) {

// this atom belongs to the solvent

ix=(int) ((x-bx)/dx);

iy=(int) ((y-by)/dy);

iz=(int) ((z-bz)/dz);

if (ix>=0 && iy>=0 && iz>=0 && ix<Nx && iy<Ny && iz<Nz) {
volcount [name] [ix] [iy] [iz]++;

}
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[ TR}

in.close();

in.clear();

getline (molfiles, molname);
} while (molfiles);

}

cmap: :iterator it;
ofstream out(outname.c_str());

out << "box_params_begin" << "\n";

out << "box_coordinates_xyz " << bx << " " << by << " " << bz << "\n";
out << "box_length_xyz " << dbx << " " << dby << " " << dbz << "\n";
out << "box_increment " << dx << " " << dy << " " << dz << "\n";

out << "box_incr_number_xyz " << Nx << " " << Ny << " " << Nz << "\n";

out << "number_of_different_atoms " << volcount.size() << "\n";

for (it=volcount.begin(); it!=volcount.end(); it++) {

if (it!=volcount.begin()) out << " ";
out << (*it).first;
}

out << "\n";
out << "safety_from_overflow " << safety << "\n";
out << "maximum_count_number "

<< (unsigned int) numeric_limits<count_var>::max() << "\n";

out << "number_of_overflows_while_counting " << count_overflows <<"\n";
for (it=volcount.begin(); it!=volcount.end(); it++) {

int total_counted=0;

for (ix=0; ix<Nx; ix++) <{

for (iy=0; iy<Ny; iy++) {

for (iz=0; iz<Nz; iz++) {
total_counted+=((*it).second) [ix] [iy] [iz];

}

}

}

out << "number_of_counted_" << (*it).first.c_str() << " "

<< total_counted << "\n";

¥

out << "box_params_end" << "\n";

out << "volume_count_begin" << "\n";

for (ix=0; ix<Nx; ix++) {

for (iy=0; iy<Ny; iy++) {

for (iz=0; iz<Nz; iz++) {

if (output_with_indices) out << ix << " " << iy << " " << iz << "My
for (it=volcount.begin(); it!=volcount.end(); it++) {
if (it!=volcount.begin()) out << " ";

out << (unsigned int) ((*it).second) [ix][iy][iz];

}

out << "\n";

}
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}
}
out << "volume_count_end" << "\n";

}



Anhang D: Vol-Dateien

D.1 Allgemeines

Das Format der vol-Dateien ist wiefolgt aufgebaut. Im ersten Abschnitt, der durch
,box params begin“ und ,box params end‘ begrenzt wird, befinden sich alle Infor-
mationen um die Dichteinformationen auswerten zu kénnen. Im Zweiten Teil, der von
,volume count begin“ und ,yolume count end“ umschlossen ist, befinden sich die ei-
gentlichen Werte. Dabei werden die ersten drei Spalten von den Inkrementen in der
Reihenfolge z, y, z belegt. Die weiteren Spalten stehen dann fiir die Atome, die in der

Zeile nach number of different atoms aufgefiihrt sind und zwar auch in dieser Reihen-

folge.

box coordinates xyz Koordinaten von llr aus der mol2-Datei (min. z,
min. y, min. z)

box length xyz Seitenlangen der Box

box _increment Lénge der Inkremente (Seitenlidngen des "klei-
nen Volumenelementes")

box incr number xyz Anzahl der Volumenelemente in jeder Richtung
(Auflésung des Analysegitters)

number of different atoms Anzahl der verschiedenen, gezahlten Atomty-
pen (Atomname in der mol2-Datei)

X1 X2 Liste der verschiedenen Atomtypen X1, X2, ...
safety from overflow 0 = kein Speicheriiberlauf; 1 = Speicheriiberlauf
aufgetreten

maximum count number Maximal moglicher Zahler fiir ein Atom
number of overflows. .. Anzahl der Uberliufe
number of counted X ein Eintrag pro Atom mit der Summe {iber alle

