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1. Einleitung

Neben den Proteinen, Lipiden und Nucleinsduren stellen Kohlenhydrate mit Abstand den
bedeutensten Anteile der vier groBen Naturstoffklassen dar. Nur durch Photosynthese werden
jedes Jahr 2-10"" t D-Glucose gebildet, wobei der GroBteil in der Form von Mono-, Oligo-oder
Polysaccharide auf der Stufe von Kohlenhydraten verbleibt und nur ein geringer Anteil von 5
% in die weitere Synthese primdrer oder sekundirer Metabolite eingeht.! Dabei ist schon
lange bekannt, dass Kohlenhydrate als Energiespeicher, die schnell den Brennstoff Glucose
freisetzen konnen, in Form von Stdrke bei Pflanzen und Glycogen bei Tieren vorkommen.
Des weiteren spielen Polysaccharide wie z. B. Chitin oder Cellulose eine sehr wichtige Rolle
beim Aufbau von Strukturelementen. Sie sind im Exoskelett aller Anthropoden aber auch in
den Zellwidnden von Bakterien und Pflanzen zu finden. Zum Beispiel ist Cellulose, der
Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwidnde, die am héufigsten auftretenden organische

Verbindung in der Biosphire.”

Mit zunehmenden Mdglichkeiten der instrumentellen Analytik Mitte des letzten Jahrhunderts,
wurden den Nucleinsduren und Proteinen als Bausteine des Lebens eine herausragenden
Bedeutung zugeschrieben. Die Kohlenhydrate wurden dagegen molekularbiologisch weniger
beachtet und waren nur im Bereich der Nahrungsmittel- und Papierindustrie von Interesse.’
Erst mit der Entwicklung leistungsfahiger chromatographischer und spektroskopischer
Methoden einerseits und der Einfilhrung moderner Verfahren zur Oligosaccharidsynthese
andererseits wurden die Entdeckung und Untersuchung der Funktion komplexer
Kohlenhydratstrukturen in Organismen, die héiufig heterogen auftreten und nur in
verhéltnismaBig geringen Mengen vorkommen, ermoglicht. Es wurde erkannt, dass die
meisten Lipide und Proteine kovalent gebundene Anteile an Kohlenhydraten mit sehr
divergierenden und hoch komplexen Strukturen besitzen, wohingegen Kohlenhydrate und

deren Derivate mit Energiespeicher- und Stiitzfunktion recht einfach aufgebaut sind.*

In den linear aufgebauten Peptiden und Nucleinsduren kann die Information nur in der Anzahl
und Sequenz der monomeren Bausteine enthalten sein. In Kohlenhydraten ermdglicht die
Position und Konfiguration der glycosidischen Bindung und das Auftreten von Verzwei-
gungen dariiber hinaus eine extrem hohe Strukturdiversitit, die ihre Konsequenz in einer
hohen biologischen Informationsdichte hat. Es gibt zum Beispiel 10" mégliche struktur-
isomere Formen fiir ein reduzierendes Hexasaccharid.” Zusitzliche Substitutionen der

Hydroxylgruppen einzelner Kohlenhydratbausteine durch Acetyl-, Sulfat-, oder Phosphat-
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gruppen erhohen die Strukturvielfalt noch weiter. Glycoproteine und Glycolipide sind
wesentliche Bestandteile der Zellmembran, wobei der Kohlenhydratanteil immer zur
extrazelluliren Seite ausgerichtet ist und so die Glycocalyx bildet. Die Oberfliche von
eukaryotischen Zellen verfligt iiber eine Vielzahl von mehr oder weniger verzweigter
Oligosaccharide, abhingig vom jeweiligen Zelltyp und dem Entwicklungsstadium der
jeweiligen Zelle, die wichtige Funktionen bei der der Zell-Zell-Erkennung und —Wechsel-
wirkungen erfiillen.’ Dariiber hinaus dienen Kohlenhydratliganden als Bindungsstellen fiir
eine Vielzahl von Rezeptoren der Viren, Bakterien, Toxine, Antikérper, Enzyme, sowie
Lectine und Selectine.”'® Eine wichtige Rolle in dieser ,,dritten Sprache des Lebens* spielen
die Sialinsduren, die als hoch komplexe terminale Kohlenhydrate einer Vielzahl von

biologischen und vor allem cytokinen Prozessen beteiligt sind."!

1.1 Biologische Bedeutung von Sialinsauren

Sialinsduren sind negativ geladenen Monosaccharide mit einem Grundgeriist, das aus neun
Kohlenstoffatomen besteht. Sie kommen in allen hoheren Lebewesen ab den Deutero-
stomaten und in einigen Microorganismen vor.'>" Sie zeichnen sich durch eine enorme
Strukturvielfalt aus und gehoren zu den komplexen Kohlenhydraten, die als Hauptbestandteil
der Glycoproteine und —lipide die Glycocalyx aufbauen.'* Daher spielen sie eine wichtige
regulatorische und schiitzende Rolle in der Zellbiologie. So gibt es in Sdugetieren kaum
biologische Vorgénge, in deren Verlauf Sialinsduren nicht beteiligt sind, was im Falle von
Storungen in deren Biosynthese oder ihrem natiirlichen Abbau zu dramatischen biologischen
Konsequenzen fiihren kann. Zu der Familie der Sialinsduren gehdren ca. 50 Monosaccharide,
die sich durch verschiedene Substitutionsmuster an der Amino- bzw. den Hydroxylgruppen
unterscheiden. Sie sind alle Derivate der Neuraminsdure, 5-Amino-3,5-didesoxy-D-glycero-D-
galacto-non-2-ulopyranoson-sdure, deren Aminofunktion entweder acetyliert oder
glycolyliert ist, wihrend die nicht glycosidischen Hydroxylgruppen unterschiedliche
Acetylierungsmuster aufweisen. Vereinzelnd sind auch Phosphoryl-, Sulfonyl- und Lac-

1517 1y; , -
Die am hiufigsten vorkommenden Derivate der

tosylsubstituenten nachgewiesen worden.
Neuraminsdure sind die N-Acetylneuraminsdure (NeuSAc, 1), die N-Glycolylneuraminsiure
(Neu5Gc, 2), sowie die an Postion 9 O-acetylierte Form der NeuSAc (Neu5,9Ac,, 3). Dabei
ist einzig nur NeuSAc 1 in jeder Spezies vertreten, wihrend die anderen Derivate nicht

allgegenwirtig sind.
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Neu5Ac ist im Menschen die hdufigste Sialinsdure und nimmt die terminal Position in Glyco-
proteinen und Gangliosiden ein, wobei sie als Monomer, Oligomer oder auch als Polymer
vorkommt.'® Durch ihre Position in der duBeren Zellmembran spielt sie eine auBergewdhnlich
wichtige Rolle in der Molekularbiologie der Zelle. Auf der einen Seite maskieren
Sialinsduren die Zellepitope und verhindern so eine Zell-Zell-Erkennung, auf der anderen
Seite reprisentieren sie die biologischen Ziele einer Vielzahl von Rezeptorproteinen. NeuSAc
kann, wie alle Sialinsduren, als acides Monosaccharid sehr leicht mit Komponenten anderer
Zelloberflichen und extrazelluliren Substanzen interagieren. Aufgrund der strukturellen
Komplexitit und der unterschiedlichen Substitutionsmuster fehlt bisher ein
generellumfassendes Verstdndnis der biologischen Aufgaben der Sialinsduren und
Detailfunktionen kénnen nur speziell fiir einzelne Derivate formuliert werden. Neu5Gc kann
zum Beispiel im gesunden humanen Gewebe nur in kleinen Spuren nachgewiesen werden,
wiahrend sie im Tierreich weit verbreitet und bis zu den hdheren Affen die dominante
Sialinsdure ist. Aufgrund einer Genmutation hat der Mensch die Fiahigkeit verloren Neu5Gce
biosynthetisch zu exprimieren.'® Weshalb Neu5Gc in kleinen Mengen im menschlichen
Gewebe und in Tumorzellen auftritt ist bisher nicht bekannt. Es wird aber diskutiert, dass es
unter anderem mit der Erndhrung zusammenhéngt, da Neu5Gc im gastrointestinalen Trakt

von Enten nachgewiesen wurde.'**

Abb. 1: Die haufigsten Sialinsduren NeuSAc (1), Neu5Ge (2) und Neu5,9Ac; (3)

In der humanen Zellbiologie nimmt also NeuSAc unterschiedliche Aufgaben wahr. Durch die
negative Ladung ist NeuSAc entweder am Transport und der Bindung positiv geladender
Molekiile, einschlieBlich Pharmazeutika, beteiligt oder es kommt zur AbstoBung gleich
strukturierter Zellen, wie zum Beispiel zwischen den Erythrocyten.*?' Gerade die

physikalisch-chemischen Eigenschaften werden durch relativ hydrophobe Substituenten wie
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z. B. eine O-Acetyl-Gruppe beeinflult. Auf der anderen Seite sorgt eine zusitzliche
Sulfatierung der NeuSAc, wie sie in Echinodermen zu beobachten ist, fiir einen stirker
ausgeprigt sauren Charakter der NeuSAc. Der maskierende Effekt (anti-recognition effect)
der Neu5Ac beruht auf dem Zusammenspiel der negativen Ladung der Carboxyl-Funktion
einerseits und grofen aber hydrophilen Molekiilen andererseits.”> Dabei werden Gal- oder
GalNAc-Reste der Glycocalyx, die von Natur aus durch Galactose-spezifische Lectine
erkannt werden, maskiert, so dass sie durch die entsprechenden Rezeptoren nicht erkannt
werden konnen. Diese Funktion der Neu5SAc wird deutlich wenn die Interaktionen zwischen
Makrophagen der Leber und Milz mit human Erythrocyten betrachtet werden, deren
Zelloberfliche durch Alterung oder durch Einfluf diverser Sialidasen zu 10-20 % (1-2:107
Molekiile pro Zelle) desialyliert ist. In vitro konnte gezeigt werden, dass diese Zellen an
Galactose spezifische Rezeptoren der Phagocyten gebunden, aufgenommen und abgebaut
wurden. Eine Sialylierung der Zelloberflache filihrt also zum Schutz der Zelle vor humoraler
oder zelluldrer Erkennung.”** Dies gilt auch fiir pathogene Zellen wie z. B. Bakterien oder
Krebszellen, die zu einem groBen Teil sialyliert sind, was dazu fiihrt, dass sie vom
Immunsystem nicht erkannt und vernichtet werden konnen. So verhindert O-aceylierte
NeuSAc auf der Oberfliche von Krebszellen die natiirlich Apoptose, so dass es zum Wuchern

der Zellen kommt.?

Neben dem maskierenden Effekt ist die Neuraminséure auch direkt an eine Vielzahl von
Erkennungsprozessen beteiligt. Dabei erkennen pathogene Organismen wie Bakterien, Viren
oder auch Protozoen die Neuraminsidure, binden an die Zelloberfliche und l16sen im weiteren
Verlauf eine Vielzahl von Krankheiten aus.”® Zum Beispiel bindet der Influenza A Virus iiber
ein virales Lectin (Hamagglutinin) an humane Erythrocyten und an Mucine des respira-
torischen Trakts. Die Adhdsion des Hdmagglutinin wird begleitet von der Freisetzung einer
Neuraminidase (Sialidase), die eine Verbreitung des Virus erleichtert und eine entscheidende
Rolle im Infektionsmechanismus spielt. Es gelang, durch die genaue Kenntnis der
Kristallstruktur einen starken Inhibitor fiir dieses Enzym zu entwickeln, welcher heutzutage

als erstes potentes Arzneimittel gegen diesen Virus auf dem Markt ist.”’
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1.2 Trans-Sialidase und Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi ist ein pathogener Organismus der zu der Familie der Protozoen gehort.
Es gibt zwei fiir den Menschen infektiése Spezies. Zum einen Trypanosoma brucei, als
Ausloser der Schlafkrankheit in Afrika, und zum anderen Trypanosoma cruzi, welches in
groBBen Teilen Stidamerikas fiir die Chagas Krankheit verantwortlich ist. Bei dieser Krankheit
handelt es sich um eine letal verlaufende Infektion, deren Hauptursache die unzureichenden
sanitdren Verhéltnisse in den betroffenen Gebieten sind. Die Chagas Krankheit wird durch die
Raubwanze Rhodnius proxilus iibertragen. Sie lebt in dunklen und feuchten Nischen in
Héusern und ernéhrt sich vom Blut der Bewohner. Die Wanze an sich stellt keine Bedrohung
fiir den Menschen dar, beherbergt aber in ihrem Verdauungstrakt das pathogene Trypanosoma
cruzi. Durch die natiirliche Ausscheidung des Insektes gelangt der Erreger iiber ecine
Schmierinfektion in den Wirt. Laut WHO sind ca. 100 Mio. Menschen in Gefahr angesteckt
zu werde. Es kommt jéhrlich zu 16-18 Mio. Neuerkrankungen, wobei pro Jahr ca. 50.000
Tote zu beklagen sind. Die Krankheit durchlduft ein frithes Stadium mit Fieber,
geschwollenen Lymphknoten, Miidigkeit, VergroBerung der Milz und ein spétes Stadium, in
dem sich der Herzmuskel vergroBert und das Myokardgewebe weicher wird. Diese

Schwichung des Herzens fiihrt dann zum Tode durch Herzversagen.”®

Abb. 2: Geographische Verbreitung der Chagas Krankheit (laut WHO)
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Das Uberleben von T. cruzi im Wirtsorganismus hiingt sehr stark vom Grad der Sialylierung
des Zellepitopes ab.”’ Dabei verfiigt es nicht iiber die Moglichkeit NeuSAc auf bio-
synthetischem Weg zu erhalten, um so sein Epitop zu schiitzen. Es besitzt allerdings ein
Oberflichenenzym, welches dafiir sorgt, dass NeuS5Ac von der Wirtszelle auf das
Oberflichen-Mucin des Pathogens iibertragen wird. Hierbei handelt es sich um Trans-
Sialidase, ein Oberflichenenzym, welches mit einem GPI-Anker fixiert ist und zur
Superfamilie der Sialidasen gehdrt, mit denen bis zu 70 % strukturelle Ubereinstimmung
nachgewiesen wurden.*® Dabei durchliuft dieses Enzym im Lebenszyklus des Trypanosoms
eine interessante Entwicklung. Die nichtin-vasive epimastigote Form von T. cruzi, welche
sich im mittleren Darm des Vektor-Insektes befindet, verfligt {iber keine Trans-Sialidase und
somit auch nicht liber Neu5SAc auf der Zelloberflache. Erst im unterem Teil des intestinalen
Systems wandelt sich die epimastigote Form in die metacyclische trypomastigote Form um,
wodurch die Expression von Trans-Sialidase gestartet wird. Sobald dann das Trypanosom die

Blutbahn des Wirtsorganismus erreicht, beginnt dir Ubertragung von Neu5Ac.?!

Abb. 3: Trypanosoma cruzi (links) und die Raubwanze Rhodnius proxilus (rechts)

Trotz umfangreicher Versuche ist es bis heute noch nicht gelungen die Wildtyp Trans-
Sialidase zu kristallieren. Es gelang allerdings die Kristallisation einer voll aktiven Trans-
Sialidase Mutante durch  systematischen Oberflichen Mutagenese der Sialidase aus
Trypanosoma rangeli, denn die Gesamtstrukturen beider Enzyme weisen eine grof3e
Homologie von ca. 75 % auf. Wie die Sialidase verfiigt auch die Trans-Sialidase iiber zwei
Dominen, die N-terminale katalytische Doméne mit einem sechsblittrigen B-Propeller, der
fiir mikrobische Sialidase charakteristisch ist und die lectin-dhnliche C-terminalen Domine.
Ein detaillierter Vergleich der aktiven Zentren der trypanosomalen Enzyme zeigt, dass die

reine Sialidase bestimmte strukturelle Merkmale besitzt, die die unterschiedliche
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Transferaktivititen erkldren konnte. Aufgrund des Substitutionsmusters und der
konformativen Anordnung der Aminosédure an der Peripherie des aktiven Zentrums, verfiigt
die Trans-Sialidase iiber eine engere und hydrophobere Bindungstasche als die Sialidase.
Wegen der recht unpolaren Aminosauren (u.a. Trp und Tyr) konnte der Eintritt des Wassers in
die Bindungstasche erschwert und somit die bevorzugte Transglycosylierung erklért werden.*
Eine hydrolytische Aktivitét von Trans-Sialidase ist nur zu beobachten, wenn kein geeignetes

Akzeptorsubstrat vorhanden ist.**

HO ~ OH O--H,

7
CQO**HzN Argss
HO"" 0 —Galf-R
AcHN
HO H
Y/

{ ;
R-BGal-OH \J
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- +
O H,N
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\lj'—GalB70H

O HoN'

L >Arg315

N
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HO

R'—GalB—OH

Abb. 4: Mechanistische Betrachtung der Transglycosylierung und der Hydrolyse am Beispiel von

Sialidase aus T. rangeli unter Retention der Konfiguration

Geeignete Akzeptorsubstrate sind ausschlielich B-Galactoside, die iiber eine freie Hydroxyl-
Funktion am C-3 verfiigen, denn die Trans-Sialidase erkennt, wie auch einige Sialidasen,
ausschlieflich die a(2-3) Bindung natiirlicher sialylierter Oligosaccharide, die so gespalten
oder verkniipft werden.” Kommt es zur Bindung von Neu5Ac in der katalytischen Domine,
so fiihrt dieses zu einer konformativen Anderung in der Proteinstruktur. Ein Akzeptor wie z.

B. Lactose bindet offenbar anschliefend in einer genau definierten Position an das Protein,
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weil sonst die auBBerordentlich hohe Regiospezifitit nicht erklart werden konnte. Es ist davon
auszugehen, dass die oben genannte Anderung in der Konformation des Enzyms eine
schwichere Bindung des Akzeptors an das Protein ermdglicht wie sich aus Ergebnissen
sowohl von BIAcore-Sensogrammen, als auch sensitiveren NMR-Untersuchungen ableiten

lieB. 33

Trotz einiger Unterschiede in den einzelnen Aminoséuren der reaktiven Domine des Enzyms,
kann der Mechanismus des Transfers der Neu5Ac auf ein Akzeptorsubstrat analog zu einer
Sialidase aus T. rangeli beschrieben werden. Die Reaktion verlduft unter Retention der Konfi-
guration, wobei ein kovalentes Sialyl-Enzym-Intermediat ausgebildet wird. Wie in Abb. 4 zu

sehen ist, agiert ein Tyrosinrest als katalytisches Nucleophil.***’

Auch nach einer Vielzahl von Versuchen ist es bislang noch nicht gelungen, einen geeigneten
Inhibitor fiir Trans-Sialidase zu finden. Wéhrend Sialidasen durch das Glycal der NeuSAc
(Neu2en5Ac) inhibiert werden, in dem das Oxocarbeniumion als Ubergangszustand der
Reaktion mimikriert wird, ist dieser Effekt bei der Trans-Sialidase nicht zubeobachten.'®***
Im Gegensatz zu Sialidasen dringt das Donorsubstrat bei der Trans-Sialidase eher in einer
schragen bzw. gekippten Position in die Bindungstasche ein. Es wird diskutiert, ob dieses zum
Verlust der inhibitorischen Eigenschaften des Neu2en5Ac fiihrt.** Die beschriebene
konformative Anderung der Bindungstasche und die damit einhergehende Bindung des
Enzyms an ein Akzeptorsubstrat legt die Vermutung nahe, dass auch Akzeptorstrukturen ein
inhibitorisches Potential besitzen. Es sind einige Galactoside getestet worden, von denen
allerdings nur Lactitol einen recht ausgeprégten inhibitorischen Effekt aufwies. Ein in vitro
Inhibitionstest zeigte, dass sich in Anwesenheit von Lactitol die Anzahl der infizierten Zellen
um ca. 25 % im Vergleich zu einem Kontrollmedium verringerten.” Es ist aber davon
auszugehen, dass die Menge iibertragener NeuSAc-Molekiile immer noch ausreicht, um eine
Infektion im Menschen auszuldsen. Dartiberhinaus ist zu berticksichtigen, dass diese in vitro
Tests nicht mit den natiirlichen Bedingungen vergleichbar sind. Im Menschen reichen schon
wenige Parasiten, die durch die Ausscheidungen des Vektorinsekts auf die Haut gebracht

werden, um eine Infektion auszuldsen.

Zur Zeit ist der beste Schutz vor der Chagas Krankheit die Verhinderung der Infektion. Ein
Ansatz ist dabei die Verbesserung der hygienischen Verhéltnisse. So gibt es gemeinsame

Anstrengungen zwischen der ESA und den ,,Arzten ohne Grenzen®, die weitere Verbreitung
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der Raubwanzen zu verhindern und ihren Bestand in betroffenen Gebieten zu dezimieren.”
AuBerdem gilt es, das fiir Transfusionen bereitstehende Blut, auf den Erreger zu testen und
kontaminierte Proben aus den Verkehr zu ziehen. Ist es bereits zu einer Infektion gekommen,
gibt es mehrere Moglichkeiten zur chemotherapeutischen Medikation der Patienten.
Allerdings handelt es sich bei diesen Pharmazeutika um recht aggressive Medikamente, deren
Anwendung mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen einher geht und deren Wirksamkeit in

41-43 . .
Es sind also weitere

chronischen Phase der Erkrankung noch diskutiert werden.
Anstrengungen notig, um Pharmzeutika zur Therapie der Krankheit zu entwickeln. Ein
Ansatz wire durch einen geeigneten Inhibitor die Trans-Sialidase zu blockieren. Ahnlich wie
bei der Therapie von Influenza wiirde ein entscheidender Mechanismus im Infektionsverlauf

blockiert werden und somit eine wirksame Behandlung moglich.

1.3 Das Zentrale Nervensystem und MAG

Durch das Nervensystem werden Reize wahrgenommen, weitergeleitet und verarbeitet, die es
dem Organismus ermoglichen, auf seine Umwelt zu reagieren und sich zu orientieren. Dabei
bilden Gehirn und das Riickenmark das zentrale Nervensystem (ZNS), von dem ausgehend
zahlreiche Nerven als peripheres Nervensystem (PNS) den Korper durchziehen. Die
Nervenbahnen des PNS werden in sensorische und motorische Bahnen unterteilt. Steuern die
beteiligten Nerven die Skelettmuskelatur, wird dieses als willkiirlich somatische
Nervensystem bezeichnet, wahrend die Kontrolle der inneren Organe vom unwillkiirlichen
vegetativen Nervensystem iibernommen wird.** Wie alle Korperzellen bestehen die
Nervenzellen (Neuronen) aus einem Zellkdrper mit einem Zellkern. Allerdings kénnen sie
sich nicht mehr teilen, nachdem das Gehirn seine Wachstumsphase abgeschlossen hat. Des
weiteren verfiigen sie iiber besondere Zellfortsdtze und eine Zellmembran, die elektrische
Signale erzeugt und mit Hilfe von Botenstoffen und Rezeptoren Signale empfangen kann.
Unterschieden werden dabei Fortsitze, die Informationen von anderen Nervenzellen
empfangen (Dendriten) von solchen, die Informationen weiterleiten (Neuriten oder Axons).
Wihrend ein Neuron iiber zahlreiche kurze und veréstelte Dendriten verfiigen kann, existiert
nur jeweils ein Neurit, der allerdings an seinem Ende vielfach verzweigt sein kann und

Synapsen mit anderen Neuronen oder Muskelzellen bildet.*

Die Erregungsiibertragung erfolgt diskontinuierlich mit Hilfe von Neurotransmittern, die

durch den Erregungsimpuls aus den Enden des prasynaptischen Neurits freigesetzt, dann {iber
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Vesikel transportiert werden und die Permeabilitit der postsynaptischen Membran fiir
Natrium-Ionen fiir kurze Zeit um den Faktor 500 erhéhen. Die Nervenzellen stehen
miteinander lediglich iiber Synapsen in Kontakt, im {ibrigen werden sie voneinander wie auch
von Blutgefaen und Liquor rdumlich und elektronisch isoliert. Im ZNS erfolgt dies durch
Oligodendrocyten, wihrend im PNS jeder Neurit schlauchartig von den Schwannschen Zellen

umhiillt wird.*®

Schwannsche Zelle Ranvierscher Axon (Neurit) Zellkorper \\
Schniirring Dendrit /J‘

Abb. 5: Schematischer Aufbau einer Nervenzelle

Bei einigen Nervenfasern wickeln sich die Oligodendrocyten oder die Schwannschen Zellen
zwiebelartig mehrfach um die Neuriten und bilden so eine schiitzende Myelinschicht.
Markhaltige Nervenfasern haben eine dicke Myelinschicht, die eine schnelle Reizleitung
ermoglicht, wiahrend marklose Nervenfasern iiber eine sehr diinne und somit langsame
Leitungsgeschwindigkeit verfligen. Die sogenannte Schwannsche Scheide wird von
Ranvierschen Schniirringen unterbrochen. Nur an diesen Stellen ist der Kontakt mit dem
interzelluliren Raum und die Stoffdiffusion durch Natrium-Kanédle mdglich. Die Signale
breiten sich saltatorisch von Schiirring zu Schniirring aus und erreichen so durch den kleinen
Querschnitt eine sehr hohe Geschwindigkeit.” Kommt es zum Verlust der Myelinschicht
induziert dies eine hohe Geschwindigkeitsabnahme in der Reizleitung und damit einen
dramatischen Einbruch der Funktion des Nervensystems, was bei den demyelinierenden

Neuropathien wie der Multiplen Sklerose und dem Guillain-Barre-Syndrom der Fall ist.**

Die Struktur und Anordnung der Myelinschicht ist determiniert durch Ganglioside (meist
durch Galactosylcerebrosid), die zwar in allen Geweben der Sdugetiere nachgewiesen werden
kénnen, aber im Nervengewebe mit 25 % der Glycoconjugate am stirksten konzentriert ist.*’

Ganglioside beeinflussen die Nervenzellen durch zwei Arten der Erkennung bzw. der
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Regulation. Zum ecinen findet eine cis-Regulierung von Proteinen auf der selben Membran
statt, zum anderen auch die trans-Erkennung von komplementidren Lectinen auf benach-
barten Zellen, wie dem Myelin-assoziierten Glycoprotein (MAG). Zu der Gruppe der
sogenannten Siglecs (Sialinsdure-bindende Immunoglobulin-dhnliche Lectine) gehoren unter
anderem neben Sialoadhdsin (Makrophagen), CD22 (B-Zellen) und CD33 (Monocyten)
ebenfalls das Myelin-assoziierte Glycoprotein. Dabei handelt es sich bei allen Siglecs um
typische Typ I Transmembran-Proteine, deren N-Terminus extrazelluldr aus einigen Immuno-
globulin-dhnlichen Doméinen besteht, widhrend der C-Terminus als zytoplasmatischer
Schwanz wahrscheinlich an der Signaltransduktion beteiligt ist.”® Alle Siglecs weisen eine
Sequenzhomologie von ca. 30 % in der extrazelluldren Region auf, wobei sich alle extra-
zelluldaren Domédnen durch B-Faltblattstrukturen auszeichnen, die durch Cysteinmolekiile in
Form von Disulfidbriicken stabilisiert sind. Gleichzeitig bewirken diese Disulfidbriicken eine
Vergroflerung des Abstandes zwischen zwei Faltbléttern, wobei diese wichtig fiir die Bindung
der Neuraminsiure zu sein scheint.”' Seit der Entdeckung von MAG wurde diesem eine
Schliisselfunktion in der Bildung der Myelinschicht zugeordnet. Allerdings weisen MAG-
Knockout-Méduse mit einer Nullmutation fiir MAG zunichst die Bildung einer normalen
Mpyelinschicht auf. Ein anderes Molekiil (NCAM) iibernimmt anscheinend die Funktion des
MAG.** In vitro bindet MAG vorzugsweise an Ganglioside, deren terminales Motiv aus
einem Neu5Aca2-3GalB-R-Oligosaccharid besteht, wie es unter anderem im GM3, GM1,
GMI1b aber auch SiaLe® zu finden ist.”® Allen gemein ist die terminale Position der
Neuraminsdure, die im Erkennungsprozef3 eine sehr wichtige Rolle zu spielen scheint. Es wird
diskutiert, dass Verdnderungen am NeuSAc Geriist einen ausgeprigten Einfluf auf die

Bindungsstirke zwischen dem Rezeptor und dem Liganden zur Folge haben.’*™’

COOH OH ,OH
B 0
0
AcHN OR
HO OH

Abb.6: Das terminale Ligandenmotiv fiir MAG; dabei ist die NeuSAca2-3GalB-R Substruktur auBBerordentlich

wichtig fiir den ErkennungsprozeB;

Auf das Wachstum von Neuriten hat MAG einen bifunktionalen Einflu}, indem es ihr

Wachstum im neonatalen Stadium fordert, bei adulten Neuronen allerdings als signifikanter
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Inhibitor wirkt.’® Daraus resultierend koénnen bei Erwachsene im Fall einer Verletzung des
ZNS keine Reparaturen stattfinden, allerdings kommt es auch nicht zu ungewollten
Verzweigungen der Nervenzellen. Kommt es zu einer Verletzung einer Nervenzelle im PNS,
so kann es zur Waller’schen Degeneration kommen, bei der das Myelin kontrolliert abgebaut
wird und die Schwannschen Zellen sich in einen nicht-myelinhaltigen Phinotyp umwandeln.
Dadurch wird ein Wachstum der Nervenzelle ermdglicht und Verletzungen an dieser Stelle
konnen verheilen.”” Der Funktionswechsel von MAG wihrend der Entwicklung der
Nervenzelle geht einher mit einer Verdnderung in der Zusammensetzung der Ganglioside.
Wiéhrend der Entwicklung einer Zelle dndert sich die Struktur der Ganglioside. Durch
Antikorper-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass hohere Ganglioside die endogenen
Liganden von MAG darstellen und somit fiir dessen Wirkung verantwortlich sind.”**
AuBerdem kommt es noch zu zusétzlichen Interaktionen. Zum einen wechselwirkt MAG mit
dem p75 Neurotrophin Rezeptor (p75™ %), wobei es zu einer cis-Interaktion des Gangliosid
Gt und p75NTR kommt, wodurch MAG indirekt auch an dem Neurotrophin Rezeptor bindet.
Zum anderen bindet MAG Gangliosid-unabhingig an den NOGO-Rezeptor (NgR).**%2

(inaktiv)

Wachstum Inhibieruna

Abb. 7: Mechanismus der Inhibition und des Nervenwachstums

Somit ergibt sich fiir die Inhibition des Neuronenwachstums ein komplexes Zusammenspiel

NTR

von vier unterschiedlichen Bindungspartnern. Durch die Bindung von MAG an p75" " und

Grp entsteht durch diese Vernetzung in der Membran eine funktionale Vernetzung aus Grp,

NTR

p75N™ und NgR. Durch extrazellulire cis- Wechselwirkung kann p75™'® von NgR aktiviert
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werden und bindet in dieser Form an Rho-GDI (Rho-Guanin-Dissoziation-Inhibitor). Das so
freie Rho, ein kleines GDP/GTP-bindendes Protein, wird aktiviert, bindet als Rho-GTP an das
Signalprotein Rho-Kinase (Rock) und inhibiert so das Wachstum bzw. die Regeneration der
Nervenzellen. Ist MAG nicht anwesend bindet Rho-GDI an Rho und verhindert so die
Bildung von aktiviertem Rho-GTP, womit das Wachstum der Nervenzelle nicht beeintrachtigt
ist.?