Volumenelemente
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box_params_begin

box_coordinates_xyz -23.0781 -33.9737 -23.9457
box_length_xyz 48.9879 53.5314 39.2881
box_increment 0.255145 0.252507 0.251847
box_incr_number_xyz 192 212 156
number_of_different_atoms 13

C1 C2 C3 C4 C5 C6 H1 H2 H3 H4 H5 H6 01
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting O
number_of_counted_C1 3512298

box_params_end

volume_count_begin
0000000002016 0000 4
00100000013250000 15
00200020022331001 16

D.2 Die Ergebnisse der Auswerung im einzelnen

D.2.1 FimH
D.2.1.1 Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -19.6582 -31.7824 -22.4876
box_length_xyz 39.525 43.1914 38.7964
box_increment 0.253365 0.251113 0.255239
box_incr_number_xyz 156 172 152
number_of_different_atoms 3

H1 H2 01

safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting O
number_of_counted_H1 56502573

number_of _counted_H2 56503107
number_of_counted_01 58173605

box_params_end

D.2.1.2 Methanol

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.2229 -33.4901 -24.4754
box_length_xyz 43.9349 47.6363 43.1993
box_increment 0.255435 0.253385 0.251159
box_incr_number_xyz 172 188 172
number_of_different_atoms 6

C1 H11 H12 H13 HO OH

safety_from_overflow 1

maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 37762722
number_of_counted_H11 36705667
number_of_counted_H12 36706648
number_of _counted_H13 36712089
number_of_counted_HO 36956180
number_of_counted_0OH 37813997

box_params_end

D.2.1.3 Benzol-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -23.0781 -33.9737 -23.9457
box_length_xyz 48.9879 53.5314 39.2881
box_increment 0.255145 0.252507 0.251847
box_incr_number_xyz 192 212 156

number_of_different_atoms 13

C1 C2 C3 C4 C5 C6 H1 H2 H3 H4 H5 H6 01

safety_from_overflow

maximum_count_number 4294967295

number_of_overflows_while_counting O

number_of_counted_C1
number_of_counted_C2
number_of_counted_C3
number_of_counted_C4
number_of_counted_C5

number_of_counted_C6

1

3512298
3510318
3509950
3510410
3509578
3511170
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number_of_counted_H1 140820761
number_of _counted_H2 140827469
number_of _counted_H3 3407181
number_of_counted_H4 3408535
number_of_counted_H5 3409394
number_of_counted_H6 3412543
number_of_counted_01 140235176

box_params_end

D.2.1.4 Benzol-Wasser — 2.

Simulation

box_params_begin

box_coordinates_xyz -23.5858 -34.2573 -23.9679
box_length_xyz 48.9879 53.5315 39.2881
box_increment 0.255145 0.252507 0.251847
box_incr_number_xyz 192 212 156
number_of_different_atoms 13

C1 C2 C3 C4 C5 C6 H1 H2 H3 H4 H5 H6 01
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0
number_of_counted_C1 3037595
number_of_counted_C2 3038993
number_of_counted_C3 3039965
number_of_counted_C4 3038723
number_of_counted_C5 3036885
number_of_counted_C6 3036956
number_of_counted_H1 122577470
number_of_counted_H2 122583889
number_of_counted_H3 2936298
number_of_counted_H4 2935976
number_of_counted_H5 2933997
number_of_counted_H6 2932941
number_of_counted_01 121770924

box_params_end

D.2.1.5 Acetonitril-Wasser

Hier wurden drei vol-Dateien addiert, daher sind die Z&hler

(number of counted X) nicht korrekt!

box_params_begin

box_coordinates_xyz -26.7497 -39.5748 -24.5603
box_length_xyz 50.2566 56.8201 42.442
box_increment 0.251283 0.253661 0.252631
box_incr_number_xyz 200 224 168
number_of_different_atoms 8