Trotz einer Vielzahl von Untersuchungen und aufgrund der aufgezeigten Komplexitit der

biologischen Erkennungsprozesse, ist der Mechanismus nur ein Vorschlag und besonders die

Funktion des MAG wird durchaus kontrovers diskutiert.

2. Zielsetzung

Mit der zunehmenden Erkenntnis, dass sialylierte Oligosaccharide viele Prozesse des Lebens
mafgeblich beeinflussen und zum groBen Teil sogar steuern, nahm die Suche nach effizienten
Synthesestrategien fiir solche Glycoconjugate zu. Von besonderen Interesse ist die chemo-
enzymatische Synthese komplexer Oligosaccharide, bei der in den ersten Syntheseschritten
ein Neuraminsdurederivat chemisch aktiviert wird, so dass es durch eine enzymatische
Transglycosylierungreaktion auf ein Akzeptorsaccharid iibertragen werden kann. Die
etablierten Enzyme fiir diese Reaktionen sind Sialyltransferasen und Sialidasen. In
Abhingigkeit von der Quelle des jeweiligen Enzyms lassen sich auf diese Weise a2-3- oder
a2-6- verkniipfte sialylierte Oligosaccharide synthetisieren. Sowohl die Verwendung einer
Sialidase als auch einer Sialyltransferase gehen einher mit einer Vielzahl an Nachteilen, wie
mafige Gesamtausbeuten, die Bildung von Regioisomeren oder sehr komplexe Reaktions-
fiihrungen. Daher ist die Suche nach effizienten Glycosylierungsmoglichkeiten als
Alternativen zu den bekannten Methoden ein hoch aktuelles Thema im Rahmen der
Kohlenhydratchemie. Eine Moglichkeit hierfiir bietet die Trans-Sialidase, die trotz groBer

struktureller Ahnlichkeit zu den Sialidasen einen ausgeprigten Transferase Charakter besitzt.

Trans-Sialidase wird auf der Oberfldche des Trypanosoma cruzi exprimiert und iibertragt
Neu5Ac von einer Wirtszelle auf Glycane des Pathogen und maskiert so dessen Zellepitop. Es
findet dabei ein Transfer der Neu5SAc auf galactosidische Reste statt, wobei ausschlieBlich

eine a2-3-Bindung gekniipft wird. In der chemischen Synthese zeigt sich, dass die Trans-
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Sialidase die jeweiligen Vorteile der Sialidasen und der Sialyltransferasen kombiniert. Sie
gehort zu der Superfamilie der Sialidasen und akzeptiert somit die gleichen Donorsubstrate.
Trans-Sialidase erkennt darstellbare phenolisch Sialoside wie das pNP-NeuSAc als
Donorsubstrate. Gleichzeitig findet in der Anwesenheit eines geeigneten Akzeptors ein reiner
Glycosyltransfer statt, wiahrend eine Hydrolyse des Donorsubstrats nicht zu beobachten ist. In
dieser Arbeit sollte die Trans-Sialidase als effizienter Biokatalysator fiir die Synthese einer
Vielzahl von verschiedenen Oligosacchariden etabliert werden. Der Transfer soll mit
moglichst hohen Ausbeuten auf verschieden Akzeptorsubstrate erfolgen, um zu kléren, in wie
weit eine Variation dort moglich ist und was fiir Glycoconjugate darstellbar sind. Besonders
die Sialylierung von Disacchariden ist von Interesse, da es sich hierbei um biologisch duflerst

aktive Verbindungen handelt.

Neben den Untersuchungen der Akzeptorsubstrate, konnen auch Modifikationen am
Donorsubstrat zu Erkenntnissen hinsichtlich der Enzymspezifitit fiihren. Neben Variationen
an den phenolischen Abgangsgruppen, sollte auch das Kohlenhydratgrundgeriist modifiziert

werden.

NO,

R COOH
HO OH
" 0O o
R T A
HO 0
OH OH

COOH /
NO,

Abb. 8: Schematisch Darstellung der Synthesestrategie

Die enzymatische Umsetzung zu verschiedenen Oligosacchariden ist nicht nur interessant, um
die Toleranz des entsprechenden Enzyms zu untersuchen, sondern kénnten auch Aussagen

iiber mechanistische Aspekte ermdglichen. Durch gezielte Manipulationen am Donorsubstrat
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kann der EinfluB dieser Verinderung auf die Ubertragungsrate bestimmt werden. So kénnen
auch kinetische Untersuchungen von schnell ablaufenden Reaktionen mittels der modernen

Spektroskopie wie der NMR-Spektroskopie untersucht werden.

Des weiteren helfen modifizierte sialylierte Oligosaccharide, wie sie schematisch in Abb. 8
dargestellt sind, auch das Verstindnis von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen in
biologischen Systemen zu vertiefen. So sollen die Adhésion der neuartigen, nicht natiirlich
vorkommenden Strukturen im Vergleich zu den natiirlichen sialylierten Oligosacchariden an
Sialinsdure-bindende Lektine untersucht werden. Dies soll mit Hilfe einer speziellen
MeBmethode der NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden, in dem STD-Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Durch diese Messungen konnen die jeweilige Kp-Werte und Epitope

ermittelt werden. Auch enzymatische Reaktionen lassen sich so untersuchen.
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3. Synthese von sialylierten Oligosacchariden

Mit zunehmender Kenntnis der herausragenden biologischen Aufgaben der Neuraminsiduren
riickte nicht nur deren Synthese, sondern auch die Synthese von Neu5Ac-Glycosiden bis hin
zu komplexen Oligosacchariden in den Focus der Kohlenhydratchemie. Zwar ist es moglich
die verschiedensten Sialyl-Glycoconjugate aus unterschiedlichsten natiirlichen Quellen zu
isolieren, allerdings sind die entsprechenden Methoden zur Reinigung ziemlich aufwendig.
Hinzu kommt, dass die Menge an isoliertem Material recht klein und es hdufig schwierig ist,
eine exakte Charakterisierung dieser Verbindungen vorzunehmen. Eine sinnvolle Alternative
stellt die in vitro Synthese von sialylierten Oligosacchariden dar. Dabei bieten sich neben der
rein chemischen Synthese auch die Verwendung von Enzymen an, die entsprechende

Donorsubstrate auf Akzeptorstrukturen iibertragen.**

3.1 Chemische Methoden zur Glycosylierung von Neu5Ac

Wiéhrend der letzten Jahrzehnte hat es eine enorme Zunahme an unterschiedlichsten
Glycosylierungsreaktionen gegeben. Die meisten dieser Methoden sind auch auf die
Glycosylierung von NeuSAc anwendbar. Dabei erfolgt in einem ersten Schritt die
Blockierung der Hydroxylfunktionen, die nicht an den weiteren Reaktionen teilnehmen
sollen. Die Wahl der Schutzgruppen ist davon abhdngig, ob das geschiitzte Molekiil als
Gylcosyldonor oder Akzeptor eingesetzt werden soll und ist Teil einer sinnvollen
Syntheseplanung. Bei der Glycosylierung von NeuSAc werden héufig Esterfunktionen zur
Blockierung der Hydroxylgruppen eingesetzt (s. Abb. 9) Die Aktivierung am anomeren C-
Atom kann durch unterschiedlichste Substituenten erfolgen. Eine Modglichkeit bieten
Halogenid-Substituenten wie Cl und Br, die sich durch Promotoren wie Ag,COj; oder durch

Hg(CN)o/HgBr, zu entsprechenden Oligosacchariden umsetzen lassen.®>

Ein groBer
Nachteil dieser Methoden liegt in der mangelnden Stereoselektivitit. Aufgrund der
unsubstituierten Methylengruppe an Position 3 der NeuSAc kann die Stereoselektivitit der
Glycosylierung nicht durch den Nachbargruppen-Effekt beeinfluit werden. Da der anomere
Effekt keine ausreichende stereoselektive Kontrolle ermdglicht, sind die Glycoside immer

Anomerengemische mit unterschiedlicher Zusammensetzung.

Eine Moglichkeit die thermodynamische Kontrolle des anomeren Effektes auszunutzen und
eine Art Nachbargruppen-Effekt zu induzieren, bietet die Blockierung der Carboxylfunktion
als 2-Thioethylester, wihrend das C-2 durch eine Thiomethyl-Gruppe gleichzeitig aktiviert
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wird. Das intermedidr entstehende Oxocarbenium-lon wird durch die Bildung eines
Sulfonium-Intermediates stabilisiert, wobei sich das B-Anomer ausbildet. Der nucleophile

Angriff des Glycosylakzeptors kann dann nur aus axialer Richtung erfolgen. (s. Abb. 9)

COQCHzCHzSMe

SMe NIS/TfOH CO,CH,CH,SMe

a—Glycosid

Abb. 9: Postulierter Mechanismus der Glycosylierung von Neu5Ac mittels 2-Thioethylesters®’

Trotz einer guten Stereoselektivitit hat diese Reaktion moderate Ausbeuten von maximal
50 %. Dies hingt wahrscheinlich mit dem erhohten sterischen Anspruch des cyclischen
Sulfonium-lons zusammmen. Die Glycosylierung erfolgt zwar nicht 100 % anomerenrein, ist
aber dennoch fiir die Synthese eines Sialyl-Taxol-Glycoconjugates benutzt worden.®” Auch
andere C-1-Auxiliare zur stereogenen Kontrolle bei Glycosylierungen ermoglichen nicht die
Synthese reiner a.-Anomere, sondern liefern immer ein Gemisch aus den beiden Anomeren.
So ergibt die Blockierung der Saurefunktion als N,N-Dimethylglycolamidester in
Glycosylierungen nur Gemische, die in einem Verhiltnis 5:1 (a:p) vorliegen.®® Ein weiteres
Problem bei den direkten Glycosylierungen stellen Konkurrenzreaktionen dar. Es muf} bei
allen Reaktionen unter wasserfreien Bedingungen gearbeitet werden, da es sonst zur
Hydrolyse am anomeren Zentrum kommt. Bei nicht ausreichender Nucleophilie des
Akzeptors oder aufgrund anderer Einfliie wihrend der Glycosylierung, kann es zu einer H-
Heteroatom-Eliminierung zwischen dem C-2 und C-3 kommen. Das entstehende Glycal ist

folglich als hdufiges Nebenprodukt bei diesen Reaktionen zu beobachten.
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Im weiteren sind Versuche unternommen worden, ausgehend vom Glycal der Neu5Ac, eine
dirigierende Nachbargruppe an Position 3 einzufiigen, die nach einer erfolgten
Glycosylierung wieder entfernt werden kann. Ein Substituent wird dort in dquatorialer
Position eingefiihrt, der dann durch einen Nachbargruppen-Effekt das intermediére

Oxocarbeniumion stabilisiert und so den nucleophilen Angriff des Akzeptors aus dquatorialer

Richtung erfolgen 14Bt. Dies kann durch ein selektiv gedffnetes Epoxid oder mittels einem
69,70

Thiophenyl-Substituenten erfolgen.

COOH 4 Stufen

OBn OBn

COOMe OBn 6

OBn Promotor / MeCN / -40° C
Deblockierung o Q
-~ o) BnO. OMe
AcO OBn
¢ OBn"OBn

7

Abb. 10: Beispiel einer Glycosylierung, mittels temporér eingefiihrter Nachbargruppe

An Hand der in Abb. 10 dargestellten Glycosylierung ist zu erkennen, wie aufwendig die
gesamte Synthese ist. Ausgehend von der freien Neu5SAc sind sieben Syntheseschritte, bis
zum aktivierten Donormolekiil notig. Auch wenn die Donorsynthese in sehr guten Ausbeuten
von ca. 85 % gelingt, so zeigt sich jedoch auch hier, dass die Glycosylierung mit 30 — 40 % in

guten Ausbeute aber mit nur miBiger Strereoselektivitit gelingt (a/p = 9/1).”

Die Synthese eines geeigneten Glycosylakzeptors bedarf neben der gewiinschten
Derivatisierung einer genau bedachten Wahl der Schutzgruppen. Zum einen muf} die
reagierende OH-Funktion deblockiert sein und zum anderen miissen die Schutzgruppen so
gewdhlt werden, dass die Elektronendichte und somit die Nucleophilie mdglichst hoch ist.
Diese Voraussetzung erfiillen benzylische Schutzgruppen, die allerdings nur durch eine
Hydrierung wieder entfernt werden konnen. Diese Reaktion kann sehr aufwendig sein und

verlauft bei komplexen Oligosacchariden oftmals nicht quantitativ. Es ist also auch bei der
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Akzeptormodifizierung mit einem groBen Aufwand und mit einer Vielzahl von

Problemstellungen zu rechnen.

3.2 Enzymatische Synthesen von Sialyl-Oligosacchariden

Aufgrund der erheblichen Probleme bei der rein chemischen Synthese von sialylierten Oligo-
sacchariden sind in den letzten Jahren in zunehmendem MaBle Enzyme zur Synthese hoch
komplexer Oligosaccharid-Strukturen verwendet worden. Enzyme katalysieren substrat-
spezifisch chemische Reaktionen in biologischen Organismen und kdnnen auch in vitro zur
regio- und stereospezifischen Synthese von Sialyl-Oligosacchariden benutzt werden. Dabei
fiihren sowohl Sialyl-Transferasen als auch Sialidasen zu entsprechenden o(2-3) und o(2-6)

verkniipften Neu5Ac-Glycosiden.

3.2.1 Synthese mittels Sialyltransferasen

Im allgemeinen sind Glycosyltransferasen essentiell fiir den biosynthetischen Aufbau von
Oligosacchariden verantwortlich. Sie lassen sich in Leloir und Non-Leloir Transferasen
einteilen, die sich in ihrer Substratspezifitit unterscheiden. Die Transferasen des Leloir-
Weges sind in vivo fiir die Synthese der meisten Glycoconjgate verantwortlich und verwenden
hierbei Monosaccharide, die als Glycosylester von Nucleosidmono- oder Nucleosidiphos-
phaten aktiviert sind.”” Enzyme des Non-Leloir-Weges erkennen entsprechende Zucker-
Phosphate als Substrate. Von ihnen sind weitaus weniger bekannt und sie finden
vergleichsweise selten Anwendung in der organischen Synthese. Sie sind aber durchaus fiir

die organische Synthese geeignet.”””

Sialyltransferasen folgen dem Leloir-Weg und tlibertragen je nach Quelle des Enzyms NeuSAc
von einem aktiviertem Donor (CMP-Neu5Ac) auf Hydroxylfunktion an C-3 oder C-6 eines
terminalen Galactosides. CMP-Neu5Ac ist das einzige natiirlich vorkommende 3-Anomer der
NeuSAc (s. Abb. 11). Die Glycosylierung erfolgt unter Inversion der Konfiguration, so dass
entweder eine a2-3- oder eine a2-6-Bindung gekniipft wird.”*"® o2-6-Sialyltransferasen
konnen aus Schweineleber, aus Rindercolustrum oder dem Photobacterium damsela isoliert
werden, a2-3-Sialyltransferasen werden hingegen aus Schweineleber bzw. den Achseldriisen

gewonnen.””*
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Abb. 11: CMP-Neu5Ac (8), Neu5Ac-cytidinmonophosphat

Schon vor einigen Jahren gelang es, die isolierten Enzyme zu klonen und zu exprimeren, so
dass sie in ausreichender Menge verfiigbar sind.® Sialyltransferasen akzeptieren einige
Variationen an subterminalen Kohlenhydrateinheiten des Akzeptorsubstrates, so dass eine
groBe Anzahl an sialylierten Oligosacchariden auf diese Weise regio- und stereoselektiv in

sehr guten Ausbeuten (> 75 %) dargestellt werden konnen.

CMP-Neu5Ac CMP HO
OH _OH

\&/ w 1. a(2-3)-Sialyltransferase
2. Phosphatase

Abb. 12: Glycosylierung eines Lactosides durch eine a.2-3-Sialyltransferase, R ist variabel und nicht zwingend

ein O-Glycosid

Die Anwendung von Sialyltransferasen stellt sich teilweise als sehr aufwendig dar. Zum einen
ist die Verfiigbarkeit von CMP-NeuS5Ac sehr beschriankt, da die Synthese sehr aufwendig ist
und in schlechten Ausbeuten verliuft.®* Auf der anderen Seite inhibiert freies CMP die
Sialyltransferasen. Sie sind Feedback-Inhibitoren, die in vivo die Synthese der sialylierten
Oligosaccharide steuern. Um die maximale Ausbeute bei der in vitro Synthese zu gewéhr-
leisten, mufl CMP durch eine Phosphatase dephosphoryliert werden. Durch die Abspaltung
der Phosphatgruppe verliert CMP den inhibitorischen Charakter und die Ausbeute der

Synthese kann die literaturbekannten Ergebnisse erreichen.®*
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3.2.2 Sialidasen in der Synthese von Sialyl-Oligosacchariden

Sialidasen sind Glycohydrolasen, die die Abspaltung von terminal und a-glycosidisch
gebundener NeuSAc katalysieren. Sie konnen auch in der Riickreaktion zur
Transglycosylierung von Neuraminsdure eingesetzt werden. Dabei zeigten erste Versuche,
dass dieses mit einem immobilisierten Enzym gelingt, wenn pNP-Neu5Ac als Donorsubstrat
einsetzt wird. Die Ubertragung von Neu5Ac auf verschiedene Galactoside gelang mit Hilfe

von Sialidase aus Vibrio cholerae in bis zu 20 % Ausbeute (s. Abb. 13).*

OMe

oH ,OH pNP-Neu5Ac pNP-OH
§ N
HO OMe

Abb. 13: Transglycosylierung von Neu5Ac unter der Katalyse von Sialidase aus Vibrio cholerae bei pH 5.5 in
20 % Ausbeute

Je nach biologischer Herkunft des verwendeten Enzyms, zeigt sich eine unterschiedliche
Regioselektivitit. Sialidasen von Colistridium perfringens, Athrobacter ureafaciens und
Vibrio cholerae fithren zu o2-6-verkniipften Oligosacchariden, wéhrend die Trans-
glycosylierung mit Sialidase aus dem Newcastle Disease Virus und von Salmonella
typhimurium a2-3-verkniipfte Oligosaccharide ergibt.**® Sialidasen ermédglichen nicht nur
den Zugang zu relativ einfachen sialylierten Oligosacchariden, sondern zeigten sich auch in
der Synthese von hochkomplexen Glycoconjugaten wie Sialyl-Lewis™ und Sialyl-Lewis® als
geeignete Biokatalysatoren.*® Ausgehend von MU-Neu5Ac (s. Abb. 14) konnte an Sialidase
aus Salmonella typhimurium exemplarisch gezeigt werden, dass die Reaktion unter
vollstiandiger Retention der Konfiguration verlduft.*’ In Abhingigkeit von der benutzten
Enzymquelle gelang die Synthese von diversen sialylierten Oligosachariden in

unterschiedlichsten Regioselektivititen bis hin zum T- und Sialyl-Tn-Antigen bzw.
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sialylierten Buildingblocks, die fiir weitere Umsetzungen verwendet werden konnen in guten

Ausbeuten von ca. 20 %.%

NO,

HsC
12 13

Abb. 14: Donorsubstrate fiir die Transglycosylierung mit Sialidasen: pNP-Neu5Ac (12) und MU-Neu5Ac (13)

Die Akzeptanz der Sialidasen gegeniiber einer groBen Anzahl Donorsubstraten ist der grof3e
Vorteil dieser Enzyme im Vergleich zu den Sialyl-Transferasen. Sowohl pNP-NeuSAc (12)
als auch MU-Neu5Ac (13) sind relativ einfach chemisch zugénglich und lassen sich in guten
Ausbeuten isolieren. Eine Steigerung der Ausbeute ist nicht ohne weiteres moglich, da die
Produktglycoside ebenfalls Substrate fiir die Hydrolasen sind. Um die Hydrolyse zur freien
NeuSAc zu minimieren, mufl fiir jedes Enzym ein Produktbildungsmaximum bestimmt
werden. Ein weiterer Nachteil der Anwendung von Sialidasen besteht darin, dass der
Akzeptor in 5-10-fachem UberschuB eingesetzt werden muB, da sich sonst nur die Hydrolyse
der Donorsubstrate vollzieht. Dies spielt gerade bei schwer zuginglichen oder relativ
unpolaren Akzeptorstrukturen eine wichtige Rolle. Durch den sehr groBen Uberschuf3 an
Akzeptor und durch die Hydrolyse des Donors wird die chromatographische Reinigung des

Produktes erschwert, so dass diese zu Lasten der Ausbeute mehrfach wiederholt werden muf3.

3.3 Darstellung sialylierter Oligosaccharide mit Trans-Sialidase

aus Trypanosoma-cruzi

Da die Trans-Sialidase zu der Superfamilie der Sialidasen gehdrt und denen strukturell sehr
dhnlich ist, erkennt sie neben dem natiirlichen Donor (Sialyl-3’-lactose) auch pNP-NeuS5Ac
bzw, MU-Neu5Ac als Donorsubstrate.” Die Nachteile der Verwendung von Sialyllactose
sind zum einen die sehr schlechte Verfiigbarkeit dieser Substanz und zum anderen die

Tatsache, dass die freie Lactose ebenfalls ausgeprigte Akzeptoreigenschaften besitzt.
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3.3.1 Synthese der Neu5Ac-Donorsubstrate

Bevor NeuS5Ac zu einem entsprechenden Donorsubstrat fiir die enzymatische Trans-
glycosylierung modifiziert werden kann, miissen Schutzgruppen eingefiihrt und das anomere
Zentrum durch ein Halogenid aktviert werden. Die Darstellung der Phenylglycoside erfolgt
anschlieBend unter Phasentransferkatalyse (s. Abb. 15) und darauffolgende Deblockierung.

+ TBA-HSO,4
+ pNP-OH
COOMe DQM/NaOH (1 M)

67 %

1. NaOMe

MeOH
NO, 2. 0.1 NaOH
87 %

Abb. 15: Darstellung von pNP-Neu5Ac mittels Phasentransferkatalyse

Dabei wird durch einen Phasentransferkatalysator (TBA-HSO,4) der Kontakt zwischen der
basischen Phase, in der das Phenolatanion geldst ist, und der organischen Phase mit der
lipophilen Verbindung 14 ermdglicht. Diese Reaktion liefert mit sehr guten Ausbeuten das o-
Glycosid 15 unter Inversion der Konfiguration am anomeren C-Atom, was auf einen Sn2-
artigen Mechanismus der Glycosylierung schlieBen 148t.* Ahnliche Resultate lassen sich
erreichen, wenn man die entsprechenden Phenolate unter Silbersalz-Aktivierung in
Acetonitril umsetzt.”™' Das erhaltene Glycosid 15 wird nach Zemplén deacetyliert und der

Methylester der Saurefunktion durch wéBrige NaOH Lésung hydrolysiert.”

Methylumbelliferon 146t sich ausgehend vom aktivierten Sialylchlorid 14 ebenfalls unter den
Bedingungen der Phasentransferkatalyse zu dem entsprechenden phenolischen Glycosid 13

umsetzen.
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AcO OAc
+ TBA-HSO,
+ MU-OH »
COOMe  pAW/NaOH (1 M) AcO" 0
_— >
AcO —
16
H;C
1. NaOMe
COOH MeOH
0 0 2.2 M NaCO;

-
o 70 %

H;C

Abb. 16: Darstellung von MU-Neu5Ac mittels Phasentransferkatalyse

Wie in (Abb. 16) zu sehen ist, verringert sich die Ausbeute der Reaktion zum Glycosid 16
signifikant im Vergleich zur Darstellung von 15. Dies kann mit der geringerem Nucleophilie
des entsprechenden Phenolations begriindet werden. Durch die geringere Reaktivitét ist eine
Zunahme an Nebenreaktionen, wie die zur Hydrolyse des aktivierten Molekiils 14 oder die
Eliminierung zum Glycal der NeuSAc zu erwarten. Wihrend ersteres Nebenprodukt ohne
Probleme zu entfernen ist, zeigt das Glycal doch dhnliche chromatographische Eigenschaften
und ist daher schwieriger abzutrennen. Nach dem Glycosylierungsschritt kann die
Deacetylierung der Verbindung 16 nach Zemplén durchgefiihrt werden. Die abschlieende
Verseifung des Methylesters mufl unter recht milden Bedingungen erfolgen, um eine
Zersetzung des Molekiils zu vermeiden. Unter Anwendung von NaOH wird auch das labile
Glycosid gespalten und die freie NeuSAc erhalten. Bei der Synthese des MU-Glycosides stellt
die Verwendung von Silbersalzen als Aktivatoren eine durchaus sinnvolle Alternative dar.”""'
Allerdings kann es hier sehr schnell zur Bildung eines Anomerengemisches kommen.
Aufgrund der beschriebenen Probleme in der Synthese und weil die Anwendung von MU-
Neu5Ac in der enzymkatalysierten Trans-glycosylierung keine signifikanten Vorteile brachte,
wurde im Rahmen dieser Arbeit weitgehend auf MU-NeuSAc verzichtet und stattdessen

pPNP-NeuSAc verwendet.
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3.3.2 Transglycosylierungen durch Trans-Sialidase

Um das Enzym effizient einsetzen zu konnen, muf} es in groBBeren Mengen und hoher Qualitit
verfiigbar sein. Daher wird die Trans-Sialidase aus T. cruzi auf verschieden Wegen ge-
wonnen. Das Enzym kann aus dem Erreger direkt isoliert werden.”” Dies ist fiir priparative
Synthesen wenig sinnvoll, was zur Entwicklung mikrobiologischer Methoden fiihrte. Neben
der rekombinanten Expression aus relativ leicht verfiigbarer Hefe gelang es auch Trans-
Sialidase aus Insektenzellen zu exprimieren, die mit dem Baculovirus infiziert wurden.”*®
Die in dieser Arbeit verwendete Trans-Sialidase ist rekombinant in E. coli exprimiert
worden, wobei der Klon und die Vorschrift zur Expression von der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. C. Frasch erhalten wurde und die Expression durch Dr. Patrick Ziegelmiiller im Institut

fiir Biochemie durchgefiihrt wurde.”*”’

H
COo0 oH OH OH _OH
g HO ©  HO OR
OoH “OH OH
OH "OH
Trans-Sialidase
COOH
OH OH OH
0 OR HO o%
+
HO
OH "OH OH "OH

Abb. 17: Das Reaktionsgleichgewicht bei der Synthese von Sialyl-Oligosacchariden unter Verwendung von

Sialyl-3’-Lactose als Donorsubstrat

Erste biochemische Versuche zeigten, dass Trans-Sialidase aus T. cruzi ein geeignetes Enzym
zur Synthese von 02-3-Sialyl-Oligosacchariden darstellt.*>**® Schon friihzeitig gelang es
Paulson et al.’* eine Transglycosylierungsmethode zu etablieren, bei der mit Hilfe einer

Sialyltransferase, ausgehend von CMP-Neu5Ac, Sialyl-3’-lactose synthetisiert wird. Durch
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Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi wird anschlieBend Neu5Ac auf ein Propylgalactosid
durch Transglycosylierung {tbertragen (s. Abb. 17). Das korrespondierende sialylierte
Disaccharid konnte in guten Ausbeuten isoliert werden.'” Um das Gleichgewicht zwischen
dem Donorsubstrat (Sial-3’-Lac) und dem Produkt (s. Abb. 17) mdoglichst weit auf die
Produktseite zu verschieben, sind ebenfalls Versuche unternommen worden, in denen mit
Hilfe einer B-Galactosidase die freiwerdende Lactose hydrolysiert wird. Allerdings ist dieses
Multienzymsystem nicht auf jedes Akzeptor-Disaccharid {ibertragbar, da Galactosidasen auch
entsprechende Akzeptorsaccharide hydrolytisch spalten. Bei der Synthese von NeuSAca2-3-
GalPB1-3-GlcNAc erhoht sich die Ausbeute unter Anwendung von -Galactosidase aus E. coli,
wihrend sie bei dem Versuch der Sialylierung des Galf1-6-GlcNac Akzeptorderivates gegen

Null geht und kaum noch Produktbildung nachzuweisen ist.'"’

Die phenolischen Glycosidsubstrate 12 und 13 sind aus kinetischen Sicht im Vergleich zur
Sialyllactose keine guten Donorsubstrate. Allerdings unterliegen die Transglycosylierungen
ausgehend von 12 und 13 keinem vergleichbaren Gleichgewicht, da die Phenolationen
keinerlei Akzeptoraktivitit besitzen. Daher sind sie sehr gut flir die Synthese geeignet und

ermoglichen einen bequemen Zugang zu den unterschiedlichsten Oligosacchariden.

Die Aktivitit von Trans-Sialidase 148t sich am effektivsten durch radioaktiv gelabelte Lactose
bestimmen. Aus Griinden der Durchfiihrbarkeit wurde auf die Szintillationsmessung der
Sialylierung von '*C-markierter Lactose verzichtet und stattdessen immer die gleiche Menge
(100 pg) an Trans-Sialidase verwendet, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
gewdhrleisten. Im Allgemeinen wird die Aktivitdt von Hydrolasen UV-spektroskopisch
bestimmt, wobei die zeitabhingigen Konzentration der freien phenolischen Abgangsgruppe
gemessen wird. Im Gegensatz zur Trans-Sialidase findet bei Sialidasen die Hydrolyse mit
maximaler Aktivitdt statt. In ersten enzymatischen Versuchen gelang die Darstellung
sialylierter Oligosacharide in respektablen Ausbeuten. Dabei erfolgte die Inkubation bei
relativ geringer Donorkonzentration (ca. 20 pmol) und einem leichten UberschuB von ca. 1.1
Aquivalenten des Akzeptors bei einem pH-Wert von 6.9 (Cacodylat/HCI-Puffer) und einer
Temperatur von 37° C.'” Es konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitit sowohl
erheblichen von der Natur der Akzeptorsubstrate, als auch vom pH-Wert und der Inkubations-

temperatur abhingt.''"

Im Verlauf der Untersuchungen stellte sich heraus, dass leichte
Modifikationen der Inkubationsbedingungen zu einer hoheren Aktivitit und groBerem Umsatz

fithren konnen.



3. Synthese von sialylierten Oligosacchariden 27

3.3.3 Strukturaufklarung durch NMR-Spektroskopie
Seit der Einfiihrung der hochauflésender NMR-Spektroskopie hat sich dieses Verfahren als

die Standardmethode zur Aufkldrung der Primérstruktur von komplexen Glycokonjugaten
bewihrt. Insbesondere die Maglichkeit, 'H- als auch *C-NMR-Spektren von unblockierten
Verbindungen in wiirigen Losungen zu messen, erlaubt ein hohes Maf3 an Flexibilitét bei der
Analyse enzymatisch synthetisierter Strukturen. Am einfachsten und schnellsten ist dabei die
Analyse von sogenannten ,,Structural Reporter Groups®, d. h. Signalen, die fiir Oligo-
saccharide besonders charakteristisch sind. Hierzu gehoren die anomeren Protonen der
Akzeptorstrukturen genauso wie die Protonen am C-3 der Neu5Ac, die besondere chemische
Verschiebungen zeigen. Die anomeren Protonen bilden im Bereich von 4.5-5.5 ppm je nach
Glycosylierungsmuster ein Dublett, dessen Kopplungskonstante Aussagen iiber die Struktur
der Monosaccharideinheiten zuldBt. Da das anomere Zentrum der Neuraminsdure ein
quartires C-Atom darstellt, konnen so keine direkten Aussagen aus dem Protonenspektrum
gemacht werden. Allerdings libt die Carboxylfunktion am C-1 einen Anisotropie-Effekt aus,
so dass die beiden Protonen am C-3 je nach Stellung der Carboxylfunktion eine
unterschiedliche chemische Verschiebung zeigen. So kommt das Signal des H-3.4 bei ca. 2.7
ppm im o-Anomer, wihrend es im B-Anomer schon bei ca. 2.3-2.4 ppm erscheint. Die
Signalstruktur der Methylensignale am C-3 ermdglicht eine einfache Zuordnung. Das axiale
Proton zeigt ein visuelles Triplett, in dem sowohl die geminale Kopplung zum H-3, als auch
zum trans-stindigen H-4 recht groB ist (ca. 11 Hz). Das dquatoriale Proton hingegen bildet ein
dd-System aufgrund der grofen geminalen Kopplung und der kleineren Kopplung zum H-4
(um die 4 Hz). Die Zuordnung der Protonen in einem Spinsystem erfolgt durch TOCSY-
Messungen, womit sich die Protonen innerhalb einer Monosaccharideinheit ermitteln lassen.
Durch die Aufnahme von 'H,'H-COSY-Spektren werden die Zuordnungen der Protonen

durch Korrelation direkt koppelnder Kerne ermdglicht.

Von besonderem Interesse bei der Analyse von Oligosacchariden sind ’C-Spektren, da
gerade aus ihnen Aussagen iiber strukturelle Verdnderungen getroffen werden konnen.
Ahnlich wie bei den 'H-Spektren ist die Auswertung der eindimensionalen *C-Spektren von
komplexen Strukturen nicht moglich. Allerdings sind auch hier Reportergroups zu finden, die
Aussagen iiber die glycosidischen Bindungen erlauben. Im Allgemeinen wird hier bei einer
Glycosylierung eine Tieffeldverschiebung des substituierten C-Atoms von 3-10 ppm
beobachtet. Wihrend bei der enzymatischen Synthese von Galf1-3Gal-Derivaten eine

Tieffeldverschiebung von 10 ppm des C-3 zu beobachten ist, kommt es bei einer Sialylierung
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nur zu einer Verdnderung der Verschiebung um 3 ppm zu tieferem Feld. Bei der Synthese von
sialylierten Oligosacchariden wird diese Veranderung im *C-Spektrum als Nachweis fiir die
Sialylierung herangezogen, da es nicht moglich ist, mit Hilfe von HMBC-Spektren die direkte
C-H Korrelation an dieser Position zu messen. Die Relaxationszeit von quartiren C-Atomen
ist zu langsam, um ein Signal im Spektrum bei einer Routinemessung zu detektieren. Daher
ist das glycosidische C-Atom auch nur selten im "’C-Spektrum zu sehen. Die genaue
Zuordnung der Signale im C-Spekrum erfolgt unter zu Hilfenahme von 'H,"”C-COSY-

bzw. HMQC-Spektren, in denen die Korrelation direkt koppelnder Kerne zu erkennen sind.

3.3.4 Synthese von Neu5Aca2-3-Galp1-3-GalOR Derivativen

Die Synthese von sialylierten Galpf1-3-GalOR Motiven ist nicht nur mit Sialyltransferasen
und Sialidasen moglich, sondern gelingt ebenfalls mit Hilfe von Trans-Sialidase. Die
Akzeptorsubstrate lassen sich biokatalytisch mit Hilfe der B-Galactosidase aus Rinderhoden,
ausgehend von PpNP-BGal und den Akzeptorsacchariden darstellen. Dabei gelang es das
Threonin-Derivat 17 in 28 % und das korrepondierende Serin-Glycosid 18 in 25 % Ausbeute
zu isolieren.'™ Von besonderen Interesse sind hierbei die Synthese von Neu5Aco2-3-Galp1-
3-GalNAcaThr 21 bzw. der entsprechenden Serin-Verbindung 22, da diese tumor-assoziierte

Antigen-Epitope darstellen und auch dariiber hinaus als Liganden verschiedener Siglecs (u.a.

MAG) dienen.

Die Ausbeuten sind mit denen der Synthese mit Hilfe von Sialidase vergleichbar, was
durchaus mit den verwendeten Inkubationsbedingungen zusammenhéngen kann, da Trans-
Sialidase bei 37° C und bei pH = 6.9 keine optimal Aktivitit zeigt. Interessanterweise gelang
es auch weniger polare Akzeptorsubstrate wie 19 und 20 umzusetzen, so dass auch die
Synthese von sialylierten Buildingblocks wie dem 2-Azidoglycosid 24 moglich wird. Die
hohere Ausbeute beim Einsatz von 20 unter diesen Umstédnden hingt vermutlich mit der (-
Konfiguration der des Allylglycosids zusammen. Es zeigte sich im Verlauf dieser Arbeiten,
dass die Konfiguration am subterminalen anomeren Zentrum durchaus EinfluB auf die
Reaktivitdit und somit auf die Ausbeute der Reaktion hat. Dabei zeigen B-glycosidische

Akzeptorsubstrate bessere Umsétze als die korrespondiernden a-Glycoside.
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HO OH
Ol oOH oi OH MU-oNeuSAc MU COOHOH OH OH OH
0 0 HO'"" o Q Q ,
"o o R} AcHN o o. R
Trans- Sialdase HO OH R!
1
OH R R2 (T. cruzi) R
R! | R? | R3 Ausbeute
17 NHAc Thr H 21 25%
18 NHAc Ser H 22 2%
19 H OMe H 23 16 %
20 N; H O All 24 31 %

Abb. 18: Synthese von sialylierten Galp1-3-GalOR-Motiven durch Trans-Sialidase aus T. cruzi'®

Die Darstellung des Akzeptorsubstrates 25 erfolgte durch die Umsetzung von a-Allyl-
GalNAc mit einem entsprechenden Donorsubstrat chemoenzymatisch unter der Verwendung
verschiedener Enzyme. Die besten Umsetzungen gelangen ausgehend von pNP-Gal mit

Galactosidase aus Bovine testes in 67 % und ausgehend von Gal-1-P mit Phosphorylase aus

e . e . 105-107
Bifidobacterium bifidum in 43 % Ausbeute.
HO OH
OH on OH o PNP-NeuSAc pNP-OH COOH OH  op OH o
o)
HO o) AcHN o
OH AcHN TS aus T.c. 53 % HO OH AcHN
- OAll pH=75T=23C - OAll

Abb. 19: Sialylierung von Galp1-3-GalNAca-OAllyl*” durch Trans-Sialidase;

Unter den modifizierten Bedingungen, mit Tris-HCl, pH = 7.5 und 23° C gelingt die
Darstellung 26 in sehr guten Ausbeuten (53 %). Die Reinigung des Produktes erfolgt einfach
sdulenchromatographisch tiiber eine RP-18 Sdule. Wahrscheinlich ist die Allylfunktion durch
ihre Tendenz zur Aggregation dafiir verantwortlich, dass sich das Produkt vom Akzeptor auf
diese Weise schnell und effizient trennen 148t. Dieses Ergebnis korreliert mit den Ergebnissen
von Versuchen mit Sialyltransferasen im Glycosylierungsschritt und tibertrifft die Ergebnisse
der Transglycosylierungen mit Sialidasen bzw. einer rein chemischen Synthese. Durch die
Kombination der kurzen und effizienten Synthese des Donorsubstrats und der sehr guten
Ausbeute im Transglycosylierungsschritt, tibertrifft dieser Syntheseweg alle bisher bekannten

Moglichkeiten der Darstellungen dieser vorgestellten Derivate in der Gesamteftizienz.
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3.3.5 Darstellung von Sia-3’-Lac Verbindungen

Da Lactoside die natiirlichen Akzeptorstrukturen darstellen, gelingt die Sialylierung von
verschieden Derivaten der Lactose mit Hilfe von Trans-Sialidase. Dabei zeigten sich &hnliche
Tendenzen beziiglich der Inkubationsbedingungen und der strukturellen Verhiltnisse der
Akzeptorsubstrate. So gelang die Synthese von Sialyl-3’-lactose 28 bei pH = 7.5 und 23° C in
einer hervorragenden Ausbeute von 73 %. Dies ist eine deutliche Verbesserung, die durch die
Modifikationen der Inkubationsbedingung erreicht wurde, denn die Umsetzung bei 37° C und

pH = 6.9 lieferte das Produkt lediglich in 49 % Ausbeute. %1%

PNP-Neu5Ac pNP -OH COOH OH
TS aus T.C. AcHN OH

OH
OH OH OH OH

Abb. 20: Sialylierung von Lactose in 73 % Ausbeute bei 23° C und pH = 7.5 und in 49 % Ausbeute bei 37° C
und einem pH-Wert von 6.9

Bei der Darstellung wird deutlich, wie wichtig die optimalen Reaktionsbedingungen fiir sehr
gute Ausbeuten sind. Dabei ist generell zu beachten, dass Sia-3’-Lac ein ausgezeichnetes
Donorsubstrat ist, so dass auch eine hydrolytische Spaltung des Trisaccharids 28 moglich
gewesen wire. Trotz der recht langen Inkubationszeit von 13 Stunden war aber keine Bildung
der freie NeuSAc zu detektieren. Die Struktur des reduzierenden Glucoserestes scheint
keinerlei Einflu3 auf die Reaktivitdt zu haben, da die Ausbeute nicht mit dem natiirlichen

Gleichgewicht der verschieden Isomere der freien Lactose im wélrigen Losungen korreliert.

In genauso iiberzeugenden Ausbeuten gelangen die Sialylierungen des [(-Allyl-lactosids 29
(Abb. 21) und des [B-Methyl-lactosids 31 (Abb. 22). Die Akzeptorstrukturen unterscheiden
sich nur geringfiigig in ihrem Aufbau und ihrer Polaritit, so dass auch dhnliche Ausbeuten zu
erwarten waren. Trotz der einfachen Struktur von 29 und 31 ist die Darstellung der jeweiligen
Verbindungen nicht nur aus chemischer Sicht interessant. Wéahrend der Methylsubstituent das
reduzierende Ende der Lactose strukturell fixiert, ohne dabei gro3en Einflu3 auf die Polaritit
des Molekiils auszuiiben, erlaubt es die Allylfunktion, das resultierende Trisaccharid 30 fiir

weitere Applikationen zu verwenden.
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o oH PNP-NeuSAc pNP -OH COOH
HO o% HO " /&/
0All
o Mo TS aus T.c. 61 % AcHN OAll

OH
OH “OH pH=75,T=23°C OH OH

29

Abb. 21: Sialylierung von Allyl-B-lactosid in 61% Ausbeute mit Hilfe von Trans-Sialidase

Ahnlich wie bei der Darstellung von 26 gelingt auch bei der Synthese von 30 die Isolierung
des Produktes durch Umkehrphasen-Chromatographie (Reverse-Phase-Chromatogrphy, RP-

18). Dadurch ist eine schnelle und effiziente Reinigung des Produktes moglich.

PNP-NeuSAc pNP oH COOH OH
TS aus T.C. 63 % AcHN O OMe

OH “OH pH=7.5,T=23°C OH OH
32

Abb. 22: Chemoenzymatische Darstellung von Sia-3’-Lac-f-OMe

Die Sialylierung zum Trisaccharid 32 gelingt in sehr guter Ausbeute von 63 % bezogen auf
pPNP-Neu5Ac. Die sdulenchromatographische Reinigung des Produktes erfolgt gelper-

meationschromatographischen Biogel P-2.

Auf Zelloberflachen erfiillt NeuSAc unter anderem die Funktion, das Zellepitop zu maskieren
und die subterminalen Oligosaccharidstrukturen vor Gal-spezifischen Rezeptoren oder
Enzymen zu schiitzen. Dieser Mechanismus kann in vitro sehr gut demonstriert werden. Nach
Abbrechen der Sialylierung ist in der Losung neben dem Produkt und feiem pNP-OH
ebenfalls noch der Akzeptor enthalten. Durch eine exo-Galactosidase, die [1-4
galactosidische Bindungen erkennt, kann nun dieser gespalten werden. Es gelang bei hoher
Verdiinnung unter Verwendung der Galactosidase aus Baccillus circulans das B-Methyl-
lactosid vollstidndig zu hydrolysieren. Das sialylierte Produkt 32 wird dabei nicht angegriffen,

und eine groBendifferenzierende Trennung des Produktes wird erleichtert.
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Auch die Darstellung eines Sialyllactosamids 34 gelingt unter den oben beschriebenen

Bedingungen glatt.

PNP-NeuSAc pNP -OH COOH OH
/&/ e O
TSaus T.c. 42 % AcHN O OMe

OH “OH NHAe pH=74,T=23°C OH OH

Abb. 23 Sialylierung von -Methyl-N-acetyllactosamid mit Hilfe von Trans-Sialidase

Die Ausbeute der Darstellung von 34 fillt mit 42 % niedriger aus als bei den anderen freien
Lactosiden. Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass die Amidfunktion am C-2 die Reaktivitit
des Akzeptors 33 beeinfluft, da diese Gruppe einen groferen sterischen Anspruch hat und
auch weniger polar ist als die Verbindungen 29 und 31. Dariiber hinaus erwies sich die
Aufreinigung des Produktes als kompliziert, da sowohl bei der Biogel- als auch der RP-
Chromatographie die Isolierung des reinen Produkts nicht gelang. Daher wurde eine
enzymatische Spaltung des nicht umgesetzten Edukts durch Galactosidase aus Baccillus
circulans in einem entsprechendem Puffersystem vorgenommen und nach der Hydrolyse

konnte das Produkt iiber eine Biogel-Saule in 42 % Ausbeute isoliert werden.
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4. Synthese neuartiger Donorsubstate

Im Rahmen dieser Arbeit sind unterschiedliche Donorsubstrate flir die chemoenzymatische
Umsetzung mit Trans-Sialidase aus T. cruzi synthetisiert worden. In ersten Versuchen wurde
die Synthese von NeuSAc-Glycosiden vollzogen, die variierende phenolische Austritts-
gruppen am anomeren Zentrum besaflen. In darauf folgenden Synthesen wurden anschlieBend
Modifikationen am Neu5Ac Grundgeriist durchgefiihrt, die zur Synthese von Sialyl-

oligosaccharid-Mimetika verwendet wurden.

4.1 Synthese kettenverktrzter Donorsubstrate

Glycosidasen sind Enzyme, die regio- und stereoselektiv Substrate erkennen. Trotzdem ist es
moglich nicht nur modifizierte Akzeptorsubstrate umzusetzen, sondern es zeigte sich, dass
modifizierte Donorsubstrate zur enzymatischen Transglycosylierung eingesetzt werden
konnen. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass Galactosidasen aus verschiedenen Quellen
eine ausgepriagte Toleranz gegeniiber Variationen an der Kohlenhydratstruktur des Donors
besitzen. Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass an Position 6 modifizierte Donor-

substrate ein ausgeprédgtes Transglycosylierungspotential besitzen.' %1%

Es gelang unter
anderem die chemoenzymtische Umsetzung eines am C-6 kettenverldngertem Donor

substrates 35.

OH |

OH |
HO OH o OH
0 0
Gal-ase HO 0 0
HO OpNP T HO - = oH
OH AcNH
OAll ANE Al

35

Abb. 24: Chemoenzymatische Umsetzung eines modifiziertem Donorsubstrates mit Hilfe von Galactosidasen

verschiedener Herkunft”®!'%

Sowohl die Ubertragung von 35 auf einen GlcNAc-Akzeptor mit Galactosidase aus Baccilus
circulans, als auch die Tranglycosylierung mit Galactosidase aus Rinderhoden zu einem T-

Antigenderivat gelang in sehr guten Ausbeuten (Abb. 24).'*''° Aber nicht nur exocyclische
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Reste konnten modifiziert und transglycosyliert werden. Ebenfalls die direkt am Ring
gebundenen Hydroxylfunktionen konnten entfernt oder verdndert und anschlieend
tibertragen werden. Die Toleranz der Enzyme geht zum Teil so weit, dass selbst Fucoside-
oder Arabinoside bis hin zu Glucosiden als Donorsubstrate von Galactosidasen verschiedener

Herkunft erkannt wurden.'>!!"!

Auch im Falle der Trans-Sialidase ist biochemisch nachgewiesen worden, dass
Modifikationen an der Glycerinseitenkette erlaubt sind. Dabei ist die Seitenkette mit bi- und
tri-antenndren Substituenten verldngert worden. Diese wurden dann im biochemischen
Malistab mit Hilfe von Trans-Sialidase glycosyliert, wobei keine exakte Charakterisierung der

112,113 .
**° Durch diese

Produkte erfolgte, sondern der Transfer nur iiber HPLC belegt wurde.
Ergebnisse motiviert, sind im Rahmen dieser Arbeit erste Synthesen und Untersuchungen von

ketten-verkiirzten NeuSAc-Analoga erfolgt.

1. NalOy4 OH
COOMe 2. NaCNBH; COOMe
OAc-Puffer
OMe pH=4; RT HO"" 0 OMe
—— AcHN
HO
37
OH
COOH 0.1 M NaOH
HO'"" 0 OMe
AcHN -
HO

38

Abb. 25: Erste Versuche zur Synthese kettenverkiirzter Sialoside durch Periodat-Spaltung und in situ
Reduktion mittels Cyanoborhydrid

Das a-Methylsialosid 36 ist ausgehend von 14 durch eine Koenigs-Knorr-Glycosylierung
synthetisiert worden. Die Stereoselektivitit geht unter diesen Reaktionsbedingungen verloren,
so dass sich beide Anomere bildeten. Das a-Anomer stellt das Hauptprodukt dar, da die
Reaktion unter kinetischer Kontrolle gefiihrt wurde. Dies konnte anschlieBend durch eine

milde Periodat-Spaltung gefolgt von einer Reduktion mit Cyanoborhydrid in das
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kettenverkiirzte Glycosid 37 iiberfiihrt werden. Durch mehrfache sdulenchromatographische
Reinigung gelang die Isolierung des reinen a-Anomers 37 in 32 % Ausbeute. Die
Deblockierung zum Sialosid 38 gelang anschlieBend in 85 % Ausbeute unter basischer

Bedingungen.

Bei der oxidativen Spaltung von vicinalen Hydroxyfunktionen handelt es sich um eine sehr
milde Methode, zur Spaltung der Glycerinseitenkette, ohne dass dabei andere Funktionalitdten
angegriffen werden. Die Zugabe des Periodats mufl zur Synthese des Octonulosonséure
Derivats dquimolar erfolgen, da es sonst zu einem weiteren Abbau des Saccharids zum
Heptonulosonsdure-Derivat kommt. Die anschlieBende Reduktion mit Cyanoborhydrid
verlduft chemoselektiv bei pH = 4, da unter diesen Bedingungen nur Aldehyde reduziert
werden, wihrend unter neutralen Bedingungen auch die Esterfunktion angegriffen wird.''*.
Die recht niedrigen Ausbeute bei der Synthese von 37 hingt mit dem Mechanismus der
Periodatspaltung zusammen, bei der auch ein Heptonulosonsiure-Derivat entsteht, bzw. nicht
umgesetztes Edukt vorhanden ist und so die Reinigung des Produkts erschwert wird.
Biochemische Untersuchungen mit 38, die von Dr. Silke Schrader an der Universitit Kiel
durchgefiihrt wurden, ergaben, dass das Methylglycosid 38 dhnlich leichte inhibitorische
Eigenschaften auf Trans-Sialidase besitzt wie das a-Methylglycosid der Neu5Ac.

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung, kettenverkiirzte NeuSAc-Donorglycoside fiir die

Synthese neuartiger Oligosaccharidstrukturen einzusetzen. Dabei wurde pNP-NeuSAc 15

ebenfalls, wie in Abb. 25 beschrieben, modifiziert und in ein Octonulosonsidure Donorsubstrat

tiberfiihrt (s. Abb. 26).

1.1 eq. NalOy4 OH
2. NaCNBH; COOMe
OAc-Puffer
NO, pH=4;RT HO"" 0 6] NO,
e
AcHN
63 %
’ HO

39

OH

COOH 0.1 M NaOH

uant.
HO"" o 0 No, ~ (Quant)

AcHN

HO
40

Abb. 26: Darstellung des Octunolosonsdure Donorsubstrates mittels einer Periodatspaltung
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Es gelang durch umfangreiche Modifikationen der Reaktionsbedingungen die Ausbeute der
Periodatspaltung auf 63 % zu steigern. Da die Reaktionsgeschwindigkeit der Periodatspaltung
sehr hoch ist und durch die Temperatur nur unwesentlich beeinflult wird, wurde diese
Reaktion in groBer Verdiinnung durchgefiihrt. So wurde eine Losung von 15 tropfenweise mit
einer dquimolaren Periodatlosung versetzt, um so nur eine einfache oxidative Spaltung zu
erreichen. Im weiteren Verlauf kdnnen die entsehenden Salze relativ einfach sdulenchromato-
graphisch iiber eine Kieselgelsdule entfernt werden, so dass die Verbindung 40 in sehr guten
Ausbeuten gewonnen wird. Allerings hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die Reaktionsldsung

iber einen Mixbed lonenaustauscher vorzureinigen.