C1 C3 H1 H2 H3 H4 N6 01

safety_from_overflow 1

maximum_count_number 4294967295

number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 4858556
number_of_counted_C3 5002314
number_of _counted_H1 117388707
number_of_counted_H2 112634144
number_of_counted_H3 4756873
number_of_counted_H4 4756112
number_of_counted_N6 4852492
number_of_counted_01 115224176

box_params_end

D.2.1.6 Methanol-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.1888 -32.2546 -20.7201
box_length_xyz 44.8505 45.7085 37.3616
box_increment 0.254832 0.253936 0.252443
box_incr_number_xyz 176 180 148
number_of_different_atoms 9

C1 H1 H11 H12 H13 H2 HO 01 OH
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 5393017
number_of_counted_H1 42875896
number_of_counted_H11 5244735

number_of _counted_H12 5242603

number_of _counted_H13 5244083
number_of_counted_H2 42879276
number_of_counted_HO 5282558
number_of_counted_01 43784214
number_of_counted_OH 5401853

box_params_end

D.2.1.7 Methanol-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -18.8445 -30.5572 -20.7171
box_length_xyz 37.9502 41.8424 35.3438
box_increment 0.25642 0.255137 0.252456
box_incr_number_xyz 148 164 140
number_of_different_atoms 6

C2 H1 H2 H5 H6 03

safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting O
number_of_counted_C2 5348737
number_of_counted_H1 5150701
number_of_counted_H2 5149376
number_of_counted_H5 5150566
number_of_counted_H6 5197769
number_of_counted_03 5358936
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box_params_end D.2.1.10 Methylamin-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.9875 -32.676 -25.6478
D218 MethanoI—Wasser _ 2 box_:!_ength_xyz 44,2192 45.683 44.179

box_increment 0.251245 0.253794 0.251017
Simulation box_incr_number_xyz 176 180 176
number_of_different_atoms 9
C1 H1 H2 H3 H4 H5 H6 N1 01
safety_from_overflow 1
box_coordinates_xyz -22.6157 -33.3575 -21.0542 maximum_count_number 4294967295
box_length_xyz 45.3462 47.2253 38.4547
box_increment 0.251923 0.251198 0.252991

box_params_begin

number_of _overflows_while_counting O
number_of_counted_C1 6884685

box_incr_number_xyz 180 188 152
number_of_different_atoms 9

C1 H1 H11 H12 H13 H2 HO 01 OH
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 4631057
number_of_counted_H1 41352612
number_of _counted_H11 4502325
number_of _counted_H12 4501957
number_of_counted_H13 4501556
number_of _counted_H2 41355904
number_of_counted_HO 4535004
number_of _counted_01 42227677
number_of_counted_OH 4637851

box_params_end

D.2.1.9 Methanthiol-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -24.2608 -35.6865 -20.8761

box_length_xyz 43.766 48.3072 34.9935
box_increment 0.254453 0.2516 0.257305
box_incr_number_xyz 172 192 136
number_of_different_atoms 9

C1 H1 H11 H12 H13 H2 HO 01 S1
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting O
number_of _counted_C1 2946207
number_of _counted_H1 32382707
number_of_counted_H11 2868495
number_of _counted_H12 2868849
number_of _counted_H13 2870295
number_of _counted_H2 32384948
number_of _counted_HO 2914709
number_of _counted_01 33402624
number_of _counted_S1 3019496

box_params_end

number_of_counted_H1 68493985
number_of_counted_H2 61777210
number_of_counted_H3 6723199
number_of_counted_H4 6724500
number_of_counted_H5 6747150
number_of_counted_H6 6747756
number_of _counted_N1 6887014
number_of _counted_01 62644876

box_params_end

D.2.1.11 Methylamin-Wasser — 2

.Simulation

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.9875 -32.676 -25.6478

box_length_xyz 44.2192 45.683 44.179
box_increment 0.251245 0.253794 0.251017
box_incr_number_xyz 176 180 176
number_of_different_atoms 9

C1 H1 H2 H3 H4 H5 H6 N1 01
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 1906087
number_of_counted_H1 18936696
number_of_counted_H2 17085588
number_of_counted_H3 1856147
number_of_counted_H4 1854901
number_of_counted_H5 1862734
number_of_counted_H6 1862676
number_of_counted_N1 1906699
number_of_counted_01 17406245

box_params_end

D.2.1.12 Ethanolamin-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -25.4359 -34.6788 -23.2824

box_length_xyz 48.4072 48.23 40.2494
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box_increment 0.252121 0.251198 0.251559
box_incr_number_xyz 192 192 160
number_of_different_atoms 13

C1 C2 H1 H11 H12 H13 H14 H2 HN HO N 0 01
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 2068339
number_of_counted_C2 2068518
number_of_counted_H1 43873348
number_of_counted_H11 2006585
number_of_counted_H12 2003956
number_of_counted_H13 2006527
number_of_counted_H14 2005864
number_of_counted_H2 43875944
number_of_counted_HN 3971122
number_of_counted_HO 2005843
number_of_counted_N 2022857
number_of_counted_0 2026000
number_of_counted_01 44909519

box_params_end

D.2.1.13 Methylamin-Methanol-

Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.7452 -32.741 -22.5469

box_length_xyz 45.1468 52.0807 37.7603
box_increment 0.250816 0.250388 0.255137
box_incr_number_xyz 180 208 148
number_of_different_atoms 15

CA2 C02 H1 H2 HA11 HA12 HA13

HN HO HO11 HO12 HO13 NH 01 OH
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_CA2 1206597
number_of_counted_C02 1205974
number_of_counted_H1 37152870
number_of_counted_H2 37151453
number_of_counted_HA11 1173661
number_of_counted_HA12 1173490
number_of _counted_HA13 1174074
number_of_counted_HN 2355390
number_of _counted_HO 1181114
number_of_counted_HO011 1172744
number_of_counted_H012 1173596
number_of_counted_H013 1173728
number_of_counted_NH 1207253
number_of_counted_01 38064800
number_of_counted_OH 1208777

box_params_end

D.2.1.14 Methylamin-Methanol-

Wasser — 2.

Simualtion

box_params_begin

box_coordinates_xyz -22.9189 -32.6495 -22.4444

box_length_xyz 45.1467 52.0807 37.7603
box_increment 0.250815 0.250388 0.255137
box_incr_number_xyz 180 208 148
number_of_different_atoms 15

CA2 C02 H1 H2 HA11 HA12 HA13

HN HO HO11 HO12 HO13 NH 01 OH
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_CA2 1430332
number_of_counted_C02 1430921
number_of_counted_H1 44156265
number_of_counted_H2 44147453
number_of_counted_HA11 1388138
number_of_counted_HA12 1389447
number_of_counted_HA13 1390457
number_of_counted_HN 2791007
number_of_counted_HO 1401852
number_of_counted_HO011 1389833
number_of _counted_H012 1388249
number_of_counted_H013 1389949
number_of_counted_NH 1432955
number_of_counted_01 45191332
number_of_counted_OH 1434256

box_params_end

D.2.1.15 Harnstoff-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -24.2053 -32.0723 -24.3693

box_length_xyz 45.1521 44.8363 42.5727
box_increment 0.250845 0.254752 0.253409
box_incr_number_xyz 180 176 168
number_of_different_atoms 8

C1 H5 H6 H7 H8 N1 N2 01
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting O
number_of_counted_C1 2634106
number_of_counted_H5 2471110
number_of_counted_H6 2469486
number_of_counted_H7 2467533

number_of _counted_H8 2472030

number_of _counted_N1 2534685
number_of_counted_N2 2536049
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number_of_counted_01 2533527 number_of_counted_H7 965120
box_params_end number_of_counted_H8 964194
volume_count_begin number_of_counted_H9 963121
number_of_counted_HN 999820
number_of_counted_N1 1029541