Durch die Zugabe von 2 dquivalenten Periodat ist es in sehr guten Ausbeuten moglich, einen
entsprechenden Heptunolosonsdure Donor 42 zu synthetisieren. Der bei der einfachen
Periodatspaltung gebildete Aldehyd liegt im wéBrigen Milieu als Hydrat vor und kann dabei
in einer weiteren oxidativen Reaktion unter Bildung von Ameisensdure zum

Heptunolosonsdure Derivat 41 umsetzt werden.

1.2 eq. NalOy4
2. NaCNBH; HO COOMe
OAc-Puffer
NO, pH=4;RT 0 0 NO,
T are, AcHN
91 %
’ HO
41
HO COOH 0.1 M NaOH
uant.
o o NO, (quant.)

AcHN

HO
42

Abb. 27: Synthese des Heptolunosonsiure Derivates durch einen kleinen UberschuB an Natriumperiodat

Der in situ gebildete Aldehyd kann ohne Probleme bei pH = 4 mit einem Uberschull an
Cyanoborhydrid zum korrespondierenden Alkohol 41 reduziert werden. Die Entsalzung des
Reaktionsgemisches und die Reinigung des Produktes erfolgte analog zu der
sdulenchromatographischen Aufreinigung von Verbindung 39. Die Ausbeute ist sehr hoch,

weil bei dieser Reaktion kaum Nebenprodukte auftreten. Die anschlieBende Esterhydrolyse
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fihrt quantitativ zum gewlinschten Produkt 42. Sowohl Verbindung 40 als auch die

Verbindung 42 sind als Donorsubstrate fiir weitere Transglycosylierungen eingesetzt worden.

4.2 Chemoenzymatische Umsetzung von pNP-Oct5Ac

Zwischen der Sialidasen und der Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi besteht eine grof3e
Homologie. Daher sind alle potentiellen Donorsubstrate erst mit der Sialidase aus Salmonella
typhimurium auf ihre Hydrolyseaktivtdt untersucht worden. Durch diese Reaktion sollte
untersucht werden, ob die Sialidase das neuartige und unnatiirliche Substrat erkennt und die
Hydrolysereaktion katalysiert. Dabei sind 15 pmol des Donorsubstrates 40 bei pH = 5.5 und
37° C fiir zehn Stunden mit 1 U Sialidase inkubiert worden.

Sialidase
pH=5.5
NO, T=37°C

—_— >
- pNP-OH

40 43

Abb. 28: Hydrolyse des Octonulosonsdure Substrats mit Sialidase aus Salmonella Typhimurium

Nach Beendigung der Reaktion waren diinschichtchromatographisch die Hydrolyseprodukte
43 und freies pPNP-OH nachzuweisen. Eine Kontrollosung ohne Enzym zeigte nach derselben
Zeit und unter den gleichen Bedingungen keine Hydrolyse. Das Substrat 40 ist somit bei 37°
C und pH = 5.5 hydrolysestabil und wird als Donorsubstrat von der Sialidase aus Salmonella

typhimurium erkannt und umgesetzt.

4.3 Enzymatische Transglycosylierungen mit Trans-Sialidase

Die Verkiirzung der Neuraminsdureseitenkette hat also keinen groBen EinfluB auf die
Erkennung durch eine Sialidase. Aufgrund dieses Ergebnis wurden chemoenzymatische
Transglycosylierungen mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi unternommen. Die
Versuche zur Darstellung der sialylierten Oligosacchariden fanden bei pH = 7.5 (Tris-HCl

Puffer) und 23° C statt. Dabei wurden 20 umol Donorsubstrat mit einem leichten Uberschuf3
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von ca. 0.5 Aquivalenten des Akzeptorsubstrats umgesetzt. Die Reaktion wurde von ca. 100
ug Enzym katalysiert. Die Reaktionsverfolgung durch Diinnschichtchromatographie als auch
die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wurde wie bei der Synthese der natiirlichen

sialylierten Oligosaccharide duchgefiihrt.

In ersten Untersuchungen gelang der Transfer des Donorglycosides 40 auf das B-Allyl-
lactosid 29. Das Octunolosonsdure Donorglycosid 40 wurde anschliefend auf eine Reihe von

lactosidischen Derivaten erfolgreich {ibertragen.

HO™ 10, o@ NO, OH
AcHN COOH oH OH
HO TS aus T.c. 58 % \ o
_PH=75T=23°C HO' o) O O
T pNpoH . AcHN o HO 0All

HO OH

OH "OH
OAll
44

OH OH

Abb. 29: Chemoenzymtische Glycosylierung von B-Allyl-lactosid (29)

Wie in Abb. 29 zu sehen ist, gelang die Synthese des neuartigen Trisaccharides 44 mit Hilfe
von der Trans-Sialidase. Uberraschender Weise verlief die Reaktion regio- und stereoselektiv
zu dem o2-3-Glycosides 44 in ausgeprigter Analogie zu der Transglycosylierung des
entsprechenden NeuSAc-Donorsubstrates in Abb. 21. Wie auch bei der Synthese der
sialylierten Oligosaccharide konnte die Selektivitdt anhand der chemischen Verschiebung im
BC-NMR Spektrum nachgewiesen werden. Dabei weist das C-3' eine charakteristische
Tieffeldverschiebung von 3.5 ppm gegeniiber dem freien Lactosid auf. Die Darstellung von
44 erfolgt unter den gewdhlten Bedingungen ohne nachweisbare Hydrolyse des
Donorsubstrates in ausgezeichneten Ausbeuten von 58 %. Im Vergleich zu den
Transglycosylierungen von NeuSAc stellt dies keine signifikante Verringerung der Ausbeute
dar, zumal die Synthesen des sialylierten Trisaccharides 30 und der analogen Verbindung 44
mit der gleichen Enzymcharge und der gleichen Methodik vollzogen wurden. Es wird hierbei
deutlich, dass die Aktivitdt des Enzyms nur unwesentlich durch die Kettenverkiirzung an der

Glycerinseitenkette der Neu5SAc beeinfluflt wird.
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Ein &dhnlich tlberzeugendes Ergebnis lieferte die Transglycosylierung von 40 mit dem
B-Methyllactosid 31. Unter der Biokatalyse der Trans-Sialidase aus T. cruzi konnte das
Trisaccharid 45 in 57 % Ausbeute isoliert werden (s. Abb 30). Auch bei dieser Reaktion war,
wie bei der Darstellung von 44, ausschlieflich der Glycosyltransfer zu detektieren. Der
Glycosyltransfer erfolgte hoch stereo- und regioselektiv, auch dies konnte durch die NMR
Analyse des "*C-Spektrums nachgewiesen werden. Die Ausbeuten sind hier etwas geringer als
bei der Synthese des korrespondierenden, sialylierten Oligosaccharides 32. Allerdings ist die
Differenz von 6 % eher gering, und auch bei dieser Synthese zeigt sich, dass die
Glycerinseitenkette fiir die Enzymreaktivitit eine subdominante Rolle spielt. Aufgrund der
groBen strukturellen Ahnlichkeit zwischen den Verbindungen 29 und 31 ist eine dhnliche
Enzymaktivitit zu erwarten, allerdings zeigte sich, dass die Akzeptorstruktur 31 {iber bessere

Eigenschaften fiir biologische Untersuchungen zu Adhédsionsprozessen verfiigt.

O@Noz pH
TS aus T.C. 57 % OH o
pH=75T=23C HO"" 0 o o

B OH - pNP-OH AcHN o HO OMe

OH HO OH
HO o (0] OH OH
OMe
HO.
O
oH 45

OH OH
31

Abb. 30: Darstellung des Glycosids Oct5Aca2-3GalB1-3GlupOMe

OH

TS aus T.c. 40 % \ 0
pH=75,T=23°C HO" " 0 Owo
+ _— >
AcHN HO OMe
OH - - 0o
ol PNP-OH HO NHAc
HO o 0 OH “OH
o HO OMe 46
NHAc

OH OH
33

Abb. 31: Umsetzung eines Lactosamidglycosides mit Hilfe von Trans-Sialidase aus T. cruzi
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Neben den lactosidischen Akzeptorsubstraten 29 und 31 wurde ebenfalls das N-Acetyl-
lactosamid 33 enzymatisch mit dem Donorsubstrat 40 umgesetzt (Abb. 31). Wie schon in den
vorhergegangenen Synthesen fand die Reaktion unter den gleichen Bedingungen statt, wie in
der Synthese der entsprechenden sialylierten Verbindung 34. Auch diese Synthese des
Trisaccharids 46 verlief nachweislich regio- und stereoselektiv unter reinem Glycosyltransfer
und in guten Ausbeuten von 40 %. Die Hydrolyse des pNP-Glycosides 40 konnte nicht

beobachtet werden.

4.4 Chemoenzymatische Umsetzung von pNP-Hept5Ac
Das doppelt kettenverkiirzte Glycosid 42 ist vor einer Umsetzung mit Trans-Sialidase
zunédchst mit der Hydrolase aus Salmonella typhimurium inkubiert worden. Wie bei der

Hydrolyse des Octonulosonsédure Derivates 40 sind 15 pmol des Donorsubstrates 42 bei pH =
5.5 und 37° C fiir zehn Stunden mit 1 U Sialidase inkubiert worden.

HO COOH S;;h:dgsse HO COOH
0 04<C:>>—N02 T=37°C 0 OH
AcHN - pPNP-OH AcHN
HO HO
42 47

Abb. 32: Hydrolyse von pNP-Hept5Ac mit Hilfe von Sialidase aus Salmonella typhimurium

In einem Referenzansatz ohne Enzym konnte gezeigt werden, dass auch das Donorsubstrat 42
unter den oben genannten Bedingungen nicht spontan hydrolysiert. Nach zehn Stunden
Inkubation mit der Sialidase war diinnschichtchromatographisch kein Donorsubstrat 42 mehr
nachweisbar. Es fand auch hier eine Erkennung und somit die Hydrolyse in der
Bindungstasche der Sialidase statt, so dass in weiteren Versuchen zu zeigen war, ob auch die
Trans-Sialidase aus T. cruzi dieses Molekiil als Donorsubstrat erkennt und einen Transfer auf

unterschiedliche Akzeptorsubstrate katalysiert.



4. Synthese neuartiger Donorsubstrate 41

4.5 Enzymatische Transglycosylierungen mit Trans-Sialidase

Aufgrund der Erkennung durch der Sialidase wurde auch das Heptunolosonsdure Derivat 42
mit den Lactosiden 29 und 31 sowie mit dem Acetamidolactosamid 33 unter der Biokatalyse
von Trans-Sialidase umgesetzt. Diese Versuche fanden in Analogie zur Darstellung von
sialylierten Oligosacchariden bei einem pH = 7.5 (Tris-HCI Puffer) und bei 23° C statt. Dabei
wurden 20 umol Donorsubstrat 42 mit einem leichten Uberschu (ca. 0.5 Aquivalenten) des
Akzeptorsubstrates umgesetzt. Die Reaktionsverfolgung durch Diinnschichtchromatographie
und die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgte in Analogie zur Synthese des

entsprechenden Neu5Ac-Oligosaccharide 30.

HO COOH
HO COOH OH

TS aus T.c. 55 % OH o

_PH=75T=23°C o) Y Y
NP T _onpoH . AcHN o HO OAll
OH "OH
OAll

48

OH OH

Abb. 33 Transglycosylierung des Donorsubstrates 42 mit Allyl-lactosid

Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi erkennt auch das Donorsubstrat 42, dass im Vergleich
zur NeuSAc um eine Glycolgruppe verkiirzt ist. Die enzymatische Transglycosylierung
verlief in &nhnlich guten Ausbeuten wie die Glycosylierung des entsprechenden NeuSAc
Donorsubstrates bzw. des Oct5SAc Donorsubstrates in Abb. 21 bzw. 29. Die Darstellung von
48 erfolgte unter den gewidhlten Bedingungen ohne nachweisbare Hydrolyse des
Donorsubstrates in sehr guten Ausbeuten von 55 %. Auch diese war hoch stereo- und
regioselektiv, was durch die entsprechende chemische Verschiebung des Signals vom C-3" im
BC-NMR Spektrum (4 ppm zum tieferen Feld) nachgewiesen werden konnte. Auch wenn die
Ausbeute der Synthese von 48 mit 55 % nicht signifikant kleiner ist als die Synthese des
sialylierten Oligosachharides 30 mit 61%, so ist doch eine Veringerung in den Ausbeuten
schon in diesen ersten Synthesen zu erkennen. Dies verifiziert die Vermutung, dass die
Glycerinseitenkette fiir die Erkennung des Enzyms zwar nicht essentiell ist, die Aktivitdt aber
durchaus beeinflult. Die Glycerolseitenkette befindet sich im Vergleich zum anomeren

Zentrum eher in der Peripherie des Molekiils, wodurch die geringfiigige Abnahme der
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Aktivitdt zu erkldren wire. Allerdings ist dabei zu beachten, dass sich die Grofie des
Donorsubstrates pPNP-Neu5Ac bis hin zum pNP-Hept5Ac deutlich verringert hat. Trotzdem
verliert das Enzym nicht seinen regio- und stereodirigierenden Einfluf3, was ein Indiz fiir die
eher untergeordnete Wechselwirkung der Glycerinseitenkette mit den Aminosduren in der
Bindungstasche des Enzyms ist. Besonders interessant wird dieser Befund, weil es vermutet
wird, dass das Substrat in einem gekippten Zustand kopfwirts, also mit der Glycerinkette
voran in die Bindungstasche eindringt, und so eine konformelle Anderung der Bindungstasche

induzieren soll, wonach die Bindung des Akzeptors an das Enzym erméglicht wird.'"

Da die Allyl-Lactoside nicht fiir biologische Untersuchungen geeignet sind, die mittels NMR-
Experimenten durchgefiihrt werden, ist auch das Methyllactosid 31 glycosyliert worden. Die
Umsetzung des Donorglycosids 42 mit dem [-Methyllactosid 31 gelang unter den

beschriebenen Bedingungen in sehr guten Ausbeuten.

HO COOH
HO COOH OH
TSausT.c. 53 % o
_PH=75T=23°C 0 o o
AcHN o HO OMe
T oo HO OH
OH “OH
49

OH OH

Abb. 34: Umsetzung des kettenverkiirzten Donorsubstrats mit B-Methyllactosid

Die Reaktion verlduft ausschlieBlich unter Donortransfer und es kommt nicht zu einer
nachweisbaren Hydrolyse des pNP-Hept5Ac Molekiils. Im weiteren erfolgt die Transglyco-
sylierung regio- und stereoselektiv, was durch die Auswertung der NMR Spektren nach-
zuweisen war. Die chemische Verschiebung der beiden Protonen am C-3" zeigten, dass das
die Hept5SAc a-glycosidisch an das Lactosid gebunden ist, wihrend die Verschiebung ins
tiefere Feld des C-3" im ""C-NMR anzeigt, dass es sich um eine 2-3-glycosidische
Verkniipfung handelt. Die Ausbeute von 53 % ist fiir die Synthese eines komplexen
Trisaccharides (Abb. 34) bemerkenswert. Genau wie bei der Glycosylierung des
Allyllactosides 29 mit den Donorsubstraten 12, 40 und 42 ist auch bei der Umsetzung des

Methyllactosides 31 eine leichte Verringerung der Ausbeute mit abnehmender Kettenlédnge
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des Glycerinsubstituenten zu beobachten. Dies ist konsistent mit der Vermutung, dass die

Aktivitit des Enzyms, in bezug auf die Verdnderungen am Donor leicht abnimmt.

In einer weiteren enzymatischen Umsetzungen reagierte das Acetyllactosamid 33 mit pNP-

Hept5Ac 42 unter der Katalyse von Trans-Sialidase zu dem entsprechenden Trisaccharid 50.

HO COOH

AcHN HO COOH - OH
HO 2 TS aus T.c. 36 % o
. pH=75T=23°C 6} O O
e m e
oH T oNPOH AcHN o HO OMe

OH HO

HO o 0 OH “OH
Jd HO OMe 50
NHAc

OH OH
33

Abb. 35: Darstellung eines neuen kettenverkiirzten LacNAc-Glycosids

Es ist auch bei dieser Reaktion ausschlieBlich der Glycosyltransfer, ohne nachweisbare
Hydrolyse des Donorsubstrats, zu beobachten. Die biokatalysierte Ubertragung erfolgt regio-
und stereoselektiv in einer Ausbeute von 36 %. Die Isolierung des Produkts 50 gelang im
Gegensatz zur Reinigung des entsprechenden sialylierten Oligosaccharides problemlos durch
eine einfache Gelpermeationschromatographie. In der Reihe der Glycosylierungen des
Acetamidolactosids 33 zeigt sich eine Abnahme der Ausbeute mit Verringerung der
Seitenkettenlinge. Dieses Ergebnis korreliert mit den Beobachtungen bei den
Transglycosylierungen der Lactoside 29 und 31, bei denen ebenfalls eine Abnahme der
Ausbeute bei kiirzerer Seitenkette zu beobachten ist. Auch hier hat die Reduktion der

Seitenkette nur einen geringeren Einflu} auf die Effizenz der Synthese.

Durch Trans-Sialidase lassen sich folglich an der Glycerinkette verkiirzte Derivate der
Neuraminsdure auf entsprechende Akzeptorstrukturen in hohen Ausbeuten iibertragen. Die
daraus resultierenden Oligosaccharide waren bisher nicht beschrieben und es ist auch nicht
anzunehmen, dass sie natiirlich anabolisiert bzw. katabolisiert werden. Da Neu5Ac terminal
an Glycoproteine und —lipide der Glycocalyx gebunden vorliegt, stellen die modifizierten
Oligosacharide potentielle Liganden zur Untersuchung von Kohlenhydrat-Protein-Wechsel-
wirkungen dar. Damit konnen nicht nur die Spezifitit von physiologische Rezeptoren wie

Siglecs untersucht werden. Dariiber hinaus sind auch Untersuchungen der Adhédsionseigen-
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schaften von pathogenen Rezeptoren wie Hdmagglutinin moglich. Das Hamagglutinin ist
verantwortlich fiir die Erkennung der Wirtszellen der Influenza A Viren und stellt den
dominanten Virulenzfaktor dar.''®''" Die auf diese Weise modifizierten Oligosaccharid-
strukturen sind folglich von pharmakologischem Interesse, da sie entweder selbst
therapeutische Eigenschaften besitzen, oder als Modelverbindungen zu pharmazeutisch

relevanten Erkenntnissen fiihren konnen.

5. Synthese und Untersuchungen der Carbonyl-Precursor

Fiir die Synthese der seitenkettenverkiirzten Verbindungen 40 und 42 sind die nach der
Periodatspaltung intermedidr gebildeten Aldehyde zu den entsprechenden Hydroxyl-
funktionen reduziert worden. Es konnte gezeigt werden, dass diese Sialinsdureanaloga mit
Hilfe von Trans-Sialidase auf verschiedene Akzeptorstrukturen libertragbar sind. Es ist daher
interessant zu untersuchen, ob nach der Periodatspaltung die Isolierung der entsprechenden
Carbonyl-Precursoren moglich ist, und ob diese mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi

interagieren.

Die Verbindungen 52 und 54 liegen in walrigen Losungen als Hydrate mit der Reaktivitét
von Carbonylverbindungen vor. Wihrend freie aldehydische Protonen eine Verschiebung
groBer 9 ppm aufweisen, zeigte das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 54 bei 5.02 ppm ein
Dublett, eindeutig einem geminalem Diol am C-7 zugeordnet werden kann. Die &hnliche
Reaktivitdt von geminalen Diolen und Carbonylverbindungen kommt daher, da3 sowohl ein
Aldehyd als auch das entsprechende Diol iiber die gleiche Oxidationsstufe verfiigen. Wenn
Trans-Sialidase mit den Substanzen 52 oder 54 in Wechselwirkung treten sollte, dann besteht
die Moglichkeit, dass diese Strukturen als Donoren erkannt und auf einen Akzeptor
ibertragen werden. Die daraus resultierende Oligosaccharide wiéren hoch reaktive ,,Building
Blocks®, deren exocyclische Kette auf unterschiedlichste Weise modifiziert werden konnten.
Neben den bekannten Carbonylreaktionen wie Wittig- oder Horner-Emmons-Reaktion, wéren
auch reduktive Prozesse, wie eine reduktive Aminierung denkbar, die nach einer Transglyco-

sylierung erfolgen konnte.

Die Carbonylfunktionen der Substrate 52 und 54 kénnen mit freien Aminen des Enzyms zu

Schiff’schen Basen reagieren. Sollte diese chemische Bindung die katalytische Doméne des
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Enzyms betreffen und die Aktivitit veringern oder ausschalten, hétten diese Verbindungen die
Eigenschaften von Suicide-Inhibitoren. Gerade die Synthese eines Inhibitors ist von grolem
Interesse, da dieser als wirksames Medikament gegen die Chagas Krankheit dienen konnte, da

die Trans-Sialidase der Hauptvirulenzfaktor ist.

Es handelt sich bei den Aldehyden 52 und 54 um sehr reaktive Substanzen, deren Synthese
sich als problematisch darstellte (s. Abb. 36).

HO HO
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Abb. 36: Geplante Syntheseweg zur Darstellung der Carbonyl-Derivate 52 und 54

Die einfache Periodatspaltung, die Verbindung 51 liefern sollte, zeigte auch hier die gleichen
Probleme wie bei der Darstellung des Octonulosonsdure Derivates 39. Es sind sowohl das C-7
Derivat 53 als auch unverbrauchtes Edukt 36 diinnschichtchromatographisch nachweisbar.
Daher muBlte das Produkt 51 siulenchromatograpisch an Kieselgel gereinigt werden. Der
Aldehyd 51 ist so reaktiv, dass schon der leicht saure Charakter von Kieselgel ausreicht, um
es quantitativ mit MeOH in ein Methylhalbacetal 55 zu tberfiihren. Die NMR Analytik
zeigte, dass nur das Halbacetal und kein Vollacetal gebildet wurde. AuBerdem war so
nachzuweisen, dass die Hemiacetalbildung ohne Sterecokontrolle ablief und beide
Diastereomere in gleichem Verhiltnis gebildet wurden. AnschlieBende Versuche zur
sdurekatalytischen Spaltung des Methylacetals gelangen nicht, ohne das glycosydische Acetal

zu spalten und somit das Molekiil zu zerstoren (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Hemiacetalbildung bei der sdulenchromatographischen Reinigung der Cabonylverbindung 51

Die Synthese des Aldehyds des Heptonulosonsdureesters 53 sollte hingegen unter diesen
Bedingungen mdoglich sein. Durch einen UberschuB an Periodat konnte das entsprechende
Derivat 53 gebildet werden, so dass keine aufwendige Reinigung nétig war. Nachdem das
Produkt 53 diinnschichtchtomatographisch detektiert wurde, muflte die Reaktionslésung nur
noch entsalzt werden. Dies gelang erfolgreich in rein waBiriger Phase durch Gelpermeations-

chromatographie.
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Abb. 38: Synthese eines geminale Diols ausgehend von pNP-Neu5Ac 54

Das Produkt 53 konnte auf dieses Weise in sehr guter Ausbeute vor 84 % isoliert werden (s.

Abb. 38). Die basenkatalysierte Verseifung des Methylesters mit 0.1 molarer NaOH gelang
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nicht, da hierbei das Molekiil komplett hydrolysiert wurde und sich vollstindig zersetzte. Die
Verbindung 53 beinhaltet eine Vielzahl von polaren Funktionalititen, die die Stabilitit des
Molekiils stark reduzieren. Daher gelang die Verseifung der Esterfunktion lediglich unter sehr

milden Bedingungen mit einer 1 molaren Na,CO; Losung in einer Ausbeute von 97 %.

Das vollstindig deblockierte Produkt ist anschlieBend mit Sialidase aus Salmonella
typhimurium auf seine enzymatische Hydrolysierbarkeit untersucht worden. Dabei wurden 10
umol 54 mit 1 U Sialidase inkubiert. Die Probe zeigte im Gegensatz zu den Donorsubstraten
40 und 42 keine Hydrolyse. Die Carbonylverbindung 54 ist also kein Substrat fiir die
Sialidase. Im weiteren wurde aber nicht untersucht, ob dieses Substrat inhibitorisch auf die

Sialidase wirkt.

Sialidase
COOH pH = 5.5 HO COOH
O T 37°C HO o OH
ACHN AcHN
- pPNP- OH HO
55

Abb. 39: Versuch zur enzymatischen Hydrolyse der Carbonylverbindung 54

Trotz dem Ergebnis, dass der Aldehyd 54 nicht durch Sialidase aus Salmonella typhimuruim
hydrolysiert wird, wurde ein Versuch mit Trans-Sialidase durchgefiihrt. Die Analyse des
Reaktionsverlauf erfolgte diinnschichtchromatographisch und ergab, dass auch hier keine

Umsetzung zu einem entsprechende Trisaccharid erfolgte.

AcHN HO COOH OH
TS aus T.c, 10)
pH=7.5/f=23°C HO 0 O O
_pKP-OH AcHN o HO OMe
HO
/&/ o
56

OH OH

Abb. 40: Versuch der Transglycosylierung eines geminalen Diols der kettenverkiirzten Neu5Ac
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Die Verbindung 54 ist also kein geeignetes Substrat fiir eine enzymkatalysierte
Transglycosylierung mittels Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi. Aus diesem Versuch
lassen sich aber keinerlei Aussagen iiber einen inhibitorischen Effekt der Verbindung 54
ableiten. Im allgemeinen interagieren Inhibitoren mit dem Enzym und blockieren oder
verdndern die Enzymtasche so, dass das eigentliche Substrat nicht mehr in die
Bindungstasche eindringen kann und somit auch nicht {ibertragen wird. Um den
inhibitorischen Charakter der Verbindung 54 zu testen, wurde diese mit pNP-NeuSAc co-
inkubiert. Im Falle einer Inhibierung des Enzyms wiirde NeuSAc nicht auf das
Akzeptorsubstrat 31 {bertragen und ein entsprechendes Trisaccharid konnte nicht
nachgewiesen werden. Dafiir wurden 20 pmol des potentiellen Inhibitors 54 und
Donorsubstrat 12 mit 1.5 Aquvalenten des Methyllactosides 31 bei 23° C und einem pH-Wert
von 7.5 mit Trans-Sialidase fiir 12 Stunden inkubiert. Die DC-Analyse des Ansatzes zeigte
deutlich eine Produktbildung des Trisaccharides 32, welches, nach dem Abbruch der Reaktion
und einer Abtrennung der Puffersalze durch eine Revers-Phase-Chromatographie,

massenspektrometrisch (MALDI-Tof) das nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 41).
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Abb. 41: Untersuchung zu inhibitorischen Eigenschaft der Verbindung 54

Die Carbonylverbindung 54 zeigt also keinerlei inhibitorische Eigenschaften, da sie die
Transglycosylierung der Donorverbindung 12 nicht unterbindet. Es ist zu vermuten, dass das
Hydrat 54 aus strereo-elektronischen Griinden nicht in die Bindungstasche der Trans-

Sialidase eintreten kann. Wahrscheinlich wird das geminale Diol aufgrund der ausgepréigten
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Polaritét in diesem Teil des Molekiils von einer Hydrathiille umgeben, die es der Verbindung
54 nicht ermdglicht in die Bindungstasche des Enzyms einzudringen. Die Verbindung 54 ist

also weder ein geeignetes Substrat noch ein geeigneter Inhibitor fiir Trans-Sialidase.

6. pNP-Neu5,9Ac, als Donorsubstrat flr Trans-Sialidase

Eine weitverbreitete Form der Sialinséure ist das 9-O-acetylierte Derivat der Neu5Ac. Thr
Vorkommen reicht von den Echinodermen bis zum Menschen und auch einige Bakterien
tragen sie auf ihrer Zelloberfliche.'? Die biosynthetische Genese dieser Strukturen ist duBerst
komplex, denn das dazugehdrige Enzym (9-O-Acetyltransferase) ist nur schwer isolierbar und
Klonierungs-, Expressions- und Mutageneseexperimente sind zur Zeit noch nicht ge-

U89 B wird davon ausgegangen, dass innerhalb eines Proteinkomplexes CMP-

lungen.
Neu5Ac von der Acetyltransferase verestert wird. Die modifizierte Form wird dann im Golgi-
Apparat von einer Sialyl-Transferase auf die nascierenden Glycoconjugate {ibertragen, ohne
dass die Transferase dabei zwischen der O-acetylierten und der freien CMP-NeuSAc zu

. 120,121
unterscheiden vermag. =

Untersuchungen des Glycosphingolipids GD3; (NeuSAc-a2-8-NeuSAc-a2-3-Gal-B1-4-Glc-
B1-1-Cer) zeigten, welchen EinfluBl eine Acetylierung der Position 9 in der Neu5Ac haben

o 122
konnen.

Im allgemeinen kommen Glycosphingolipide auf der Oberfldche verschiedenster
Zellen vor, wobei GD3 in hoher Konzentration in embryonalem Gehirn nachzuweisen ist. Die
Expression dieses Gangliosids nimmt wéhrend der postnatalen Entwicklung stark ab und
befindet sich schlieBlich nur noch auf einigen T-Lymphocyten und wenigen
Gewebezellen.''** Stark erhoht ist die Expression von GD; auf einigen Krebszellen wie von
Melanomen, einigen Arten von Leukdmie und kleinen carcinomen Zellen. Das 9-O-acetylierte
GD; kommt postnatal nur in neuronalen Zellen vor und wird aulerdem, dhnlich wie bei der
nicht acetylierten Form, in Carcinomen der menschlichen Basalzellen und verschiedener
Melanoma in grofer Menge exprimiert. Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit besitzen GDs
und 9-O-Acetyl-GD; kontrdre Aufgaben. Wihrend die nicht acetylierte Verbindung den
»gezielter Zelltod“ (Apoptose) induziert und somit zur Regulierung des Zellwachstums

beitrigt, wird angenommen, dass die acetylierte Form die Apoptose verhindert.'*>'2
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GDs ist eine biologisch bedeutende Verbindung, bei der offenbar eine kleine Modifikation
einen grofen Unterschied in ihrer Funktion ausmacht. Daher ist die Synthese entsprechender
Oligosaccharide auBlerordentlich wichtig, um weitere Riickschliisse auf die biologischen
Eigenschaften von derartigen Strukturen zu untersuchen. Dabei wiirden sich verschiedene in
vitro Methoden zur Untersuchung von Ligand-Rezeptor Interaktionen wie Biacor oder die

NMR-Spektroskopie anbieten.

Eine rein chemische Synthese fiir Neu5,9Ac,-Oligosacchariden ist nicht einfach aufgrund der
benoétigten Schutzgruppen, da die entscheidende Acetylierung an Position 9 als letzter Schritt
vollzogen werden muf. Da primdre Hydroxyfunktionen am reaktivsten sind, ist es dulerst
schwierig, selektiv die Position 9 der terminalen NeuS5Ac innerhalb eines Kohlen-
hydratclusters mit weiteren primdren Hydroxylfunktionen zu verestern. Die Alternative wére
ein chemoenzymatischer Weg, wobei ein entsprechendes CMP-Derivat der Neu5Ac mit Hilfe
eine Sialyltransferase iibertragen wird. Neben einer sehr aufwendigen Synthese von CMP-
Neu5,9Ac, muBl auch untersucht werden, ob die verwendete Transferase ein entsprechend
modifiziertes Donorsubstrat erkennt und {ibertrdgt. Ein einfacher Weg zur Darstellung dieser
hochkomplexen Oligosaccharide konnte die chemische Acetylierung von pNP-NeuSAc und

die anschlieBende Transglycosylierung mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi sein.

(IDMe
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Abb. 42: Darstellung von pNP-Neu5,9Ac, durch eine siurekatalysierte Veresterung;'>’

Die Synthese des 9-O-acetylierten Donorsubstrates erfolgte ausgehend von dem deblockier-
tem pNP-Neu5Ac 12."*" Ein eleganter und schneller Zugang zu dem gewiinschten Produkt
fiihrt liber einen entsprechenden Orthoester, der durch die Reaktion der terminalen OH-
Gruppe der Neuraminsdure mit Trimethylorthoacetat selektiv dargestellt werden kann,'**'*
Die Reaktion wurde unter milder Saurekatylse (pTSA) in Acetonitril durchgefiihrt und der

gebildete Orthoester in situ durch Hydrolyse in die gewlinschte Zielverbindung tiberfiihrt. Das
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Produkt 57 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung in 58 % isoliert. Die

Regioselektivitit der Reaktion konnte durch NMR-Daten belegt werden.'*’

OMe
HyC~ C(— OMe
0 OH
OMe
NO, 4 MeO—#—OMe [H]
CHj - MeOH

-MeOH |[H']

NO, [H"], H,0
D e —
- MeOH

Abb. 43 Mechanistischer Verlauf der Reaktion zur Synthese von pNP-Neu5,9Ac,'’

NO,

Mechanistisch betrachtet handelt es sich bei dieser Reaktion um eine sdurekatalysierte

Umesterung, bei der durch Protonierung zu erst ein Carbeniumion im Trimethylorthoacetat

entsteht, das anschlieBend durch den Sauerstoff der primdren OH-Funktion am Zucker

angegriffen wird. Das entstehende Intermediat 58 wird durch eine weitere Abspaltung von

MeOH in den Orthoester 59 {iiberfiihrt. Das gewlinschte Zielprodukt 57 wird anschliefend

nach der wilirige Hydrolyse erhalten (s. Abb 43).

6.1 Enzymatische Transglycosylierung mit Trans-Sialidase

Im Rahmen der Diplomarbeit von A. Schroven'’’ konnte gezeigt werden, dass pNP-

Neu5,9Ac, von der Sialidase aus Salmonella typhymurium umgesetzt wird.
COOH Sialidase
pH=5.5

O NO, T=37°C

_— >
~pNP-OH

Abb. 44: Hydrolyseversuche mit Sialidase aus Samonella typhimurium

57




6. pPNP-Neu5.9Ac; als Donorsubstrat fiir Trans-Sialidase 52

Dieses Ergebnis zeigte, dass auch eine Transglycosylierung durch Trans-Sialidase mdglich

sein konnte und dieses Donorsubstrat so auf ein Akzeptormolekiil {ibertragbar wire.

Das O-acetylierte Derivat der Neuraminsdure (57) wurde mit dem Lactosid 31 so wie mit dem
Acetamidolactosamid 33 unter Biokatalyse mittels Trans-Sialidase umgesetzt. Auch diese
Versuche fanden in Analogie zur Darstellung von sialylierten Oligosacchariden bei einem
pH = 7.4 (Tris-HCI Puffer) und bei 23° C statt. Dabei zeigte sich, dass Trans-Sialidase aus
Trypanosoma cruzi auch das Donorsubstrat 57 erkennt. Auch diese enzymatische
Transglycosylierung verlief in ausgepriagter Analogie zu der Glycosylierung des entsprechen-

den Neu5Ac Donorsubstrates.
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Abb. 45: Dastellung von Neu5,9Ac,-a2-3-GalpB1-3Glcp-OMe mit Hilfe von Trans-Sialidase

Das Trisaccharid 61 konnte in sehr guter Ausbeute von 49 % isoliert werden. Die Reinigung
gelang durch eine Gelpermeationschromatographie (Biogel P-2). Die Transglycosylierung
verlief hoch regio- und stereospezifisch, denn anhand der NMR-Daten konnte das gebildete
a2-3 Glycosid eindeutig nachgewiesen werden. Wihrend im 'H-NMR durch die chemische
Verschiebung der Protonen an C-3 der Sialinsdure die a-glycosidische Bindung angezeigt
wurde, lieferte C-NMR Experimente den Beweis, dass C-3’ an der Bindung beteiligt ist. Das
entsprechende Signal verschob sich um 3.2 ppm zu tieferem Feld. In Analogie zu der
Umsetzung der kettenverkiirzten Donorsubstrate scheint auch eine Derivatisierung der

Seitenkette keinen wesentlichen Einflufl auf die Erkennung durch Trans-Sialidase zu haben.
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Abb. 46: Dastellung von Neu5,9Ac,-0:2-3-GalB1-3GIcNAcB-OMe mit Hilfe von Trans-Sialidase

In einer weiteren enzymatischen Umsetzungen wurde das Acetyllactosamid 33 mit pNP-
Neu5,9Ac, 57 zu dem entsprechenden Trisaccharid 62 umgesetzt. Die Reaktion fand unter
den gleichen Bedingungen statt wie die Synthese des Trisaccharides 61 und es gelang, das
erwartete Produkt in guten Ausbeuten von 36 % durch Gelpermeationschromatographie zu
isolieren (s. Abb. 46). Der Transfer verlief regio- und stereoselektiv, was auch in diesem Fall

spektroskopisch nachgewiesen werden konnte.

Durch eine einfache Synthese des Donorsubstrates in Kombination mit einer bequemen
enzymatischen Transglycosylierung zu hoheren Oligosacchariden, ist eine Mdglichkeit
gegeben, Oligosaccharide von besonderem biologischen Interesse zu synthetisieren. Die
Ausbeuten in den Transglycosylierungen sind gut bis sehr gut, die entsprechenden Produkte
lassen sich im Milligrammafstab problemlos synthetisieren und sind somit zugénglich, um sie
zum Beispiel in vitro auf ihre biologischen oder biochemischen Bedeutung hin zu

untersuchen.
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7.Synthese und Modifizierung von KDN als potentieller Donor

In den letzten Jahren ist Ketodesoxynonulosonsdure (KDN) —die desaminierte Form der
Neuraminsdure— als Bestandteil vieler Glycokonjugate nachgewiesen worden. Zuerst wurde
KDN als Strukturelement eines Polysialoglycoproteins in den Ovarien von Forellen
gefunden.”” In den darauf folgenden Jahren zeigte sich, dass KDN im Tierreich weit
verbreitet ist und es sogar auf Glycoproteinen und -lipiden von Sdugetieren vorkommt. Von
besonderem Interesse ist die Tatsache, dass auch KDN vermehrt von Krebszellen wie denen
des humananen Lungencarcinoms exprimiert wird."*' AuBerdem ist KDN auch als Bestandteil

von bakteriellen Kapsel-Polysacchariden und in bakteriellen LPS nachgewiesen worden.'*

KDN-Reste, die die terminale Position in Glycoconjugate besetzen, haben einzigartige
Eigenschaften und biologische Funktionen, die sich von denen der Neu5Ac unterscheiden. Es
gibt zum Beispiel deutliche Hinweise, dass die glycosidische Bindung von KDN resistent
gegen den Angriff von Sialidasen ist und somit ein entsprechendes KDN-Glycoconjugat

133 Des weiteren fiihrt die Addition

gegen den Angriff von Bakterien oder Viren geschiitzt ist.
von KDN an das nicht reduzierende Ende von Polysialylderivaten zu einer Inhibition der
weiteren Verldngerung der Polysialylkette. Es wird davon ausgegeangen, dass KDN als eine

Art biologisches Stopsignal fiir Polysialyltransferase dient.'**

Aufgrund dieser speziellen biologischen Funktionen und fiir das weitere Verstdndnis der
biologischen Bedeutung ist ein einfacher synthetischer Zugang zu KDN-Oligosacchariden
von Interesse. Durch chemische Synthesen gelang es zur Zeit KDN in nur kleine
glycosidische Strukturen und Oligosaccharide einzufiihren.'*>'*® Auch in der Synthese von
KDN-Oligosacchariden scheint der chemoenzymatische Weg der effizienteste zu sein. Der
Vorteil einer enzymatischen Synthese liegt vor allem darin, dass die Reaktion unter
physiologischen Bedingungen abléuft, so dass auch komplexere Verbindungen wie Hormone
oder Wachstumsfaktoren unter Erhalt ihrer biologischen Aktivitit umgesetzt werden konnten.
KDN-Transferasen sind nur sehr schlecht verfiigbar und die einzige bekannte aktive
Transferase ist die aus den Ovarien der Regenbogenforelle. Als Alternative bieten sich
verschiedene Sialyltranferasen an, die relativ unspezifisch Donorsubstrate umsetzen."”’ Auf
diese Weise gelang auch die Synthese von verschiedenen KDN-Glycoconjugaten, bei der
CMP-KDN mit Sialyltransferasen aus verschiedenen Quellen in a2-3- bzw. a2-6-Glycoside

{iberfiihrt wurden.'*®!*
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Allerdings zeigen die Glycosylierungen mit Sialyltransferase die schon beschriebenen
Nachteile. Die Darstellung von CMP-KDN ist sehr komplex und bedarf entweder eines rein
enzymatischen Ansatzes, wobei in einem ersten Schritt aus Mannose und Pyruvat durch eine
Aldolase KDN dargestellt wird, dass im weiteren enzymatischen Schritten in das CMP
Derivat tiberfiihrt wird. Als Alternative kann KDN auch chemisch synthetisiert werden, um
anschlieBend in das gewiinschte CMP-Derivat iiberfiihrt zu werden. Diese Synthesestrategie
ist zwar moglich und scheint fiir Synthesen im biochemischen Maf3stab durchaus geeignet zu
sein, nur sind die Gesamtausbeuten, so weit sie liberhaupt publiziert sind, sehr klein. Es wire
daher eine effiziente Alternative entsprechende KDN-02-3-Oligosaccharide mit Hilfe von
Trans-Sialidase aus Trypanonsoma cruzi zu synthetisieren. Es ist auBlerdem interessant
Unersuchungen zur Hydrolyse von pNP-KDN durch bakterielle Sialidase durchzufiihren, da
die Ergebnisse zur Zeit noch kontrovers diskutiert werden. Wihrend zum einen die Meinung
vertreten wird, KDN schiitze als maskierendes Element Oligosacharide vor Sialidasen, so
postulieren Ogura et al. eine Hydrolye von KDN-Arylglycosiden durch bakterielle

Sialidasen.'*

7.1 Synthese von KDN und Darstellung des pNP-Glycosides

Da sich KDN auf enzymatischen Wege nicht in ausreichenden Mengen synthetisieren 146t,
wurde die chemische Methode gewaihlt. Die erste chemische Synthese von NeuSAc gelang
Cornforth et al. durch eine Aldolreaktion von ManNAc mit Oxalessigsdure in 2 %

141

Ausbeute.” Diese Reaktion ist auch auf KDN anwendbar und Ogura et al. konnten die

Synthese in 23 % Ausbeute durchzufithren.'*

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. P. Kosma an der Universitét fiir Bodenkultur in Wien
wurde die Synthese nach der Ogawa-Methode durchgefiihrt. Es gelang KDN stereoselektiv in
39 % Ausbeute zu isolieren (s. Abb. 47).

OH 0\ OH 1. NaOH/H,0 HO OH
OH pH =11, 0°C
OH 2. Dowex H*
HO - 0 pH=5.7,RT COOH
HO =0 7 39 %
y HO
o7 oH
63 64 65

Abb. 47: Darstellung von KDN in Analogie zur Cornforth-Methode'*!
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Unter der Beachtung des Reaktionsmechanismus (s. Abb. 48) wird deutlich, dass die Reaktion
trotz des stereochemisches Anspruchs in guter Ausbeute gelang. Zumal bei der Aufreinigung
des Produktes durch Ionenaustauschchromatographie immer Produkt verloren geht und es zu
einem erheblichen Anteil an Mischfraktionen kommen kann.

In einem ersten Schritt (s. Abb. 48) bildet sich bei pH = 11 das Enolat der Oxalessigsdure
(66), welches den Carbonylkohlenstoff der Mannose angreift. In Abhéngigkeit von der
Orientierung des Enolates wihrend des Angriffes bildet sich das gewiinschte Intermediat 67
oder das entsprechende Epimere, welches an Position 4 eine axiale Alkoholatfunktion trigt
und im Laufe der Reaktion zur Verbindung 68 umgewandelt wird. Das Zwischenprodukt 67
wird im leicht saurem Milieu anschlieBend decarboxyliert und es entstehen KDN (65) und das
entsprechende Epimer 68. Der in Abb. 47 angegebene pH-Wert (pH = 5.7) ist dabei exakt
einzuhalten, da ein zu niedriger pH-Wert die Spaltung des Molekiils zur Folge hétte, wihrend
ein zu hoher pH-Wert eine vollstindige Decarboxylierung gefihrdet.

Die Isolierung von KDN gelang nach Abbruch der Synthese durch Ionenaustauch-
chromatographie (Dowex 1x8), wobei das Produkt mit einem Gradienten (NH4sHCO3/H,0)

eluiert wurde.

OH 0 ONa
OH
HO ~OH ONa pH=11
HO _0 |

B —

J\ NaOH
O/ ONa
66

63

68

Abb. 48: Mechanismus zur Synthese von KDN

Um aus der dargestellten KDN ein potentielles Donorsubstrat fiir Trans-Sialidase aus

Trypanosoma cruzi zu synthetisieren, muf3 diese in ein pNP-Glycosid iiberfiihrt werden.
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Dabei wurde ein dhnlicher Weg gewéhlt, wie bei der Darstellung des entsprechenden NeuSAc
Derivates 12. Um eine Aktivierung der Carboxylfunktion des KDN zu verhindern, darf diese
in einem ersten Schritt nicht blockiert werden, sondern es miissen erst die OH-Funktionen
peracetyliert werden, bevor dann die Carboxylatfunktion in einen Ester liberfithrt werden
kann. Da gezeigt wurde, dass einige Derivate von KDN stabiler sind als die entsprechenden
Verbindungen von Neu5Ac, ist die COOH-Funktion in den Benzylester iiberfiihrt worden.'*’
Die Chlorierung der geschiitzten Verbindung gelang hingegen problemlos durch AcCl in
Anwesenheit von MeOH. Dieser aktivierte Precursor konnte nach séulenchromato-

graphischer Reinigung in sehr guten 70 % Ausbeute iiber drei Stufen isoliert werden.

OAc OAc
BnCLCsCOs3
COOH " pMmF, 4°C

67%

COOBn

AcCl
MeOH
85 %
pNP-OH
TBA-HSO,
NO, DCM/1 M NaOH COOMe
63 % <«

0.IMNaOH o  OH

quant. COOH
HO" 0 o@ NO,
HO

HO
73

Abb. 49: Syntheseweg fiir das Donorsubstrat pPNP-KDN

Mit der Darstellung des Glycosides 72 konnte gezeigt werden, dass es auch durch
Phasentransferkatalyse mdglich ist, arylische KDN-Glycoside zu synthetisieren (Abb. 49).
Wie schon bei der Neuraminsiure verlduft diese Rektion auch hier stereoselektiv, da nur das
a-Glycosid gebildet wird. Dies 148t sich durch die NMR-Analytik belegen, bei der im 'H-
Spektrum das H-3¢,, aufgrund der Anisotropie der Carbonylfunktion am C-1 bei 2.85 ppm,
erscheint. In einem vergleichbarem [B-Glycosid wiirde dieses Signal zu hoherm Feld

verschoben sein. Die anschlieBende Verseifung der Esterfunktionen verlief quantitativ bei
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Raumtemperatur mit waBriger NaOH. Hierbei zeigte sich, dass der Benzylester eine sehr gute
Alternative zum Methylester darstellt. Im Falle des Metyhlesters wire eine Deblockierung in
einem Schritt wohl nicht so leicht moglich gewesen, da dieser weniger hydrolyseempfindlich

ist.

7.2 Untersuchung zur enzymatischen Erkennung von pNP-KDN

Nach der Synthese des pPNP-KDN wurden Untersuchungen zur Hydrolyse mit Sialidase aus

Salmonella typhymurium unternommen.

Sialidase
COOH pH =55
- pPNP-OH HO
65

Abb. 50: Hydrolyseversuch von pNP-KDN mit Sialidase aus Salmonella typhymurium

Da nach 12 stiindiger Inkubation noch keine Hydrolyse des Produktes nachweisbar war,
wurde die Inkubationszeit auf 24 Stunden verlidngert ohne dass sich eine Verdnderung zeigte.
Das Glycosid 73 wurde durch die Sialidase aus Salmonella typhymurium nicht als

Donorsubstrat erkannt.

HO OH
COOH
HO o O@NOZ
HO HO OH
HO COOH oH OH
73 TSausT.c. 0
pH=758,T=23°C HO"" o) O O
+
#’ HO o HO OMe
on OH <pNP-OH HO OH
HO o (0] OH OH
OMe
o HO o 74
31

OH OH

Abb. 51: Versuch der Darstellung eines KDN- Oligosaccharids
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Demnach wurde in einem weiteren Versuch pNP-KDN mit dem Lactosid 31 unter der
Katalyse von Trans-Sialidase umgesetzt. Die Inkubation fand bei einem pH = 7.4 (Tris-HCI
Puffer) und bei 23° C statt. Dabei wurden 20 pumol Donorsubstrat 73 mit einem leichten
UberschuB von 1.1 Aquivalenten des Akzeptorsubstrates umgesetzt. Nach 16 Stunden war
diinnschichtchromatographisch weder eine Produktbildung noch die Bildung von
Hydrolyseprodukten zu beobachten. Auch fiir die Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi ist
pPNP-KDN 73 offenbar kein geeignetes Substrat.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dass das Glycosid 73 sowohl fiir die Sialidase als auch fiir
die Trans-Sialidase kein geeignetes Substrat darstellt. Im Unterschied zu NeuSAc verfiigt
KDN iiber keine N-Acetyl-Funktion. Die Substitution der N-Acetylfunktion an Position 5
durch eine freie Hydroxylgruppe fiihrt zu einer Verdnderung der Polaritit im Molekiil. Es
kommt zu Wechselwirkungen in der Bindungstasche des Enzyms zwischen den Aminoséduren
im Protein und der N-Acetylgruppe, die das Molekiil fixieren.'” Diese Wechselwirkungen
ermdglichen unter anderen einen nucleophilen Angriff in der Enzymtasche. Was das
entscheidende Kriterium fiir diese Beobachtung ist, ob nun die Grofe des Molekiils oder
elektronische Effekte verantwortlich sind, muf} in weiteren Experimenten untersucht werden.
Des weiteren lieferten diese enzymatischen Versuche ebenfalls Hinweise auf die biologische
Bedeutung von KDN in Glycoconjugaten. Es ist anzunehmen, dass KDN einen maskierenden
Effekt hat und in der Lage ist, Glyococonjugate vor dem Angriff von verschiedenen Sialidase
zu schiitzen. Die hier verwendet Sialidase ist bakterieller Herkunft, daher sind auch hier
Untersuchungen mit viralen oder humanen Sialidasen erforderlich, um dies Hypothese zu

untermauern.
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8. Synthese und Untersuchungen phenolischer Neu5Ac-Glycoside

In dieser Arbeit sind kinetische Erkenntnisse in die Untersuchungen zur Synthese der
verschiedener Oligosaccharide bis jetzt nicht weiter eingeflossen. Dabei zeigen die nicht
natiirlichen Donorsubstrate wie pNP-NeuSAc und MU-NeuS5Ac eine sehr viel schlechtere

Kinetik als ein natiirliches Substrat wie z. B, Sialyllactose (s. Abb. 52).

0.4
Sialyllactose

0.3
s
E
5  0.21 MU-aNeu5Ac
3
2
o

pNP-aNeuSAc

“u

c 20 40 60 80 100 120

Time {min)

Abb. 52: Transferaktivitit von Trans-Sialidase bei verschiedenen Sialyldonoren®

Trotz der deutlich schlechteren Transferaktivitit sind die artifiziellen Donoren fiir die
Synthese komplexer Oligosaccharide sehr gut geeignet, weil sie nur {iber eine aktivierende
Abgangsgruppe verfligen. Freie Phenole werden nicht als Akzeptorsubstrate erkannt und
daher auch nicht libertragen. Ganz anders stellen sich die Verhéltnisse bei der Lactose dar.
Sialayllactose ist zwar das beste Donorsubstrat, freie Lactose verfiigt aber iliber ausgeprigte
Akzeptoreigenschaften. Ein weiterer groBer Vorteil der phenolischen Donorsubstrate ist die
Moglichkeit, die Reaktion mittels UV-Vis Spektroskopie zu verfolgen und auf diese Weise
kinetische Daten zu erhalten. Bei Lactose bzw. Sialyllactosid erfogte die Reaktionsanalytik
unter Verwendung spezifischer radioaktiver MeBmethoden, wobei eine '*C-gelabelte Lactose
eingesetzt wurde.”> Diese Methode ist mit einem erheblichem Aufwand an Geriten
verbunden, die Strahlung detektieren kdnnen aber auch gleichzeitig die Strahlung abschirmen.
Moglichkeiten zur Messung nach dieser Methode waren im Rahmen dieser Arbeit nicht

gegeben.



8. Synthese und Untersuchungen phenolischer Neu5Ac-Glycoside 61

Der grofite Nachteil der nicht-natiirlichen Donorsubstrate (MU- und pNP-Neu5Ac) besteht in
ihrer relativ schlechten Loslichkeit in Wasser, so dass die Konzentration an Donorsubstrat
stark limitiert ist. In diesem Teil der Arbeit sollen die Synthese neuartiger phenolischer
Glycoside und ihrer Donoraktivititen mit Sialidase und Trans-Sialidase untersucht werden.
Ziel war es, eine bessere Loslichkeit und Aktivitdt als bei den bekannten Donorsubstrate 12

und 13 zu erreichen.

8.1 Darstellung phenolischer NeuSAc Glycoside

Ausgehend von dem peracetylierten Sialylchlorid 14 gelang es eine Vielzahl an

unterschiedlichen Glycosiden herzustellen. Es wurde deutlich, dass sich alle glycosidischen

Bindungen mit phenolischem Komponenten unter phasentransferkatalytischen Bedingungen
144,145

kniipfen lieBen.

(o)
+ HQ_@J AcO OAc o)
COOMe

+ TBA-HSO, \/
COOMe  DCM/NaOH (1 M) AcO""”’ (0] o
—_—

75a R =Me
0.1 NaOH
679
& 76 R=H

Abb. 53: Einfithrung von Sesamol als potentiell aktivierende Abgangsgruppe

Die Glycosylierung in Abb. 53 verlief in guter Ausbeute, wobei das blockierte Produkt 75
stereoselektiv als a-Glycosid isoliert werden konnte. Es zeigt sich hier, dass das Phenolat des
Sesamols eine schlechtere Nucleophilie aufweist, als zum Beispiel pNP-OH. Die
anschlieBende Deblockierung gelang ebenfalls in guten Ausbeuten, da unter Zemplén-
Bedingungen auch die glycosidische Bindung angegriffen wurde. Nach sdulenchromato-

graphischer Reinigung gelang die milde Verseifung mit Natronlauge anndhernd quantitativ
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und das deblockierte Produkt 76 konnte auf seine Enzymaktivitidt getestet werden. In
folgenden Versuchen gelang es nicht, das Methylenacetal an dem phenolische Aglycon
selektiv zu spalten und somit die Dihydroxyfunktionalitdt einzufiihren. Die sdurekatalytische
Deacetalisierung flihrte sowohl bei dem komplett geschiitzen, als auch bei dem freien
Glycosid zur Abspaltung des Sesamolrestes. Damit war eine Modifizierung der

Abgangsgruppe, die die Loslichkeit des freien Phenols erhoht hitte, nicht moglich.

HO@— NO, AcO OAc
COOMe

Cl

+TBA-HSO,
COOMe DQM/NaOH (1 M) AcO'" O NO,
_— >
AcO Cl
77
NaOMe
77a R =Me
0.1 NaOH NO, MeOH
98 9
% 78 R=H ~

Abb. 54: Synthese des 2-Chlor-nitrophenylglycosids als potentielles Donorsubstrat fiir enzymatische Synthesen

Anhand der NMR-Spektren konnte nachgewiesen werden, dass die Glycosylierung
stereoselektiv zum a-Anomer 77 flihrte, wobei die sehr guten Ausbeuten auf die bessere
Nucleophilie des entsprechenden Phenolats zuriickzufiihren sind. Durch den elektronegativen
Chlorsubstituenten wird die FElektronendichte im aromatischen Ringsystem reduziert,
wodurch die Bildung des Phenolats begiinstigt wird. Die anschlieende milde Deblockierung
verlief iiber zwei Schritte in fast quantitativer Ausbeute. Es konnte anhand der
diinnschichtchromatographischen Reaktionsverfolgung gezeigt werden, dass eine Reinigung
des Produkts nicht erforderlich war und es in reiner Form anfiel. Das phenolische Glycosid 78
konnte enzymtischen Untersuchungen unterzogen werden.