box_params_end

D.2.1.16 Pyrrol-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -24.3367 -33.3674 -23.8732
box_length_xyz 45.9406 46.991 40.6232
box_increment 0.255226 0.255386 0.253895
box_incr_number_xyz 180 184 160
number_of_different_atons 11 D.2.1.18 1-Benzylpyrrol-Wasser
C1 C2 C3 C4 H1 H2 H3 H4 H5 N1 01

safety_from_overflow 1

maximum_count_number 4294967295

number_of_overflows_while_counting 0 box_params_begin
number_of_counted_C1 2779486 box_coordinates_xyz -21.8269 -34.0391 -19.6714

number_of_counted_C2 2778935 box_length_xyz 43.7587 44.0186 38.3152
number_of_counted_C3 2780023 box_increment 0.254411 0.250106 0.252074

number_of _counted_C4 2780692 box_incr_number_xyz 172 176 152

number_of_counted_H1 56056445 number_of_different_atoms 26
number_of_counted_H2 56046418 C1 C11 C12 C13 C14 C15 Ci16 C17 C2
number_of_counted_H3 2696142 C3 C4 C7H10 H11 H12 H13 H2 H3 H4
number_of _counted_H4 2699372 H5 H6 H7 HE H9 HN N1

number_of _counted_H5 2697045 safety_from_overflow 1

number_of_counted_N1 2782164 maximum_count_number 4294967295

number_of_counted_01 54746940
box_params_end number_of _counted_C1 899174

number_of _counted_C11 928284

number_of_counted_C12 908181

number_of _counted_C13 875645
D.2.1.17 1- Ethyl pyrrOI-Wa sser number_of _counted_C14 864061

number_of_counted_C15 874716
box_params_begin number_of_counted_C16 905693
box_coordinates_xyz -24.0307 -33.0991 -21.8706 number_of _counted_C17 818903
box_length_xyz 46.9573 45.889 37.3602 number_of_counted_C2 872099
box_increment 0.255203 0.254939 0.252434 number_of_counted_C3 838336
box_incr_number_xyz 184 180 148 number_of_counted_C4 838653
number_of_different_atoms 16 number_of_counted_C7 909012
C1 C10 C11 C2 C3 C4 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HN Ni number_of_counted_H10 885834
safety_from_overflow 1 number_of_counted_H11 803241
number_of_counted_H12 802661
number_of_counted_H13 803054

number_of_overflows_while_counting 0O

maximum_count_number 4294967295

number_of_overflows_while_counting O

number_of _counted_C1 1005877
number_of _counted_C10 1009166
number_of_counted_C11 979621
number_of _counted_C2 1003316
number_of_counted_C3 1025480
number_of_counted_C4 1054158
number_of_counted_H2 971852
number_of_counted_H3 968807
number_of _counted_H4 997207
number_of _counted_H5 987179
number_of _counted_H6 986805

number_of_counted_H2 881477
number_of _counted_H3 860404
number_of _counted_H4 805621
number_of _counted_H5 806615
number_of _counted_H6 884815
number_of_counted_H7 886438
number_of_counted_H8 843291
number_of_counted_H9 845144
number_of_counted_HN 861872
number_of_counted_N1 872210

box_params_end
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D.2.1.19 1-Benzylpyrrol-Wasser — 2.

Simulation

box_params_begin

box_coordinates_xyz -21.534 -32.9343 -20.1052
box_length_xyz 43.8004 42.3251 38.2267
box_increment 0.254653 0.251935 0.251491
box_incr_number_xyz 172 168 152
number_of_different_atoms 30

BENZ C1 Ci11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C2
C3 C4 C7 H1 H10 H11 H12 H13 H2 H3 H4 H5 H6
H7 H8 H9 HN N1 01 PYR
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_BENZ 543954
number_of_counted_C1 533748
number_of_counted_C11 522172
number_of_counted_C12 508457
number_of_counted_C13 490647
number_of_counted_C14 482340
number_of_counted_C15 487797
number_of_counted_C16 506625
number_of_counted_C17 454317
number_of_counted_C2 519652

number_of _counted_C3 497991

number_of _counted_C4 498921
number_of_counted_C7 540311
number_of_counted_H1 48415563
number_of_counted_H10 494392
number_of_counted_H11 444042
number_of_counted_H12 445103
number_of_counted_H13 443870
number_of_counted_H2 48946372
number_of_counted_H3 514130
number_of_counted_H4 480628
number_of_counted_H5 482048
number_of_counted_H6 527102
number_of_counted_H7 496880
number_of_counted_H8 474256
number_of_counted_H9 467894

number_of _counted_HN 513709
number_of_counted_N1 518693

number_of_counted_01 49543361
number_of_counted_PYR 575954

box_params_end

D.2.1.20 Quadratsaure-Wasser

box_params_begin

box_coordinates_xyz -26.626 -33.6386 -24.2838
box_length_xyz 53.4922 48.6761 41.0601
box_increment 0.252322 0.253521 0.250366
box_incr_number_xyz 212 192 164
number_of_different_atoms 23

C1 C11 C12 C2 C3 C4 C8 C9 H1 H10 H2
H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 01 010 05 06 07
safety_from_overflow 1
maximum_count_number 4294967295
number_of_overflows_while_counting 0O
number_of_counted_C1 588007
number_of_counted_C11 558867
number_of_counted_C12 543843
number_of_counted_C2 589986
number_of_counted_C3 577160
number_of_counted_C4 577772
number_of_counted_C8 563724
number_of_counted_C9 547957
number_of_counted_H1 40862853
number_of_counted_H10 538207
number_of_counted_H2 40862018
number_of_counted_H3 540856
number_of_counted_H4 541043
number_of_counted_H5 540715
number_of_counted_H6 553936
number_of_counted_H7 555170
number_of_counted_H8 536961
number_of_counted_H9 536711
number_of_counted_01 41169389
number_of_counted_010 573447
number_of_counted_05 559272
number_of_counted_06 560495
number_of_counted_07 574465

box_params_end



Anhang E: FlexX

E.1 Das Receptor Definition File (.rdf)

Die rdf-Datei enthélt zwei Verweise auf weitere Dateien im pdb-Format. Zum einen der
@pdb-Eintrag, welcher das Protein als Ganzes enthélt, zum anderen @pockets, welche
die Definition der Bindungstasche(n) enthélt (in diesen Fall nur eine und zwar p0). Diese

sind hier nicht aufgefiihrt.
FimH-Mannose-Struktur

# Tripos-generated RDF file
@pdb_file /diskl/sybyl_data/FimH_man_flexx_center

Qatoms

include * * D *

Q@pockets

pO FimH_man_active_site_center_dyn

Q@templates

ALA * * ala

ARG  * * arg+
ASN  * * asn

ASP * * asp-
CYsS * * cysh
GLN = * gln

GLU  =* * glu-
GLY =* * gly

HIS  * * his2
ILE * * ile

LEU * leu

LYS * * lys+
MET * * met

PHE  * * phe

PRO  * * pro

SER  * * ser

THR * * thr
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TRP * * trp
TYR * * tyr
VAL = * val

first nterm+

last cterm-

Q@hetero_atoms

exclude

* * *

@h_torsions

nterm*
cterm
arg*
argx*
asnx*
asp
aspnx*
aspc*
glnx*
glu
glun*
gluc*
lys*
ser*
tyr*
thr*

Q@assign

ASN
GLN
HIS
HIS

*

*

*

first
last

_c
_o
ne
ne
_od1
_od2
_od2
_od2
_oel
oe2
oe2
oe2
_cd
ca
_cel

_ca

_AD1
_AE1
_AD1
_AD2

ca
_cz
_cz
_cg
_cg
_cg
_cg
_cd
_cd
_cd
_cd
_ce
_cb

cz
_cb

_0D1
_0E1
_ND1
_CD2

FimH-Butylmannosid-Struktur

# Tripos-generated RDF file

@pdb_file FimH_butylman_addH

Qatoms

include * * * *

@pockets

pO FimH_butylman

Q@templates

ALA
ARG
ASN
ASP
CYs
GLN
GLU
GLY
HIS

*

*

*

* ala
* arg+
* asn
* asp-
* cysh
* gln
* glu-
* gly
* his2

_ogl

_AD2
_AE2
_AE1
_AE2

180.