Durch die Synthese eines 4-Chlor-5-methyl-2-nitrophenolglycosids ist ein relativ unpolares

Donorsubstrat dargestellt worden (Abb. 55).
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Abb. 55: Synthese des 4-Chlor-6-nitro-m-cresol-Neu5Ac-Glycosids

Der nucleophile Angriff des Cresolats ergibt das entsprechende Glycosid 79 in einer guten
Ausbeute von 43 %. Trotz des grofen sterischen Anspruches sowie der verringerten Polaritét
des Phenolats verlduft die Reaktion stereoselektiv und fiihrt, durch NMR-Spektroskopie
nachweisbar, ausschlieSlich zum a-Anomer. Die anschlieBende Deblockierung des Glycosid s
verlauft ebenfalls in maBigen Ausbeuten von 60 % und fithrt somit zu dem potentiellen
Donorsubstrat 80. Als problematisch erwies sich die Deacetylierung nach Zemplén, wobei es
zu einer teilweisen Spaltung des Glycosids kam. Die anschlieBende milde Hydrolyse des
Methylesters verlief hingegen in anndhernd quantitativen Ausbeuten und ermdglichte eine
problemlose Isolierung der Verbindung 80, die im weiteren auf ihre enzymatische Aktivitat

getestet wurde.

8.2 Untersuchungen zur enzymatischen Erkennung

Die Verbindungen sind im Vergleich mit pNP-Neu5Ac und MU-NeuSAc auf ihre
Enzymaktivitdt untersucht worden. Dabei wurden zuerst Hydrolyseversuche mit Sialidase aus
Salmonella typhimurium unternommen, bevor die Verbindungen auf ihre Transfer-

eigenschaften mit Trans-Sialidase aus T.-Cruzi getestet wurden.
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Abb. 56: Hydrolyseversuche der phenolischen Donorsubstrate mit Sialidase

Nach der Synthese der Verbindungen 76, 78, und 80 wurden Untersuchungen zur Hydrolyse
mit der Sialidase aus Salmonella typhymurium vorgenommen. Dafiir sind 15 pumol der
Donorsubstrate 76, 78 und 80 bei pH = 5.5 und 37° C mit 1 U Sialidase inkubiert worden. Die
Reaktion wurde zuerst UV-Vis spektroskopisch verfolgt. Dabei sollte anhand des
Adsorptionsmaximums und mit Hilfe des Lambert-Beer’schen-Gesetzes die Konzentration
des freien Phenolats bestimmt werden. Als sich bei allen drei Verbindungen nach vier
Stunden keine Verdnderung in der Intensitdt bemerkbar machte, wurde der Ansatz weitere 12
Stunden inkubiert und anschlie8end diinschichtchromatographisch analysiert. Im Vergleich zu
den Blindproben zeigte sich nur bei der Verbindung 80 eine partielle enzymkatalysierte
Hydrolyse. Allerdings verfiigte die phenolische Abgangsgruppe iiber eine geringe Loslichkeit,
so dass sich ein Niederschlag gebildet hatte. Die Verbindungen 76 und 78 wurden dagegen
nicht hydolysiert. Es wird also deutlich, dass nicht jedes phenolische Glycosid gleichzeitig ein
Donorsubstrat flir Sialidasen darstellt. Selbst leichte Modifikationen wie die Einfiihrung eines
Chlorsubstituenten konnen dafiir verantwortlich sein, dass es zu keiner Erkennung durch die
Sialidase kommt. Im Rahmen seiner Dissertation wurde das Sesamol-p-galactosid von L.
Kroger hergestellt und mit Galactosidase aus Rinderhoden auf die Hydrolyse und
Transfereigenschaften untersucht. Uberraschenderweise zeigt dort das Glycosid sowohl eine
ausgeprigte Reaktivitit in der enzymatischen Hydrolyse und auch bei der entsprechenden

Transglycosylierung.'®

Obwohl die Sialidase die Verbindungen 76 und 78 nicht umgesetzt hat und das Phenol 80
sehr schlecht 19slich ist, wurden diese Strukturen auf ihre Eignung als Donorsubstrate fiir
Trans-Sialidase aus T.-cruzi getestet. Der Versuch der Umsetzung erfolgte mit dem Lactosid
31 bei einem pH = 7.4 (Tris-HCI Puffer) und bei 23° C. Der Verlauf der Reaktion wurde
auch hier durch UV-Vis Spektroskopie verfolgte.
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Abb. 57: Versuche zur Transglycosylierung mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi

Nachdem keine Verdnderungen in der Intensitit der Banden zu sehen war, wurde die
Inkubationszeit um 12 Stunden verldngert und anschlieBend diinnschichtchromatographich
untersucht. Es zeigte sich, dass keine der Verbindungen 76, 78 und 80 durch Trans-Sialidase
umgesetzt wurde. Diese Resultate zeigen eine Ahnlichkeit zu den Ergebnissen der
Hydrolyseversuche mit Sialidase. Auch bei der Trans-Sialidase fiihren schon leichte
Verdanderungen am aromatischem Ringsystem zu einem Verlust der Reaktivitit. Diese ist
wahrscheinlich auf sterische und elektronische Verianderungen zuriickzufiihren. Durch die
Substituenten vergroBert sich nicht nur der sterische Anspruch des Molekiils, sondern auch
die Elektronendichte im aromatischen Ringsystem und damit auch die Polaritit der
potentiellen Abgangsgruppe. Diese Ergebnisse belegen, dass es ebenfalls zu
Wechselwirkungen zwischen dem Aromaten und hydrophoben Aminosduren aus dem Enzym

kommt, die das Donorsubstrat ebenfalls in der Bindungstasche konformativ fixieren.
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9. Enzymatische Eintopf-Transglycosylierungen

Die hohe Substratspezifitét erlaubt es Enzymen in biologischen Systemen nebeneinander ihre
Funktionen auszuiiben. Gerade bei der Biosynthese der Kohlenhydrate und Glycoconjugate
im Endoplasmatischem Reticulum, dem Golgi-Apparat und im Trans-Golgi-Netzwerk
kommen eine Vielzahl von Enzymen nebeneinander vor, die sukzessiv und spezifisch
komplexe Glycokonjugate synthetisieren. Die Reaktionen finden in den einzelnen
Zellkompartimenten statt, in denen die Kohlenhydrate linear durch die entsprechenden
Enzyme modifiziert werden. Die Kontrolle erfolgt durch ein komplexes Zusammenspiel aus
Konzentrationsgradienten einhergehend mit einer reversiblen Inhibition der entsprechenden

Enzyme. 1o

Mit zunehmender Verfiigbarkeit in Kombination mit einem wachsenden mechanistischen
Verstindnis verschiedener Enzyme gelang es in den letzten Jahrzehnten Multienzymsysteme
fiir die organische Synthese zu etablieren. Besonders die Darstellung komplexer Strukturen ist
durch die parallele Verwendung mehreren Enzyme vereinfacht worden. Als Beispiel sei die

Synthese von CMP-Neu5Ac angefiihrt.

! I Jj
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Abb. 58: Enzymatische Synthese CMP-Neu5Ac mit Hilfe einer Aldolase und einer Synthase

Die in Abb. 58 beschriebene Synthese kann nach unterschiedlichen Methoden erfolgen: Nach
der Aldolkondensation von N-Acetylmannosamin 81 mit Pyruvat durch eine Aldolase kann
Neu5SAc isoliert werden. Eine Reinigung des Produkts ist nicht unbedingt erforderlich, so dass
nur vorgereinigte NeuSAc in einem weiteren Schritt in CMP-NeuS5Ac iiberfiihrt werden kann.
Bei dieser Synthesemethoden wird das CMP-Neu5Ac isoliert und {ber eine
Tonenaustauschersdule gereinigt.'**'"” Eine elegantere Methode zur Darstellung von CMP-
NeuSAc ist ein Multienzymansatz in einem Reaktionsgefdll. Dabei findet sowohl die
Aldolreaktion als auch die Darstellung von CMP-Neu5Ac nacheinander im gleichen Ansatz

statt. Ein groBer Vorteil dieser Methode ist, dass das gebildete Neu5SAc von der Synthase
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sofort in CMP-Neu5Ac tiberfiihrt wird. Die Ausbeute bei dieser Methode sind iiberraschend
hoch, da NeuSAc durch das Nucleotid maskiert wird und somit aus dem Gleichgewicht der

Aldolreaktion entzogen wird. Denn die Aldolase zeigt ihre ausgeprigte Lyase-Aktivitdt nur

fiir Neu5Ac und nicht fiir CMP-Neu5SAc.

In der Oligosaccharidsynthese ist die Anwendung kombinierter Enzyme ebenfalls moglich.
Nach der oben beschriebenen Eintopf-Synthese von CMP-Neu5Ac lassen sich verschiedene

sialylierte Lactoside herstellen.® 1% 147

Verschiedene kombinierte Synthesen mit Glucosidasen und Sialyltransferasen wurden in der

Vergangenheit durchgefiihrt.'**'%

Dabei gelang die Synthese des T-Antigenepitopes in 36 %
Ausbeute. In dieser Synthese wurde in einem ersten enzymatischen Schritt der Sialylakzeptor
dargestellt. Galactosidase aus Rinderhoden katalysiert dabei die Transglycosylierung von

PNP-Gal mit N-Acetyl-galactosamin zu dem entsprechenden 31-3-Disaccharid 83 (Abb. 59).

pNP-Gal pNP-OH
OH OH OH OH OH OH
HO OH : > HO o OH
NHAc Gal-ase aus Rinderhoden OH NHAC
82 83

CMP-Neu5Ac

2,3-Sialyltransferase

OH - CMP
NHAc

Abb. 59: Schematische Darstellung der Eintopf-Tandem-Glycosylierung in einer Gesamtausbeute von 36 %

Dieses wird dann von einer Sialyltransferase selektiv mit CMP-NeuSAc zur T-Antigen-
Determinante 84 umgesetzt. Eine Tandem-Eintopf Methode ist nur dann moglich, wenn die
Aktivitdt und die Selektivitdt der Galactosidase grof3 genug ist, um geniigend Disaccharid zu

synthetisieren und wenn, wie in diesem Fall, eine ausschlieBliche Sialylierung des
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Disaccharids 83 erfolgt. Das Produkt 84 wurde in einem einzigen Reinigungsschritt von den

Enzymen und den Edukten getrennt.'®

Eine dhnliches Konzept ist auch mit Trans-Sialidase aus T. cruzi verfolgt worden, da die
Trans-Sialidase unter den verwendeten Bedingungen nur Gal-B-R Disaccharide sialyliert,
wiahrend Monosaccharid Glycoside nicht als geeignete Rezeptoren erkannt wurden. Es sollte
daher moglich sein, in einem auf die Trans-Sialidase abgestimmten Puffersystem, in einem
ersten Schritt ein Akzeptordisaccharid zu erzeugen, das anschliefend zu dem entsprechenden
sialylierten Oligosaccharid umgesetzt wird. Da sich im Rahmen dieser Arbeit zeigte, dass
lactosidisch verkniipfte Disaccharide die groBere Akzeptoraktivitit haben, wurde die 1-4-
verkniipfende B-Galactosidase aus Bacillus circulans eingesetzt. Dieses Enzym ist erstmals
1992 untersucht worden und zeigte mit 96 % eine auBergewohnlich hohe Regioselektivitit.'
AuBerdem zeigte sich, dass die Galactosidase unter pH-neutralen Bedingungen die grofite
Transferaktivitét hat. Verschiedene Untersuchungen belegen, dass die optimalen Bedingungen
fiir die Galactosylierung eines N-Acetylglucosamids vorliegen, wenn das Donor/Akzeptor-
Verhiltnis auf 5:1, der pH-Wert auf 7.0 und die Inkubationstemperatur auf 30° C eingestellt
sind. Die Ausbeuten lagen bei diesen Synthese bei ca. 50 % und einer Regioselektivitit von
mehr als 90 %.''"*"1** Es konnte gezeigt werden, dass die Temperatur einen groen EinfluB
auf die Reaktion hat. In 42 % Ausbeute wurde LacNAc mit der Galactosidase aus B. circulans
bei einer Temperatur von 15 °C in reinem Puffer synthetisert. Allerdings lag bei dieser
Reaktion der pH-Wert jenseits des pH-Optimums der Trans-Sialidase.”® Die Galactosidase
aus B. circulans erschien ein geeignetes Enzym fiir einen Multienzym-Ansatz zu sein, da sie
sowohl Variationen des pH-Wertes als auch der Temperatur erlaubt und die

Reaktionsbedingungen somit auf die Trans-Sialidase abgestimmt werden konnten.

9.1 Synthese von Neu5Aca2-3-GalpB1-4GIcNAc-aOAllyl

In einem ersten Versuch sollte untersucht werden, ob es moglich ist, in einem Eintopf-
Verfahren NeuSAc-a2-3-Gal-B1-4GIcNAc-aOAllyl mit Hilfe der Galactosidase aus B.
circulans und Trans-Sialidase aus T. cruzi herzustellen. Das benétigte a-Allyl-GIcNAc ist im
Vorfeld dieser enzymatischen Synthese mittels Fischer-Glycosylierung von GlcNAc und

Allylalkohol unter saurer Katalyse in einer Ausbeute von 56 % dargestellt worden.
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In einem ersten Schritt wiirde pNP-Gal unter Katalyse von Galactosidase aus B. circulans bei
pH = 7.5 und T = 23° C mit dem Allyl-glycosid 85 umgesetzt. Dabei wurde eine
Donor/Akzeptor-Verhéltnis von 1:5 gewihlt. Im Rahmen von Optimierungsversuchen und
diinnschichtchromatographischen Analysen erwies sich, dass nach 36 Stunden geniigend
Disaccharid 86 gebildet worden war, um effizient mit Trans-Sialidase in situ sialyliert zu
werden. Nach 36 Stunden wurden 20 mmol pNP- Neu5Ac gefolgt von 200 pg Trans-Sialidase
aus T. cruzi in das Reaktionsgemisch gegeben. Die anschlieBende Inkubation erfolgte fiir

weitere 12 Stunden.

pPNP-Gal pNP-OH

OH
OH OH
HO R HO 0 Q
HO ACHN Gal-ase aus B. circulans (6] HO HN
c = =930 c
OAll pH=7.5,T=23°C, 36 Std. OH “OH OAll
85 86
PNP-NeuSAc
Trans-Sialidase
aus T.-cruzi, 12 Std.
COOH oH OH
o o 0 pNP-OH
o HO
AcHN
OH OH OAll

87

Abb. 60: Enzymatische Eintopfsynthese von Neu5Ac-02-3-Gal-1-4GlcNAc-aOAllyl in 17 % Ausbeute

Durch die endstindige Allylfunktion gelang eine sehr effiziente Vorreinigung des Produktes
durch Reverse-Phase-Chromatographie (RP-18). Das Produkt 87 wurde dabei zusammen mit
der ebenfalls entstandenen freien Neuraminséure eluiert, wihrend sowohl die Monosaccharide
85 und die freie Galactose als auch das Lactosid 86 entfernt werden konnten. Die Isolierung
des sialylierten Trisaccharids 87 gelang durch Gelpermetionschromatographie (Biogel P-2),
und das Produkt konnte in 17 % Ausbeute bezogen auf pNP-NeuSAc gewonnen werden.
Interessanterweise kam es zu keiner nachweislichen Bildung sialylierter Disaccharide. Dieses
hingt vermutlich damit zusammen, dass der groBite Teil des pNP-Gal bei der Zugabe von
Neu5Ac und Trans-Sialidase schon umgesetzt war. Allerdings zeigte sich im Rahmen dieser

Arbeit, dass unter den beschriebenen Bedingungen Monosaccharide keine ausgeprigte
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Akzeptoraktivitit besassen und sich nicht effizient sialylieren liessen. Da die Trans-Sialidase
neben der Reaktion zum Trisaccharid auch die Hydrolyse des Donorsubstrats katalysiert, war
zu erwarten, dass die Hydrolyse als Konkurrenzreaktion auftrat, zumal die Konzentration des
Akzeptordisaccharides wiahrend der gesamten zweiten Synthesephase eher gering war. Die
Ausbeute dieser Reaktion von 17 % ist mit einer minimalen Optimierung der
Reaktionsbedingungen erreicht worden, indem nur die Reaktionszeit und durch den variablen
Zeitpunkt der Zugabe von Trans-Sialidase und Neu5Ac verdndert und die Konzentrationen

der einzelnen Monosaccharide konstant gehalten worden sind.

9.2 Synthese von OctbAc-a2-3-Gal-B1-4GIcNAc-aOAllyl

In Analogie zur enzymatischen Eintopftransglycosylierung von pNP-Neu5SAc, ist auch das

PNP-Octunolosonsdure-Glycosid zu dem entsprechenden Trisaccharid umgesetzt worden.

NP-Gal NP-OH
OH N P

ol OH
HO Q HO 0 Q
> o HO

HO T ChN Gal-ase aus B. circulans P ehN
c - =930 c
OAll pH=7.5,T=23°C, 36 Std. OH “OH OAll
86
PNP-Oct5Ac
Trans-Sialidase
aus T.-cruzi, 12 Std.
OH
H
COO oH OH
HO'" o 0 0 0
AcHN o HO < pNP-OH
HO AcHN
OH OH OAll
88

Abb. 61: Enzymatische Eintopfsynthese von Oct5Ac-a2-3-Gal-B1-4GlcNAc-aOAllyl in 12 % Ausbeute

Nachdem erst das Lactosid 86 durch die B-Galactosidase aus B. circulans bei pH = 7.5 und
T = 23° C dargestellt wurde, erfolgte nach 36 stiindiger Inkubationszeit die Zugabe von 20
mmol pNP-Oct5Ac und 400 pg Trans-Sialidase aus T.cruzi. Die Reaktion wurde nach einer

weiteren Inkubation von 12 Stunden und einer diinnschichtchromatographischen Analyse des
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Reaktionsgemisches abgebrochen und das Produkt sdulenchromatographisch gereinigt. Da bei
dieser Reaktion auch freies Oct5Ac gebildet wurde, mufte dieses durch eine abschlielende
Gelpermeationschromatographie von dem Trisaccharid 88 abgetrennt werden. Im Vergleich
zur Darstellung der Verbindung 87 gelang die Darstellung des Glycosids 88 in etwas
geringerer Ausbeute von 12 %. Auch hier zeigt sich, dass eine Kettenverkiirzung an der
exocyclischen Glycerinkette nur einen geringfligigen Einfluf auf die Aktivitit der Trans-
Sialidase in einem Multienzymsystem hat. Der Transfer des Oct5Ac-Donorsubstrats erfolgte
regio- und stereoselektiv, was durch die entsprechenden NMR-Studien nachgewiesen werden
konnte. Im weiteren flihrte die enzymatische Transglycosylierung ausschlielich zum
Trisaccharid 88. Es konnte keine Bildung eines Oct5Aca2-3-Gal-Disaccharids nachgewiesen
werden. Es lassen sich folglich auf dieses Weise auch NeuS5Ac-analoge Oligosaccharide
bequem darstellen, ohne dass auf besonders aufwendige Methoden zuriickgegriffen werden

mulf.

9.3 Synthese von Hept5Ac-a2-3-Gal-f1-4GIcNAc-aOAllyl

Auch das pNP-Heptunolosonsidure-Glycosid ist in einer enzymatischen Eintopftrans-
glycosylierung zu dem entsprechenden Trisaccharid (89) umgesetzt worden. Die
Gesamtausbeute bei dieser Reaktion lag mit 10 % ebenfalls leicht unter den Ausbeuten der
vorigen Eintopfsynthesen. Dabei erfolgte in Analogie zu der Synthese von 87 und 88 auch bei
dieser Reaktion nach 36 stiindiger Prdinkubation der Glycoside (pNP-Gal und 85) mit
Galactosidase aus B. circulans pH = 7.5 und T = 23° C die Zugabe von 20 mmol
pNP-Hept5Ac und 400 pg Trans-Sialidase aus T. cruzi. . Nach einer weiteren Inkubation von
12 Stunden wurde die Reaktion nach einer diinnschichtchromatographischen Analyse des
Reaktionsgemisches abgebrochen und das Produkt sdulenchromatographisch gereinigt. Das
Produkt konnte auf genau die gleiche Art wie bei den vorigen Synthesen gereinigt werden und
tiber eine RP-18 gefolgt von einer Biogel P-2 Siule isoliert werden. Der Anteil an
hydrolysiertem Edukt liegt bei dieser Reaktion wie auch bei den anderen Eintopf-
transglycosylierungen im Bereich von ca. 13 % bezogen auf pNP-Hept5SAc. Der Transfer des
HeptSAc-Donorsubstrats erfolgte regio- und stereoselektiv, was durch die entsprechenden
NMR-Studien nachgewiesen werden konnte. Im weiteren filihrte die enzymatische
Transglycosylierung ausschlieflich zum Trisaccharid 89. Es konnte auch hier keine Bildung

eines Hept5Aca2-3-Gal-Disaccharids beobachtet werden.
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pNP-Gal pNP-OH
OH OH
OH
HO Q HO 0 Q
HO Gal-ase aus B. circulans (0] HO
AcNH oAl pH=7.5, T =23°C, 36 Std. OH “OH AcHN OAll
85 86
pPNP-Hept5Ac
Trans-Sialidase
aus T.-cruzi, 12 Std.
H
HO €00 Ol OH
o o o o) pNP-OH
AcHN d  HO
HO AcHN
OH OH OAll
89

Abb. 62: Enzymatische Eintopfsynthese von Hept5Ac-a2-3-Gal-1-4GlcNAc-aOAllyl in 10 % Ausbeute

Bei allen drei Synthesen waren die Reaktionsbedingungen, wie pH-Wert und Temperatur auf
das Optimum fiir Trans-Sialidase abgestimmt. Dieses scheint in einem sehr engen Rahmen
auch erforderlich zu sein, da es nicht gelang eine dhnliche Synthesemethode mit
Galactosidase aus Rinderhoden zu verfolgen. Das pH-Optimum fiir diese Reaktion liegt bei
einem pH-Wert von 5.5 und das Enzym la8t sich nur in einem entsprechenden Puffer lagern.
Durch Losen des Lyophyllisats im Inkubationspuffer (Tris-HCI, pH =7.5) fiel der pH-Wert
der Losung auf 6.3. Die Aktivitit der Galactosidase reichte zwar aus, um in ausreichender
Menge ein entsprechendes Galf1-3GalNAc-Glycosid zu synthetisieren. Die anschlieende
Sialylierung gelang aber nicht, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, das Trans-Sialidase bei
diesem pH-Wert keine ausreichende Aktivitdt besitzt, um das Disaccharid umzusetzen. Die
Aktivitdit der Trans-Sialidase mufl sehr hoch sein, damit das gering konzentrierte
Akzeptorsubstrat moglichst quantitativ umgesetzt wird. Daher gelang die Tandem-Eintopf-
Synthese nur mit der Galactosidase aus B. circulans zu sialylierten Lactosiden, wéhrend es
nicht moglich war, mit der Galactosidase aus Rinderhoden Verbindungen der Struktur Siaa2-

3-Galp-1-3Gal zu synthetisieren.
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10. NMR-Studien zur biologischen Aktivitat einzelner Glycoside

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte in Kooperationen mit den Arbeitsgruppen von Prof. B.
Meyer und Prof. T. Peters Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt bestimmter sialylierter
Oligosaccharide sowie der neuartigen Donorsubstrate mittels NMR-Analytik. Durch STD-
NMR wurde von S. Scheid (AK Meyer) die Bindung dreier Oligosaccharide an das Myelin-
assoziierte Glycoprotein (MAG) untersucht. In einem weiteren Projekt wurden in
Zusammenarbeit Dr. A. Blume (AK Peters) durch NMR-Techniken kinetische
Untersuchungen zum Transfer der neuartigen Donorsubstrate durchgefiihrt. Aulerdem wurde
versucht, mit STD-NMR die Enzym-Substrat-Bindung zu charakterisieren und somit weitere

Aussagen zum Mechanismus der trypanosomalen Trans-Sialidase treffen zu konnen.

10.1 Sattigungstransferdifferenz- (STD) NMR

Die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Kohlenhydraten konnen durch die STD-
NMR Analytik wirkungsvoll untersucht werden, wenn es sich um ein gro3es Protein handelt
und der Ligand mit dem Protein in einem schnellen Austausch steht.'>*'*® Dabei kénnen
durch die STD-NMR-Spektroskopie so unterschiedliche Aufgaben wie z. B. das Screening
nach potentiellen Liganden, die Ermittlungen von Bindungsepitopen oder von Kp-Werten
gelost werden. Die Grundidee der STD-NMR-Spektroskopie beruht dabei auf dem
Sattigungstransfer vom Protein auf den gebundenen Liganden. Molekiile, die nicht als

Liganden dienen, werden hierbei nicht angeregt und ergeben kein STD-Signal.

Bei Molekiilen mit einer molaren Masse grofler als 10 kDa ist ein Effekt zu beobachten, der
als Spindiffusion bezeichnet wird und Voraussetzung zur Aufnahme von STD-NMR-Spektren
ist. Bei kleinen Molekiilen wird dieser Ubergang nicht beobachtet, da deren Resonanz
spezifisch gesittigt wird. Bei groBBeren Molekiilen kommt es zu einer Verteilung der Séttigung
auf das gesamte Molekiil und zu einer Ubertragung auf einem gebundenen Liganden. Die
Sattigungsiibertragung ist dabei umgekehrt proportional zum Abstand des Liganden. Je
dichter der Ligand am Protein gebunden ist, desto stirker ist die Ubertragung der Sittigung.
Diesen Effekt kann man NMR-technisch ausnutzen, in dem man ein sogenanntes
Differenzspektrum aufnimmt, das aus einem off-resonance Spektrum, dem
Referenzspektrum, und dem eigentlich relevanten on-resonance Spektrum besteht. Beim off-
resonance wird der Sittigungspuls neben dem 90° Puls auflerhalb des spektralen Fensters der

Protein- oder Ligandresonanz z.B. bei 45 ppm eingestrahlt. Durch die Aufnahme dieses



10. NMR-Studien zur biologischen Aktivitéit einzelnen Glycoside 74

Spektrums werden thermische Effekte in der Probe beriicksichtigt, die bei Anwendung des
Séttigungspulses entstehen. Die Einstrahlung des Séttigungspulses bei dem on-resonance
Spektrum erfolgt in einem Bereich, in dem sich Proteinresonanzen befinden, aber nicht
Ligandenresonanzen. Ermoglicht wird dies durch die Grof3e der Molekiile, da diese Molekiile
breite Signale erzeugen, die zum Teil aullerhalb des normalen spektralen Fensters liegen.
Durch Anisotropieeffekte in Teilen der Molekiile kann es zu extremen Verschiebungen ins
hohe oder tiefe Feld kommen, die dann diese spezielle Anregung ermoglichen. Durch die
Sattigungsiibertragung auf die gebundenen Liganden verringern sich die Intensititen der
Signale des on-resonance- im Vergleich zum off-resonance Spektrum. Die Differenz aus den

beiden Spektren ergibt dann das STD-Spektrum.

nicht bindende ]
Molekiile Ligand

T~

selekt|ve
Sattig ung

'H J off-resonance Spektrum

I |
'H J UU on-resonance Spektrum

|

'H AU Differenz Spectrum (STD)

Abb. 63: STD-NMR-Spektroskopie; Differenz aus off-resonance- und on-resonance Spektrum wird das STD-
Spektrum gebildet; nicht bindende Molekiile erfahren durch die Spindiffusion keine Sattigungsiiber-
tragung und geben somit kein STD-Signal

Je grofler der Sattigungstransfer bei der on-resonance Messung ist, desto kleiner wird das

Ligandensignal. Dies gilt nicht nur auf molekularer Ebene fiir ein gesamtes Liganden-
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spektrum, sondern auch im Hinblick auf einzelne molekulare Substrukturen. Wenn ein Proton
eines Liganden dem Protein ndher ist als andere Protonen innerhalb des gleichen Molekiils, so
erfahrt dieses Proton eine stirkere Séttigung und zeigt somit ein groBeres Signal im STD-

Spektrum.