180.

180

180.

180

180.
180.

O O O O © © O o
O O O O O O O O O O O O o o o o

_ND2
_NE2
_CE1
_NE2



313

ILE *
LEU *
LYS *
MET *
PHE *
PRO *
SER *
THR *
TRP *
TYR *
VAL *
* *
* *

*

*

ile
leu
lys
met
phe
pro
ser
thr
trp
tyr

val

first
last

Qhetero_atoms

exclude

*

Q@h_torsions

nterm*
cterm
arg*
arg*
asn*
asp
aspn*
aspc*
glnx*
glu
glunx*
gluc*
lysx*
ser*
tyr*
thrx*

Q@assign
ASN
GLN
HIS
HIS

*

*

*

* X ¥ X

*

+
nterm+
cterm-
*

first _c _ca
last _o _c

* _ne _cz
* _ne _cz
* _odl _cg
* _od2 _cg
* _od2 _cg
* _od2 _cg
* _oel _cd
* _oe2 _cd
* _oe2 _cd
* _oe2 _cd
* _cd _ce
* _ca cb
* _cel _cz
* _ca cb
* _AD1  _0D1
* _AE1  _OE1
* _AD1  _ND1
* _AD2  _CD2

oxt
_nhl
_nh2
_nd2
_od1l
_od1l
_od1l
_ne2
_oel
_oel
_oel

nz
_og
_oh
_ogl

_AD2
_AE2
_AE1
_AE2

180.

180.
180.

180.
180.
180.
180.

O O O ©O © © O o
O O O O O O O O O O O © © © © o

_ND2
_NE2
_CE1
_NE2
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Anhang F: Lebenslauf

Andreas Fuchs
geboren 08. August 1975 in Regensburg
Staatsangehorigkeit: deutsch

Familienstand: ledig

Schulausbildung

09/1982-07/1986  Grundschule Regensburg
09/1986-06/1995  Von-Goethe-Gymnasium Regensburg

mathematisch-naturwissenschaftlicher Zweig

Wehrdienst

07/1995-06/1996  Grundwehrdienst beim Sanitétsbataillon 4
in Feldkirchen/Straubing
Hochschulausbildung

11/1996-09/2001  Studiengang Diplom-Chemie, Universitidt Regensburg

10/1998 Diplomvorpriifung

09/2001 Diplompriifung

01/2001-09/2001  Diplomarbeit am Institut fiir Organische Chemie der Universi-
tat Regensburg, Arbeitskreis Prof. Dr. B. Konig:
Synthese Donor-Akzeptor-substituierter 1,4,7,10-Tetraazacyclo-

dodecane und Untersuchungen zu threr Verwendung als moleku-
lare Schwingungssensoren

11/2001-07/2005 Promotion Institut fiir Organische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel, Arbeitskreis Prof. Dr. T. K. Lind-
horst und Arbeitskreis Prof. Dr. R. Herges:

Design und Synthese von Liganden fiir das Lektin FimH
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Tatigkeiten

01/1999-06/1999  wiss. Hilfskraft im Arbeitskreis Prof. Dr. W. Kunz, Institut fiir
Physikalische Chemie, Universitdt Regensburg

01/2001-09/2001  wiss. Hilfskraft im Arbeitskreis Prof. Dr. B. Konig, Institut fiir

Organische Chemie, Universitdt Regensburg

11/2001-03/2004  Mitarbeit am BMBF-Projekt: Medien Projekt ,Vorlesungsnetz
Chemische Biologie*