Die Intensitit des STD-Effekts fiir ein Proton héngt von vielen Faktoren ab, wobei kinetische
und thermodynamische Parameter der Protein-Ligand Wechselwirkungen eine grofle Rolle
spielen. AuBlerdem sind die Relaxationszeiten der beteiligten Proton malgeblich
verantwortlich fiir die GroBe der Effekte und somit auch fiir die Auswertbarkeit eines
entsprechenden Spektrums. Zum Zeitpunkt der Einstrahlung auf das Protein wird die
Séttigung vom Protein auf den gebundenen Liganden iibertragen. Nach einer gewissen
Verweilzeit in der Bindungstasche des Proteins verlassen die gesittigten Liganden diese
wieder und werden von neuen Molekiilen ersetzt. Dabei konnen zur Zeit des
Sattigungsprozesses auch Liganden in der Bindungstasche vorliegen, die schon partielle oder
vollstindige Sittigung erfahren haben. Daher stehen diese nicht mehr wie ungesittigte
Liganden fiir einen effizienten Sattigungstransfer zur Verfiigung. Dieses ,,Rebinding** kann
durch eine VergroBerung des Liganden-Uberschusses verhindert werden, da die
Wahrscheinlichkeit der Bindung von ungeséttigten Linganden vergrofert wird. Dadurch wird

die Empfindlichkeit des STD-Experiments erh6ht und die Qualitdt des Spektrums verbessert.

Fiir die Auswertung der STD-Spektren ist immer auch eine Aufnahme eines Referenz-
spektrums notig. Durch die Bildung eines Quotienten aus Intensitit des STD-Spekrums Ip-Igs
und des Referenzspektrums Iy ergibt sich der sogenannte STD-Wert in Prozent (s. Gl. 1). Auf

diese Weise lassen sich Bindungsepitope bestimmen.

Ip-1
Gl 1 STD = —2-sat
Ip
Gl 2 STDAmplikationsfaktor _ Amplikationsfaktor (max)

KD+C

Es konnen durch die STD-NMR-Spektroskopie auch Dissoziationskonstanten (Kp-Werte)
bestimmt werden, in dem die Spektren jeweils bei unterschiedlichen Ligandkonzentrationen
aufgenommen werden. Ndherungsweise kann man diese iiber eine Auftragung der STD-

Amplikationsfaktoren gegen die Ligandenkonzentration mit einem anschlieBenden Fit
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rechnerisch 16sen (Gl. 2). Der STD-Amplikationsfaktor ist dabei das Produkt aus STD-Wert
und dem Uberschuf des Liganden.

10.2 Neuartige Oligosaccharide als potentielle MAG-Liganden

Die Bindungsaffinitit an MAG ist mit Hilfe von drei verschiedenen Oligosacchariden mittels

STD-NMR durch Svenja Scheid (AK Meyer) bestimmt worden.

COOH OH COOH OH
HO O O
AcHN AcHN OMe

OH OH OH OH

COOH

OH OH

Abb. 64: Die potentiellen MAG-Liganden, die mittels STD-NMR untersucht wurden

Die Bestimmung des Kp-Werts erfolgte durch eine Titration von MAG mit dem jeweiligen
Liganden unter NMR-Bedingungen. Durch die Aufnahme und nach der Auswertung der
jeweiligen STD-Spektren konnte allerdings nur fiir Verbindung 31 eine aussagekréftige
Titrationskurve erstellt werden (Abb. 65). Die Auswertung der Titrationskurve ergab einen
Kp-Wert von 183 umol. Dieser Wert zeigt, dass Verbindung 31 recht gut an MAG bindet.
Interessanterweise haben Vorversuche gezeigt, dass freie Sialyl-3’-lactose eine schlechte
Bindung eingeht und zu sehr viel kleineren Kp-Werten (Kp = 653 pM) fithrt."””"*® Es ist
daher zu vermuten, dass die strukturelle Fixierung am reduzierenden Ende der Verbindung 31
mafgeblichen FEinfluB auf die Ligand-Protein-Wechselwirkung hat. Wahrscheinlich
ermoglicht das [-Lactosid die bessere Bindung wéhrend die a-Anomeren, bzw. die

offenkettige Form eine Bindung zum MAG schwéchen.

Die Verbindungen 45 und 49 gaben zu schwache STD-Signale, um eine auswertbare

Titrationskurve aufzunehmen. Durch den Signalvergleich der N-Acetylgruppen der
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kettenverkiirzten Glycoside mit der Signalstirke der N-Acetylgruppe der Verbindung 31
zeigte sich, dass die Bindungsaffinitét der modifizierten Trisaccharide drastisch kleiner ist. So
verringert sich die Bindung des Octunolosonsdurederivats 45 um den Faktor 5.6 und des

Heptonulosonsédurederivats 49 sogar um den Faktor 7.8 im Vergleich zur Verbindung 31.

Verbindung 31 45 49
¢ [mM] 0.90 1.17 1.17
STD value [%] 0.78 0.14 0.10

Tabelle 1: Vergleich der STD-Prozente der untersuchten Oligosaccharide

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stehen in Ubereinstimmung mit den berichteten
Resultaten fritherer Arbeiten. In diesen Arbeiten wurden Periodatspaltungen an verschiedenen
Gangliosiden durchgefiihrt, die dabei ihre Affinitit zu MAG verloren.”>”*""*1* In diesen
Arbeiten wurden die Ganglioside unspezifisch durch Periodat gespalten, so dass ein
Produktgemisch in den Assays getestet wurde. Im Gegensatz dazu konnte durch diese
Untersuchungen gezeigt werden, dass schon der Verlust der terminalen OH-Funktion in der
exocyclischen Seitenkette eine drastische Abnahme der Bindungsaftinitit zu MAG zur Folge

hat.

20
15+

104

STD Amplificationsfactor

T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

¢ [uM]

Abb. 65: Titrationskurve der Verbindung 31 zur Bestimmung des Kp-Wertes an MAG
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Ein Bindungsepitop konnte ebenfalls nur fiir Verbindung 31 ermittelt werden. In Abb. 66 sind

das erhaltene STD-Spektrum und das Referenzspektrum zu sehen.

Glc
Me

NeuSAc
NHAc

Gle NeuSac

H-2 NeuSAc
H-3b H3-a

4.0 35 3.0 25 2.0 15 ppm

Abb. 66: STD-NMR (unten) im Vergleich zum "H-NMR-Referntspektrum (oben); der Bereich von 2.5 bis 3.0
ppm ist herausgeschnitten, anhand der Zuordnungen lassen sich das die STD-Werte der einzelnen Pro-

tonen bestimmen

Der stirkste STD-Effekt in NeuSAc ist fiir das H-8 ermittelt worden. Die exocyclische
Seitenkette zeigt ingesamt einen sehr groBen STD-Effekt, was einen engen Kontakt zum
Protein nahelegt. Dieser Teil des Molekiils scheint sowohl durch hydrophile und auch
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Bindungstasche des MAG an der Bindung beteiligt zu
sein. Dieses Bindungsepitop ist in Abb. 67 darstellt.

Die N-Acetylgruppe der Sialinsdure zeigt ebenfalls einen starken STD-Effekt. Es ist zu

vermuten, dass diese Funktionalitit hydrophobe Wechselwirkungen in der Bindungstasche
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eingeht. Dariiber hinaus wird davon ausgegangen, dass die Carboxylgruppe mit dem Argenin
118 des MAG interagiert.®” Aufgrund der hohen STD-Effekte aller Protonen der Neu5Ac
wird deutlich, dass die Bindung zu MAG selektiv in der Bindungstasche erfolgte und nicht in
der Peripherie des Proteins. Da die modifizierten Strukturen eine deutlich schlechtere
Bindung zeigten, ist auch ausgeschlossen, dass es zu Interaktionen auflerhalb der Bindungs-

tasche kommt.

100.0%

80.8% H

Me

0
71.7% 0O

66.9% 50.0%

57.6%

Abb. 67: Bindungsepitop der Verbindung 31; das stirkste Signal wurde auf 100 % gesetzt (rot); alle anderen
Werte beziehen sich auf dieses Signal; magenta: Intensitéten von 99-61 %; blau: 31-60 %, durch

Uberlappung der Signale kénnen die Werte variieren

Wie in Abb. 67 zu sehen, zeigt die subterminale Galactose ebenfalls grole STD-Effekte was
darauf schlieBen 14f3t, dass auch hier starke Interaktionen mit dem MAG stattfinden. Dem
Protein besonders nahe kommen die Protonen der primdren Hydroxylfunktion am C-6 der
sialylierten Galactose. Die Glucose zeigt dagegen schwache STD-Werte. Hier duf8ert sich der

untergeordnete Anteil der Glucose an der Bindung des gesamten Molekiils.

10.3 NMR-Untersuchungen der Reaktion von Trans-Sialidase

In einer Zusammenarbeit mit Dr. Astrid Blume (AK Peters) wurden verschiedene
Donorsubstrate unter NMR-Bedingungen in deuteriertem Losungsmittel mit Trans-Sialidase
umgesetzt. Dabei konnte die Reaktion durch die wiederholte Aufnahme von 'H-Spektren
kinetisch untersucht werden. Durch Aufnahme von STD-NMR-Spektren sollten dariiber
hinaus Bindungsepitope der Substrate in der Bindungstasche der Trans-Sialidase aus T. cruzi

bestimmt werden. Die kinetischen Untersuchungen und die STD-Experimente sind mit den
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gleichen Substraten durchgefiihrt worden (s. Abb. 68). Dabei wurden bei folgenden Derivaten
der Neuraminsdure sowohl die Transferreaktion auf den Akzeptor =~ Methyllactosid, als auch
die hydrolytische Spaltung mittels NMR untersucht: pNP-NeuSAc (12), pNP-Oct5Ac(40),
pPNP-Hept5Ac(42) und pNP-Neu5,9Ac; (57).

NO,

HO Ie} O NO,
AcHN

NO,

HO
42

Abb. 68: Durch NMR-Technik untersuchte Donosubstrate

10.3.1 Reaktionsverfolgung durch *H-NMR-Spektroskopie

Kinetische Untersuchungen enzymatischer Prozesse konnen durch die NMR-Spektroskopie
durchgefiihrt werden, wenn ein Enzym unter NMR-Bedingungen aktiv ist. Im Gegensatz zu
typischen biochemischen Assays handelt es sich hier um eine nicht-invasive Methode der
Reaktionsverfolgung, bei der die Bildung des Produkts und der Abbau des Edukts simultan
verfolgt werden konnen. Die Reaktanden miissen eindeutige Signale im Spektrum geben, die
eine zeitabhidngige Auswertung der Spektren ermdglichen. Im Falle der Sialinsduren sind die
Methylenprotonen an der Position 3 ausgezeichnete Marker, an denen die Auswertung
vorgenommen werden kann. So gelang nicht nur die kinetische Untersuchung der Hydrolyse
von MU-Neu5Ac durch Sialidase aus Salmonella typhimurium, sondern es konnte durch
einfache "H-Spektren der Mechanismus durch von Itzstein et al. aufgeklirt werden.'®> Nach
Beobachtung der zeitabhéngigen Spektren bildete sich bei der Hydrolyse erst a-NeuSAc, die
dann durch Mutarotation in das B-Anomer iiberging, womit der Retentions-Mechanismus

. . . 162
dieser Reaktion bewiesen werden konnte.

In ersten Untersuchungen zur spektroskopischen Reaktionsverfolgung konnte durch von

Itzstein et al. gezeigt werden, dass auch durch Trans-Sialidase katalysierte Reaktionen, auf
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diese Weise verfolgt werden kénnen.'®” *® Durch Aufnahme von zeitlich fortlaufenden
Spektren gelang es in diesen Arbeiten die Kinetik der Hydrolyse und des Sialyl-Transfers von
MU-Neu5Ac zu untersuchen. Im weiteren wurde auf diese Weise nachgewiesen, dass sowohl

die Hydrolyse als auch der Transfer unter Retention der Konfiguration ablaufen.'®**°

Die modifizierten Donorsubstrate 40, 42 und 57 sowie das pNP-Glycosid 12 wurden sowohl
unter hydrolytischen als auch unter Transferbedingungen untersucht. Dabei erfolgte die
Inkubation einer 5 mmolaren Losung des entsprechenden Donorsubstrats in deuteriertem PBS
Puffer (Hydrogenphosphat-Dihydrogenphosphat-Puffer, pH = 7.5) mit 300 pg Trans-
Sialidase. Im Falle der Versuche zum Sialyltransfer wurde in das Reaktionsgefd3 eine
aquimolare Menge an Akzeptor B-Methyllactosid gegeben. Die Reaktionsverfolgung gelang
durch die Aufnahme von 'H-Spektren, die in einem Zeitraum von bis zu zwei Stunden

permanent bei T = 278 K aufgenommen wurden.
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Abb. 69: Darstellung der NMR-Experimente in zeitlicher Abfolge zur Ermittlung der kinetischen Daten der
Hydrolyse von pNP-Neu5Ac; die MeBpunkte in den folgenden Graphiken stellen die Abnahme der
Signale der Protonen der glycosidischen Phenole dar (H-Phpoyor)
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Es zeigte sich, dass sich Trans-Sialidase ohne Verlust der Aktivitit umpuffern lieB und
unabhingig vom deuterierten Puffer bei dieser Temperatur die Substrate sowohl hydrolysiert
als auch transferiert wurden. Zur Auswertung der Spektren wurden die signifikant verdnderten
Signale des jeweiligen Donorsubstrats herangezogen. Dabei bieten sich die Signale der
Arylprotonen, das H-5 sowie die beiden Protonen an Position 3 an. Im Verlauf der Reaktion
werden die Integrale dieser Signale kleiner. Wird aus der Verringerung der einzelnen
Integrale pro Spektrum, also pro Zeiteinheit, der Mittelwert gebildet und dieser anschlieSend
gegen die Zeit aufgetragen, so 146t sich ein Geschwindigkeitsprofil der jeweiligen Reaktion

erstellen (Abb. 70).
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Abb. 70: Hydrolyse von pNP-Neu5Ac (12)

Die Hydrolyse von pNP-Neu5Ac verlduft unter NMR-Bedingungen trotz der geringen
Temperatur von 278 K sehr schnell nach einer Reaktion erster Ordnung. Ein 50 %iger Umsatz
ist bereits nach 23 min erreicht und nach 63 min ist die Konzentration des Eduktes so gering,
dass keine weitere Auswertung mdoglich war. Die Untersuchung der Transfers auf das
aquimolar zugegebene Methyl-lactosid zeigte eine vergleichbare Gesamtenzymaktivitéit. Die
Auswertung der Akzeptorsignale in den 'H-Spektren zeigte allerdings, dass es nicht zu einer

reinen Transglycosylierung kam. Nur etwa die Hilfte des Donorsubstrats ist dabei transferiert
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worden, wihrend der Rest hydrolysiert wurde. Dieses Ergebnis zeigt, dal die Konzentration
des Akzeptors durchaus einen groBen EinfluB auf die Aktivitdit haben. Unter diesen

Bedingungen scheint es wichtig zu sein, dass der Akzeptor in einem UberschuB vorliegt.

Die modifizierten Donorsubstrate werden im Vergleich zu NeuSAc sehr viel langsamer

Ubertragen, wie aus den Abbildungen 71-73 zu entnehmen ist.
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Abb. 71: Hydrolyse von pNP-Neu5,9Ac, (57)

In Abb. 71 ist zu sehen, dass Trans-Sialidase unter NMR-Bedingungen auch pNP-Neu5,9Ac,
(40) umsetzt. Die Hydrolyse verlduft aber mit sehr viel geringerer Reaktionsgeschwindigkeit
im Vergleich zu pNP-Neu5Ac. Ein 50 %iger Umsatz ist erst nach 5.5 Stunden zu erwarten.
Ein VergroBerung der exocyclischen Seitenkette hat zur Folge, dass die Aktivitit des Enzyms
deutlich verringert wird und sich der zeitliche Umsatz verkleinert. Die Transferrate in
Anwesenheit des Methyl-lactosid-Akzeptors betrug auch hier 50 %. Es wurde also auch unter
diesen Bedingungen bei einer dhnlichen Gesamtaktivitdt des Enzyms nur 50 % des Donors

iibertragen, wihrend der Rest hydrolysiert wurde.
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Abb. 72: Hydrolyse von pNP-Oct5Ac (40)

Trans-Sialidase zeigt auch im Falle von pNP-Oct5Ac (40) unter NMR-Bedingungen bei 278
K Enzymaktivitit. Die Hydrolyse des pNP-Oct5Ac Dunorsubstrats verlduft aber auch hier
sehr viel langsamer als bei pNP-Neu5Ac (12). Der 50 %ige Umsatz des Donors ist unter
diesen Bedingungen erst nach 9 Stunden zu erwarten. Die Transferrate in Anwesenheit des
Methyllactosid-Akzeptors betrug hier 40 %. Es wurde also auch unter diesen Bedingungen
bei einer dhnlichen Gesamtaktivitit des Enzyms nur 40 % des Donors iibertragen, wihrend

der Rest hydrolysiert wurde.

In Abb. 73 ist zu sehen, dass die Trans-Sialidase unter NMR-Bedingungen pNP-Hept5Ac (42)
umsetzt. Das zweifach kettenverkiirzte Glycosid 42 zeigt eine leicht hohere Reaktions-
geschwindigkeit als das Octunolosonsdure-Derivat 40 aber eine sehr viel kleinere Umsatzrate
als pNP-Neu5Ac. Der 50 %ige Umsatz des Donors ist unter diesen Bedingungen erst nach 3.5
Stunden zu erwarten. Der Transfer des Donorsubstrats auf den Methyl-lactosid-Akzeptor
erfolgt auch hier in Konkurrenz zur Hydrolyse und nur 40 % des Donors sind auf den

Akzeptor iibertragen worden, wihrend der Rest hydrolysiert wurde.
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Abb. 73: Transfer (rot) und Hydrolyse (gelb) pNP-Neu5,9Ac, (57)

Obwohl die exocyclisch modifizierten Donorsubstrate alle deutlich geringere Reaktions-
geschwindigkeiten aufweisen, sind sie geeignete Edukte fiir die Synthese sialylierter
Oligosaccharide, da der Umsatz noch ausreichend schnell erfolgt. Die Verkiirzung der
Seitenkette zeigt deutliche Einfliisse auf die Kinetik, wobei die Entfernung einer Gruppe die
Geschwindigkeit deutlich verlangsamt. Da die Enzym-Reaktionen trotz der Modifi-kationen
immer noch schnell ablaufen, zeigt die eher untergeordnete Bedeutung der Glycerin-
Seitenkette wiahrend der Reaktion in der Bindungstasche des Enzyms. Die Glycerinseitenkette
ist sowohl sterisch als auch elektronisch nicht essentiell fiir die enzymatische Aktivitidt von
Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi. Dies wird auch durch die Einfiihrung einer
Acetylgruppe in Position 9 bestitigt. Die VergroBBerung der exocyclischen Seitenkette zeigt
auch nur eine Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit. Moglicherweise optimiert die
Glycerinseitenkette die riumliche Anordnung des gesamten Molekiils in der Bindungstasche,
so dass die Enzymaktivitit ein Maximum hat. Durch Modifikationen an der exocyclischen
Seitenkette verringert sich die strukturelle Fixierung in der Bindungstasche, womit auch die

Aktivitit des Enzyms abnimmt. Im weiteren zeigte sich, daf die Konzentration des Akzeptors
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in der Reaktionslosung unter diesen Bedingungen nicht ausreichte, um einen ausschlie3lichen

Glycosyltransfer zu leisten.

10.3.2 STD-Experimente an Trans-Sialidase aus T. cruzi

Die Methoden zur Untersuchungen von Protein-Ligand-Wechselwirkungen beschrinken sich
nicht nur auf die Analyse von Siglecs, sondern lassen sich auch auf Enzym-Substrat-

163,164

Interaktionen anwenden. Es zeigte sich, dass diese Untersuchungen sehr aussagekréftige

d.'>1%8 protonen

Ergebnisse liefern, wobei sehr wenig Enzym (pmol-Bereich) bendtigt wir
vom Liganden, die in einem engen Kontakt mit der Bindungstasche stehen, erfahren einen
grofBeren Sattigungstransfer und damit auch einen groferen STD-Effekt. Allerdings werden
die Liganden in der Bindungstasche eines Enzyms strukturell modifiziert, so dass jedes
Ligandenmolekiil nur einmal die entsprechende Sittigung erfdhrt. Im Laufe der STD-
Messung verdndert sich das gesamte NMR-Spektrum. Verlduft also eine enzymkatalysierte
Reaktion unter den NMR-Bedingungen sehr viel schneller als die Aufnahme des Spektrums,
so ergeben sich keine STD-Signale. Die Ligandkonzentration darf nicht groBer als 5 mmolar
sein, da es sonst zur Bildung von Artefakten im Spektrum kommen kann. Es ist also nicht

moglich, im Falle sehr schnell ablaufender Reaktionen, die Ligandkonzentration beliebig zu

erhohen.'®

Die Spektren fiir die Untersuchung der Trans-Sialidsase sind mit 1.5 k Scans aufgenommen.
Die entsprechende Messung dauert also ca. 2 Stunden, so dass innerhalb dieser Zeit moglichst
viel freier Ligand vorhanden sein sollte. Die Messungen wurden unter Abwesenheit eines
Akzepzorsubstrats durchgefiihrt, so dass die Hydrolyse des entsprechenden Donors untersucht
wurde. Die Donorsubstrate waren pNP-NeuSAc (12), pNP-Oct5Ac (40), pNP-Hept5Ac (42)
und pNP-Neu5,9Ac; (57). Die STD-Spektren werden zur Auswertung, wie in den folgenden
Abbildungen zu sehen, mit einem Referenzspektrum verglichen. Die STD-Prozente werden
wie bei der Untersuchung am MAG in Relation zu dem am stirksten bindenen Proton

ermittelt.

Im Falle des pNP-NeuSAc (12) wird aus den Spektren in Abb. 74 deutlich, dass die Reaktion
unter den NMR Bedingungen so schnell verlduft, dass innerhalb der MeBzeit kein

Ligandproton detektiert werden kann. Das Referenzspektrum zeigt hydrolysierte
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Neuraminsdure die zu einem geringen Teil mutarotiert ist, und freies p-Nitrophenol. Die
Protonensignale der NeuSAc zeigen keinen STD-Effekt, was bedeutet, dass freie NeuSAc
nicht gebunden wird. Dies belegt, dass NeuSAc kein Ligand bzw. Donorsubstrat flir Trans-
Sialidase ist. Dieses Ergebnis stimmt mit den frilheren Resultaten  biochemischer
Untersuchungen iiberein.”’ Es ist deutlich zu erkennen, dass pNP-OH (Signale bei 7.8 bzw.

6.4 ppm) an Trans-Sialidase bindet.

H-Ph (pNP-OH) NHAC
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Abb. 74: STD-Messung der Hydrolyse von pNP-NeuSAc; oben: Referenzspektrum; unten: STD-NMR; Liicke
im Spektrum ist technisch bedingt, da sich das STD-Spektrum nicht optimal in Phase bringen lief3

Dies ist wahrscheinlich auf unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen zuriickzufiihren,
die nicht im Zusammenhang mit der katalytischen Aktivitit des Enzyms stehen. Durch
sogenanntes m-Stacking kann sich das freie Phenol iiberall an das Enzym anlagern und somit
den Saittigungstransfer erhalten. Die kleinen Signale bei 2.7 und bei 1.6 sind auf

Verunreinigungen zurlickzufiihren.
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Abb. 75: STD-Messung der Hydrolyse von pNP-Oct5Ac; oben: Refernzspektrum; unten: STD-NMR

Die Untersuchung von pNP-Oct5Ac (Abb. 75) zeigt, dass die langsamere Reaktionsgeschwin-
digkeit der Hydrolyse eine STD-Analyse ermdoglicht. Dabei erfahren die Protonen des
glycosidisch gebundenen Phenols den hdchsten Séattigungstransfer, wihrend der Rest des
Molekiils keine eindeutigen Signale zeigt. Das ausgepriagte STD-Signal der NHAc-Gruppe ist
bedauerlicherweise auf Direktanregung wihrend der Messung zuriickzufiihren und liefert
daher keine Aussagen, ob und wie stark diese Gruppe Séttigung erfahrt. Auch die Signale
zwischen 3.5 und 4.0 ppm rithren von direkter Anregung her. Einzig die phenolischen Signale
zeigen eindeutigen Séattigungstransfer und scheinen daher eng an das Protein gebunden zu
sein. Dabei konnte es sehr gut in hydrophobe Wechselwirkung mit dem Tyrosin oder

Tryptophan treten, welche beide direkt an der Bindungstasche des Enzyms zu finden sind.
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Abb. 76: STD-Messung der Hydrolyse von pNP-Hept5Ac; oben: Referenzspektrum; unten: STD-NMR

Ganz éhnlich verhédlt es sich mit dem STD-Spektrum des pNP-Hept5Ac. Wahrend die
Kohlenhydratsignale schwach ausgeprigt sind, bzw. von Direktanregung her riithren, zeigen
die aromatischen Protonen deutliche STD-Signale. Auch hier zeigt sich, dass einzig das
hydrophobe Aglycon Sittigung erfahrt und daher mit dem Enzym in engen Kontakt zu stehen

scheint.
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In Abb. 77 ist die STD-Untersuchung von pNP-Neu5,9Ac, dargestellt.
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Abb. 77: STD-Messung der Hydrolyse von pNP-Neu5,9Ac,; oben: Referenzspektrum; unten: STD-NMR

In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen der anderen Substrate zeigen auch hier
sdmtliche Kohlenhydratprotonen sehr schwache STD-Signale, so dass auch hier davon
ausgegangen werden kann, dass das Substrat dem Enzym nicht besonders nahe kommt. Auch
die aromatischen Protonen verhalten sich genau wie in den oben beschriebenen Spektren. Sie
sind der einzige Teil des Molekiils, welches unter diesen Bedingungen nachweislich in engem
kontakt mit dem Enzym steht. Die Signale beider Acetylgruppen bei 1.7 und 1.8 ppm sind auf

Direktanregung wéhrend der Messung zujriickzufiihren.

Alle STD-Spektren zeigen einen kaum mef3baren Séttigungstransfer auf die Protonen des

Kohlenhydratgeriistes. Durch diese schwachen Wechselwirkungen wird dem Substrat ein
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schneller Eintritt und Wiederaustritt aus der Bindungstasche ermdglicht, ohne dass sich
wihrend der Reaktion ein allzu stabiles Intermediat bildet. Da nur die unpolare
Abgangsgruppe dem Enzym so nahe kommt, dass sie den Sittigungstransfer erfahrt, muss
dass Enzym in Abwesenheit eines Akzeptors in einer gedffneten Konformation vorliegen, in
der das Kohlehydratgeriist relativ weit von der Proteinoberfliche entfernt ist. Es ist zu
vermuten, dass erst die Bindung eines geeigneten Akzeptors dafiir sorgt, da3 es zu einer
konformellen Verdnderung der Enzymtasche kommt. Dadurch kénnte das Donorsubstrat dann
besser fixiert werden und mit der bekannten Selektivitdt iibertragen werden.
Interessanterweise zeigen nur die unpolaren phenolischen Protonen deutliche Signale. Das
pNP-Sialosid scheint also den natiirlichen Donor Sialyl-3’-lactose in Grof3e und Polaritéit zu
simulieren. Da diese Gruppe einen ausgepriagten Séttigunstransfer zeigt, konnten
Modifikationen an dieser Position zu potentiellen Inhibitoren fiihren. Dafiir miifiten die
Wechselwirkungen zwischen Aglycon und Enzym so stark sein, dass es in oder an der

Bindungstasche verweilt und diese somit blockiert wird.
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11. Zusammenfassung

Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi hat die natiirliche Aufgabe Neu5Ac von sialylierten
Glycoproteinen der Zelloberflache einer Wirtszelle auf das eigene Zellepitop zu iibertragen.
Dieses membrangebundene Enzym gehdrt zur Superfamilie der Sialidasen und stellt den
Hauptvirulenzfaktor der Chagas Krankheit dar und ist wegen seiner hohen Substratspezifitit
fiir eine in vitro Anwendung zur Darstellung o(2-3)-sialylierter Oligosaccharide duBerst
interes-sant. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, ausgehend von pNP-NeuSAc (12) eine Reihe
von verschiedenen Oligosacchariden zu synthetisieren. Neben lactosidischen Strukturen und
LacNAc-Glycosiden, konnten auch Galp-1-3Gal-Derivate, in zum Teil sehr guten Ausbeuten
von grofler 70 %, sialyliert werden. Es zeigte sich, da Trans-Sialidase in der organischen
Synthese von a2-3-sialylierten Oligosaccharide eine ausgezeichnete Alternative zu den

bekannten Sialyl-Transferasen darstellt.