07/2004-03/2005 wiss. Assistent, Universitit Kiel; Betreuung des organisch-

chemischen Grundprkatikums

04 /2005 Mitarbeit im Rahmen des SFBA470 Glykostrukturen in Bio-
systemen
Auslandsaufenthalt

06/2004-08/2004  Forschungsprojekt in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. S. Perez
am CERMAV (Centre de Recherches sur les Macromolécules
Végétales) in Grenoble/Frankreich:

Modelling of Oligosaccharides in Aqueous Solution

Poster
09/2002 Medicinal Chemistry Summerschool Regensburg, 2002
10/2003 GDCh Jahrestagung Miinchen, 2003 Poster Evo.-Bio. 009

(Poster Award)

Seminare und Fortbildungen

10/1999 Praktikum Technische Chemie I der DECHEMA e.V.,
Frankfurt
04/1999 Praktikum  Technische = Chemie II der DECHEMA

e.V. Frankfurt

08/1999-09/1999  Praktikum am Institut fiir Technische Chemie, Forschungszen-
trum Karlsruhe, Arbeitsgruppe PD. Dr. R. Koster

11/1999 Fortbildung Praktische Oberflichenanalytik am Forschungszen-
trum Karlsruhe
04,/2002 Lehrgang Protein Modelling Techniques, Fa. Tripos GmbH,

Miinchen



Vergelt's Gott

Ich danke:

ALLEN.

Beim AK Lindhorst (inklusive der bereits deutschlandweit verstreuten Ex-AK-Mitglieder)
bedanke ich mich insbesondere fiir: Tierchenbetreuung, Winterreifendiskussion, Segeln(!),
Spargelessen, Spektrenauswertung. Ein spezieller Gruf geht an unsere ,Labormama‘
Elwira, die immer, besonders in der Endphase dieser Arbeit, mit Ruhe, Gelassenheit

und guter Laune unverzichtbare Hilfe geleistet hat.
Es gilt der Satz: ,Auch ein Fuchs hat Hunger.“

Beim AK Herges fiir die ein oder andere Verpflegungssitzung und bei programmtechnischen

Fragen. Zitat: ,Der Metzger meines Vertrauens™.

Im Besonderen mochte ich mich bei Felix Kohler, meinem ,Mitbewohner”, bedanken,
ohne dessen tatkriftige Unterstiitzung in Sachen Unix/Linux/Windows oder sonstigen
Fragen der theoretische Teil meiner Arbeit klédglich an den ,Computersturheiten” ge-

scheitert wére. Und: Pinguine kénnen tatséchlich fliegen!

Und natiirlich bei allen, die im Institut fiir einen reibungslosen aller Dinge Ablauf sorgen:

e Regina Meinlschmidt fiir die Hilfe bei (dringenden) Bestellungen und organisato-

rischen Fragen aller Art.

e Den Mitarbeitern der Spektroskopischen Abteilung, Dr. Christian Wolff, Holger
Franzen, Marion Hoftmann, Gitta Kohlmeyer-Yilmaz und Dirk Meyer fiir die Ver-

messung jeglicher Proben, besonders in allerletzter Minute!

e Allen anderen Mitarbeitern des Instituts: Monika Bénsch (Reinigung), Riidiger
Kargoll (Werkstatt), Katrin Wagener/Manuela Krannich (Bibliothek) und Andreas
Wilms (Chemikalienausgabe/GLAS-Ausgabe und KFZ-Dienst).
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Das allerwichtigste in den letzten 3 Jahren Kiel (und in den fast 5 davor) war, ist
und wird (so Gott will) bleiben meine Freundin Christine. Sie hat in dieser Zeit viele
Kilometer zuriickgelegt und so manches Wochenende alleine verbracht. Aber Christine

hat immer zu mir gehalten und mich tatkriftig unterstiitzt.

Zum Schluf mdéchte ich noch bei meinen Eltern bedanken, die mich fast 30 Jahre in

allem unterstiitzt haben, besonders in den explosiven Lebensabschnitten.

Spruch mit kurzem o: so
Ernst Jandl