Neben einer grolen Vielfalt an Akzeptorsubstraten, sind im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls
Modifikationen am Donorsubstrat vollzogen worden. Ausgehend von pNP-Neu5Ac (12) konnte
mit Hilfe einer Periodat-Oxidation, gefolgt von einer Reduktion mit Cyanoborhydrid die
seitenketten-verkiirzten pNP-Oct5SAc und pNP-HeptSAc hergestellt werden. Uberraschender
Weise gelang es in guten Ausbeuten von ca. 50 % diese nicht natiirlichen Donorsubstrate auf
Lactoside bzw. LacNAc-Glycoside zu iibertragen. Um weitere Erkenntnisse iiber die Toleranz
der Trans-Sialidase zu erhalten, sond weitere Modifikationen am Donorsubstrat durchgefiihrt
worden. Dazu wurde von A. Schroven im Rahmen seiner Diplomarbeit zuerst pPNP-Neu5,9Ac
als Donorsubstrat synthetisiert, bevor es ebenfallls in sehr guten Ausbeuten von ca. 50 %
transglycosyliert wurde. Dabei gelang es ebenfalls Lactoside und LacNAc-Derivate zu
glycosylieren, was zu biologisch interessanten Trisacchariden fiihrte. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, daf die exocyclische Seitenkette fiir die enzymatische Erkennung zwar wichtig,

nicht aber essentiell fiir die biokatalytische Aktivitit der Trans-Sialidase ist.

Die ausgesprochene Transferase Aktivitit und die hohe Substratspezifitit der Trans-Sialidase
ermoglichten ebenfalls die effiziente Synthese von komplexen Sacchariden wie NeuSAc-a2-
3Gal-f1-4GlcNHACc-aAll und den entsprechenden kettenverkiirzten Derivaten in einer Tandem-
Eintopf-Synthese. Dabei wurde in einem ersten Schritt GIcNHAc-aAll unter Verwendung der [3-
Galactosidase aus Bacillus circulans mit pNP-Gal in das entsprechende lactosidisch verkniipfte
Disaccharid tiberfiihrt. Nach 36 Stunden wurde dieser Ansatz mit Trans-Sialidase und dem
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entsprechenden Donorsubstrat versetzt. Nach einer schnellen chromato-graphischen Reinigung

konnten die verschiedenen Trisaccharide in guten Ausbeuten und Quantititen isoliert werden.

KDN-Oligosaccharide werden ganz besondere Aufgaben in biologischen Systemen zugeordnet
und eine effiziente und bequeme Methode der Darstellung dieser Verbindungen steht zur Zeit
noch nicht Verfiigung, siecht man von der Verwendung einiger Sialyl-Transferasen ab, die
ebenfalls CMP-KDN als Donorsubstrat erkennen und transferieren. Im Rahmen dieser Arbeit ist
KDN (65) durch die Kondensation von Mannose (63) mit Oxalessigsdure (64) synthetisiert
worden. Nach Blockierung der Hydroxylgruppen und Aktivierung des anomeren Zentrums
gelang es durch Phasentransferkatalyse das entsprechende pNP-KDN Glycosid darzustellen.
Nach der erfolgreichen Entschiitzung dieser Verbindung konnte in enzymatischen Versuchen
gezeigt werden, dal pNP-KDN kein geeignetes Donorsubstrat flir die Trans-Sialidase aus
Trypanosoma cruzi ist. Diese Erkenntnis unterstiitzt die Vermutung, dal KDN als NeuSAc-
Ersatz in Glycoconjugaten diese vor den Abbau durch Sialidasen schiitzt und somit zum Beispiel

pathogene oder carcinome Zellen vor dem physiologischen Abbau schiitzt.

Das sialylierte Lactosid 31 und die seitenkettenverkiirzten Saccharide 45 und 49 wurden auf ihre
Bindungseigenschaften an das Myelin-Assoziierte-Glycoprotein (MAG) untersucht. Die
Kohlenhydrat-Prorein-Wechselwirkungen sind mit Hilfe der Sattigungs-Transfer-Differenz-
NMR-Technik (STD-NMR) ermittelt worden. Diese Methode basiert auf die Spin-Diffusion, ein
Phénomen das unter NMR-Bedingungen bei Makromolekiilen auftritt, die groBer als 10 kDa
sind. Tritt ein Ligand in einen engen Kontakt mit dem Protein, so erfdhrt dieser einen stirkeren
STD-Effekt als freie Liganden, die keine Signale im STD-Spektrum ergeben. Neben der
Bewertung von Bidungseigenschaften, wie der Bestimmung von Kp-Werten, ermdglicht die
STD-NMR-Spektroskopie die Ermittlung von Bindungsepitopen. Dadurch konnen Aussagen
getroffen werden, wie sich das Molekiil in der Bindungstasche oder —ebene strukturell anordnet.
Im Fall des MAG zeigt nur das Sialyl-lactosid 31 ausgepriagte Bindungseigenschaften, wéihrend
die kettenverkiirzten Analoga 45 und 49 eine drastisch verkleinerte Bindungsaffinitit aufweisen.
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die exocyclische Seitenkette der NeuSAc essentiell fiir die
Bindung an MAG ist. Bereits die Abspaltung einer C-OH-Gruppe ist dafiir verantwortlich, dass

keine Erkennung des gesamten Molekiils mehr stattfindet.

Da Trans-Sialidase der Hauptvirulenzfaktor der Chagas-Krankheit ist und dieses Enzym

einzigartige Eigenschaften besitzt, sind Untersuchungen zum mechanistischem Verstdndnis von
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besonderem Interesse. Dabei sind hauptsidchlich kristallographische Untersuchungen
durchgefiihrt worden und lieferten Erkenntnisse {iber den Mechanismus allerdings nur unter
statischen Bedingungen. Um in Losung die enzymatischen Reaktionen zu analysieren, sind daher
die verschiedenen Donorsubstrate (12, 40, 42 und 52) mit Trans-Sialidase unter NMR-
Bedingungen untersucht worden. Dabei wurden sowohl Versuche zur Kinetik als auch zur
Erstellung von Epitopen durch STD-Experimente unternommen. Es zeigte sich, dafl die
Hydrolyse von pNP-Neu5Ac (12) sehr viel schneller ablduft als die Hydrolyse der seiten-
kettenverkiirtzen Derivate 40 und 42. Auch die Hydrolyse von pNP-Neu5,9Ac, (52) verlief
dhnlich langsam wie die der kettenverkiirzten Derivate. Diese Ergebnisse zeigen, daf3 die
exocyclische Seitenkette zwar nicht essentiell aber doch sehr wichtig flir die biologische
Erkennung durch Trans-Sialidase ist. Im weiteren konnte gezeigt werden, dal in Anwesenheit
eines geeigneten Akzeptors (B-Methyl-lactosid) in dquimolarer Konzentration die Transferate
nur 50 % betrug. Auch wenn diese Versuche unter NMR-Bedingungen bei geringer Temperatur
durchgefiihrt wurden, 146t sich aus ihnen schlieBen, da die Transferaktivitit des Enzyms
durchaus von der Konzentration des Akzeptors abhidngt. Im weiteren zeigte sich in den STD-
Experimenten, dafl unter Hydrolysebedingungen nur das glycosidisch gebundene pNP in
direktem Kontakt zum Protein steht, wihrend der Rest des jeweiligen Donorsubstrats keine
STD-Signale ergab und somit nicht im engen Kontakt mit dem Enzym steht. Im Falle der
Hydrolyse scheint die Bindungstasche des Enzyms eher gedffnet zu sein und es ist davon
auszugehen, daB die Adhision eines Akzeptors eine konformelle Anderung des Enzyms

induzieren kdnnte, wodurch es in eine eher geschlossene Form tlibergehen wiirde.
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12. Summary

In Chagas disease trans-sialidase from Trypanosoma cruzi causes the transfer of NeuSAc from a
human host cell to the cell epitope of the pathogen. This unusual transfer mechanism enables the
pathogen to protect its own cell surface against recognition by the human immune system.
Interestingly, this enzyme belongs to the superfamily of the sialidases but shows merely
transferase activity in the presence of a suitable acceptor molecule. Thus, trans-sialidase enables
the transglycosylation of natural and several non natural donor substrates such as pPNP-Neu5Ac
(12) to GalB-R derivatives leading to a large variety of complex and biologically active
oligosaccharides. A number of different sialylated lactosides could be obtained in very good
yields. In the case of sialylated lactose more than 70 % yield. Also GalP1-3-Gal-Disaccharides
have been transfered into the corresponding Neu5SAc derivative leading to tumor associated
antigenes or corresponding analogues of those compounds (26). Further, non naturally occuring
oligosaccharides could be obtained, and subsequently used as building blocks for convenient

syntheses of more complex glycoconjugates in very good yields.

Beside structurual changes of the acceptors, potential donor substrates were synthesized with
modifications of the glycerol chains by single or double periodate cleavage of the pPNP-NeuSAc
glycoside followed by reduction of the corresponding carbonyl compounds with
cyanoborohydrate. These novel Neu5Ac mimetics could be obtained in excellent yields.
Surprisingly, these octunolosonic and heptulosonic acid derivatives (40 and 42) were recognized
by trans-sialidase and transglycosylated in comparable yields with lactose derivatives as acceptor
substrates. In order to understand which modifications of the donor substrate are tolerated by
trans-sialidase further potential donor substrates have been synthesized. First a pNP-Neu5,9Ac,
donor substrate (57) was prepared by A. Schroven during his diploma theseis before it was testet
to be a good donor substrate leading to very interesting and biological important oligo-
saccharides. The yields in these reactions have been still very high with around 50 %. These
results indicate that the exocyclic sidechain doesn’t play an essential role during the recognition

process and enables the syntheses of a variety of different oligosaccharides.

The distinct transferase activity and the high acceptor specifity allows efficient approaches to
complex oligosaccharides such as NeuSAc-a(2-3)Gal-A1-4)GIcNHAc-aAll and its glycerol-
shorted derivatives in a tandem one pot synthesis. In a first step GIcNHAc-aAll was
glycosylated with pNP-Gal employing B-galactosidase from Bacillus circulans. Subsequently the

disaccharide was in situ transsialylated with the corresponding pNP-donor substrate and trans-
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sialidase from Trypanosoma cruzi. After a fast purification by Reverse-Phase-Chromatography
followed by Size-Exclusion-Chromatography the trisaccharides were obtained in acceptable

yields and quantities.

KDN-Oligosaccharides are supposed to play important roles in biological systems but
convenient and effecient methods to synthesize such oligosaccharides have not been elaborated
so far. Therefore, after the preparation of KDN (65) by condensation of Mannose (63) with
Oxalacetic acid (64) it has been converted into the corresponding pPNP-KDN derivative (73).
Unfortunately, trans-sialidase did not show any enzymatic activity on pPNP-KDN (73). It turned
out that pNP-KDN (73) is not a suitable donor substrate for trans-sialidase which seems to
indicate that the N-acetyl group is essential for the recognition process. This emphasize the
assumptions that KDN is responsible for the protection of certain cell-surface-oligosaccharides

for being decompose by sialidases in physiological systems.

The sialylated lactoside 31 and its shorted dervatives 45 and 49 were tested to be ligands for the
Myelin-Associated-Glycoprotein (MAG). Therefore, the carbohydrate protein interaction has
been meassured by Saturation-Transfer-Difference-NMR technics. This method is based on the
spin-diffusion which occurs in macromolecules larger than 10 kDa. If a ligand is in closed
contact with a protein it shows stronger STD-Effect compared to those which are not in close
contact. Beside the evaluation of binding properties, like the determination of Kp-values by
titration, the STD-technic enables the the determination of the binding-epitop. This allows
statements about the structural orientation of the molecule in the binding domain. Only the
Neu5SAc-derivative 31 shows distinct binding properties and gave a propper binding epitope. The
binding affinity of the shorted derivatives 45 and 49 decreased drastically and neither titration
nore epitope mapping could be obtained. In accordance with earlier results these STD-
experiments show that NeuSAc is essential for the binding to MAG. A modification of this key-

substrate decreases the binding of the whole molecule drastically.

Because of its massive influence on the progress of the Chagas disease the mechanistic
properties of trans-sialidase have been under investigation in order to understand how the
enzyme does work as well as to design inhibitors. The main work on these is based on
christalographic aproaches in which a potential substate or inhibitor is supposed to be inside the
binding pocket of the enzyme when it is christalized. The results of the analyses gave a lot of

ideas about the mechanism of the enzyme but it’s a fixed model without any dynamic changes
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throuthout the process. Therefore, NMR-studies have been developed in order to follow the
dynamic processes. In this work several pNP-donor substrates have been tested on their kinetic
and STD-properties during the enzymatic process. The enzymatic activity on pPNP-NeuSAc (12)
was that big, that no STD-effect could be observed. The kinetic data showed a rapid hydrolises
compared to the other donor substrates (40, 42 and 52). The hydrolisation of the modified donor
substrates with trans-sialidase proceeded far slower copared to pNP-Neu5Ac. In all cases the
incubation with an equimolare concentration of an acceptor substrate (methyl-lactoside) led only
to partial transfere reaction. The rate between hydrolyses and transfere varies around 50 % for all
donor substrates. Further, STD-experimants indicate that the carbohydrate moiety is in more less
loosed contact to the protein surface because it does not recieve any saturation from the enzyme
in absent of a suiteable acceptor. Only the glycosidic pNP-group showes distinct signals. This
probably indicates that the enzyme is in a more open conformation during the absent of acceptor.
Further, the glycosidic pNP-group seems to simulate the subterminal Galactose residue of an
natural donor substrate such as Sialyl-3’-lactoside. This result can be used for the design of

potential inhibitors of trans-sialidase from Trypanosoma cruzi.
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13. Experimenteller Teil

13.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Dunnschichtchromatographie

Alle Reaktionen wurden diinnschichtchromatographisch auf Kieselgelfolie (Merck DC-
Alufolie 60 F,s4) verfolgt. Die Reverse-Phase-Diinnschichtchromatographie erfolgte auf
Kieselgelplatten der Firma Merck (DC-Platten RP-18 F,s4,). Die Detektion erfolgte durch
Bespriithen mit 10 %iger ethanolischer Schwefelsdure und anschlieBender Warmebehandlung,
sowie mittels UV-Absorption. Im weiteren konnten Aldehyde durch Besprithen mit einer

2 %igen Losung aus 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 0.2 M Salzsdure sichtbar gemacht werden.

Saulenchromatographie

Die sdulenchromatographische Trennung wurde nach dem Flash-Verfahren mit leichtem
Stickstoffiiberdruck an Kieselgel (Merck, 230-400 mesh, Korngréfe 40-63 pm), bzw. an
Kieselgel 60 RP-18 (Merck, 230-400 mesh, Korngroe 40-63 um) durchgefiihrt. Die
Gelpermeationschromatographie wurde an Biogel P-2 mit bisdestilliertem Wasser
durchgefiihrt.

Zur analytischen HPLC einiger Saccharidgemische an einem LaChrom-HPLC-System (Firma
Merck) wurden hauptsidchlich LiChrosorb-NH, Saulen (250 x 4 mm x 5 um) verwendet. Die
Detektion erfolgte substanzspezifisch mittels UV-(L-7455) Detektor (Firma Merck).

NMR-Spektroskopie

Alle dargestellten Verbindungen wurden mittels 'H- und C-NMR-Spektroskopie an den
Bruker Spektrometern AMX-400 (100 MHz bei C) und DRX-500 (125 MHz bei "°C)
charakterisiert. Die genaue Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe von "H-">C-COSY- bzw.
HMQC-, HMBC-, "H-'"H-COSY- sowie TOCSY-Experimenten. In seltenen Féllen wurde
noch NOESY-Spektren zur Auswertung herangezogen. Die Rezeptor-Ligand- bzw. die
Enzym-Ligand-Wechselwirkungen wurden mit Hilfe der STD-Technik an einem 500 MHz

NMR der Firma Bruker an der Universitiat zu Liubeck bestimmt.
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Massenspektrometrie
MALDI-Tof Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex III aufgenommen. Gemessen
wurde im Positiv Reflector Mode. Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB)

verwendet.

Schmelzpunktbestimmungen
Die Schmelzpunktbestimmungen erfolgten an einem apotec-Schmelzpunktbestimmer.
Der optische Drehwert wurde mit einem Perkin-Elmer-Polarimeters 341 in 100 mm Kiivetten

bei 20° C ermittelt.

Elementaranlysen
Elementaranlysen wurden in der Abteilung fiir Zentrale Elementanalytik des Fachbereiches

Chemie der Universitit Hamburg angefertigt.

Photometrie
Photometrische Untersuchungen der enzymkatalysierten Reaktionen erfolgten an einem

Lambda 20 Perkin-Elmer UV- Vis Spektrometer.

Zentrifuge
Die Reaktionsanséitze wurden bei ca. 20000 Umdrehungen pro Minute mit einer Speedvacc

der Firma Savant zentrifugiert.

Gefriertrocknung
Waissrige Losungen wurden an einer Lyovac GT 2 der Firma Leybold, einer Christ Alpha 1-4
LD oder einer Christ Alpha 1-2 LD gefriergetrocknet.

pH-Meter
Zur Einstellung der pH-Werte der Pufferlosungen wurden die pH-Meter Metrohm 632 sowie
Mettler Toledo MP 220 verwendet.

Enzymansatze
Die enzymatischen Synthesen wurden in dem Thermomixer comfort der Firma Eppendorf

durchgefiihrt. Als Reaktionsgefdle dienten Eppendorf Tubes (1.5 ml).
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13.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften
AVV 1: Acetylierungen zur Blockierung der freien OH-Gruppen

Die freien Verbindungen wurden in absolutem Pyridin geldst und mit einem filinffachen
UberschuB an Ac,O unter Eiskiihlung versetzt. Uber Nacht wurde das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach einer DC-Kontrolle wurde die Reaktion durch Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum beendet, wobei der Riickstand mit Toluol codestilliert wurde.

Gegebenenfalls wurde das Rohprodukt iiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt.

AVYV 2: Deacetylierungen nach Zemplén

Die zu deblockierenden Verbindungen wurden in absoluten Methanol geldst und mit einer
frisch angesetzten methanolischen Natriummethanolat Losung versetzt, bis sich ein pH-Wert
von 8-9 eingestellt hat. Der Reaktionsverlauf wurde kontinuierlich diinnschichtchromato-
graphisch verfolgt, und die Reaktion nach vollstindigem Umsatz durch Neutralisation mit
Amberlite IR 120 (H") beendet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch iiber Kieselgel gereinigt. Zur besseren Handhabung

wurde das Produkt anschlieBend in bidestilliertem Wasser geldst und gefriergetrocknet.

AVV 3: Verseifung der Ester

Zur Verseifung wurde der jeweilige Ester der Neu5SAc bzw. seiner Analoga in 0.1 M NaOH
gelost. Bei  Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch solange geriihrt, bis
diinnschichtchromatographisch kein Edukt mehr detektierbar war. Zum Abbruch der Reaktion
wurde die Losung mit Amberlite IR 120 (H") neutralisiert, der Ionenaustauscher abfiltriert

und das Losungsmittel an der Gefriertrocknung entfernt.

AVV 4: Transglycosylierungen mit Trans-Sialidase aus T. cruzi

Zur Synthese der sialylierten Oligosaccharide wurden ca. 20 pmol des jeweiligen Donor-
substrats mit 1 bis 2 Aquivalenten des Akzeptorsaccharides in 1 ml Tris-HCI-Puffer (100
mmol, 0.02 % BSA) bei einem pH-Wert von 7.5 gelost. Bei einer Temperatur von 23° C
wurden 80 pl der Enzymldsung zum Ansatz gegeben, dies entspricht ca. 80 pug reinem
Enzym. Der Reaktionsansatz wurde iiber Nacht bei 23° C inkubiert. Die Reaktionen wurden

diinnschichtchromatographisch verfolgt, wobei in allen Ansdtzen das gleiche Laufmittelge-
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misch (Butanol/Essigsdure/Wasser = 5/2/2) zur Kontrolle verwendet wurde. Durch die
Zugabe von 1.5 ml Ethanol wurde das Enzym denaturiert und somit die Reaktion
abgebrochen. Die leicht getriibte Losung wurde 30 min. zentrifugiert und anschlieBend der
Uberstand abgenommen. Dieser wurde darauf gefriergetrocknet und dann das Rohprodukt
sdulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel oder gelpermeationschromatographisch mit

Biogel P-2 gereinigt.

AVYV 5: Hydrolyseversuche mit Sialidase aus Salmonella typhimurium

Zur Hydrolyse der potentiellen Donorstrukturen wurden 20 umol des jeweiligen Donor-
substrats in 1 ml Acetat-Puffer (100 mmol, pH = 5.5, 0.02% BSA) gelost und mit 1 U
Sialidase versetzt. Die Inkubation erfolgt bei 37° C tiber Nacht. Neben der Reaktionslosung
wurde auch ein Referenzansatz mit der gleichen Zusammensetzung in Abwesenheit von
Enzym tiber die gleiche Zeit bei derselbem Temperatur inkubiert, mit dem kontrolliert wurde,
ob eine spontane Hydrolyse des entsprechenden Substrats eintrat. Nach vergleichender
diinnschichtchromatograpischer Untersuchung der Ansdtze konnte das entsprechende
Hydrolyseprodukt nachgewiesen werden und die Reaktion wurde ohne Aufarbeitung des

Ansatzes abgebrochen.

AVYV 6: Phasentransferglycosylierung

Die peracetylierten Sialylhalogenide wurden zusammen mit dem entsprechenden Phenol und
dem Phasentransferkatalysator (TBA-HSO4) in DCM geldst. Unter starkem Riihren wurde die
0.8 fache Menge an 1 M NaOH zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir ca. 3 Stunden
kréaftig geriihrt und der Reaktionsverlauf diinnschichtchromatographisch verfolgt (Eluens:
EE). Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Verdiinnung mit DCM. AnschlieBend wurde
mehrfach mit geséttigter NaHCOs-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.
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Assay zur Bestimmung der Inhibition von Trans-Sialidase

7.4 mg (20 umol) Verbindung 54 wurden nach AVV 4 mit 8 mg (22 umol) B-Methyllactosid
und 80 pg Trans-Sialidase 12 Stunden inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend
diinnschichtchromatographisch untersucht (Eluens: Bu-OH:HOAc:H,O 5:2:2). Nachdem
keine Produktbildung detektiert werden konnte, wurden dem Reaktionsgemisch weitere
10 mg (23 pmol) pNP-NeuSAc zugefiihrt. Nach Fortsetzung der Reaktion fiir 10 Stunden
unter erneuter diinnschichtchromatographischer Kontrolle konnte die Transglycosylierung des
Neu5SAc-Donorglycosids nachgewiesen werden, wihrend die Verbindung 54 unveréndert aus

der Reaktion hervorging. Die Reaktion wurde ohne weitere Aufarbeitung abgebrochen.

Trans-Sialidase aus T. cruzi
Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi wurde rekombinant in E. coli im Institut fiir
Biochemie der Universitdz Hamburg von Dr. P. Ziegelmiiller exprimiert. Das Enzym wurde

in Konzentrationen von ca. 1 mg pro ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) erhalten.
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13.3 Spezielle Synthesevorschriften und NMR Experimente
Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-
(2-3)-(p-D-galactopyranosyl)-(1-3)-(2-acetamido-2-desoxy a-D-galactopyranosid) (26)

10 mg (23 pmol) pNP-Neu5SAc werden nach AAV 4 mit 11 mg (26 umol, 1.1 eq.) Akzeptor
25 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgte iiber eine RP-18 Sdule mit H,O als Eluens.
Das Produkt 26 wurde in eine Auswage von 8.9 mg (12.2 umol) isoliert. Dies entspricht

einer Ausbeute von 53 %.

CrgHu6N2Oq9 (7143) HO OH
COOH OH oy OH on
farbloser amorpher Feststoff wo&/ &
AcHN (@]
[a]p™’ =+ 18° (c = 0.2, H,0) 1o o Rl
R¢=0.15 (BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2) R = NHAc

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 737. 2 [M+Na]’, 753.3 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 5.98 (dddd, 1H, All-2), 5.45 (dd, 1H, All-34), 5.39 (dd, 1H,
All-3¢a) 5.10 (d, 1H, H-1), 4.67 (d, 1 H, H-1"), 4.59 (dd, 1H, H-2), 4.42 (m, 1H, All-1a),
439 (dd, 1H, H-4), 425 (m, 1H, All-1b), 4.15 (dd, 1H, H-3), 4.07 (ddd, 1H, H-5), 3.98 (dd,
1H, H-4), 3.94-3.89 (m, 3H, H-5"’, H-6a, H-6b), 3.83-3.67 (m, 9H, H-4"’, H-6a’, H-6b’, H-
6>’, H-9a’, H-9b*’, H-3’, H-5°, H-8""), 3.59 (1H, dd, H-7""), 3.44 (dd, 1H, H-2"), 2.62 (dd,
1H, H-3¢™"), 2.18 (5, 3H, COCHs), 2.07 (s, 3H, COCH), 1.83 (dd, 1H, H-34") ppm.

Jattaz = 5.8, Jamiva = 6.1, Jan1an = 12.8, Janaeis = 15.1, Janaswans = 9.7, J12 = 3.7, 1,3 = 7.8,
Jia = 3.0, Jas = 1.8, Jsga = 5.8, Jsgp = 5.9, Jsga = 6.1, Jpoo = 8.1, Jyoz = 8.7, Jyogr = 3.3,
Jos5=0.8,J¢7>=06.1,]708>=35.5, 2J3ax”’H3eq” =13.1, Jax> 4 = 12.9, J3eqs = 4.7 Hz.

BC-NMR (100.6 MHz, D,0): 135.05 (All-2), 119.10 (All-2), 106.07 (C-1°), 96.73 (C-1),
76.56 (C-3), 75.27 (C-3°), 75.13, 74.95, 74.61, 74.55 74.43, 74.29, 7391, (C-4**, C-5, C-5’
C-5°", C-67, C-7, C-8""), 73.57 (All-1), 72.85 (C-2), 70.01 (C-4"), 69.89 (C-4), 69.47 (C-
2), 62.03 (C-9), 61, 35 (C-6), 60.72 (C-6), 39.13 (C-3"), 22.38 (COCH;), 21.73 (COCH3)
ppm.

Quartdre C-Atome waren unter diesen Bedingungen nicht detektierbar.
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(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-D-glucopyranose (28)

10 mg (23 umol) pNP-Neu5SAc werden nach AAV 4 mit 9 mg (26 umol, 1.1 eq.) Akzeptor 27
in 1 ml Puffer (Tris-HCIL, pH = 7.5) gelost und mit 80 pl Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung erfolgte gelpermeationschromatographisch tiber eine Biogelsdule (P-
2). Das Produkt 28 wurde in eine Auswage von 10.6 mg (16.8 umol) isoliert. Dies entspricht

einer Ausbeute von 73 %.

CxH3NOj  (633.2) o " coon . on
farbloser amorpher Feststoff %OWO&
AcHN o HO
HO OH

R¢=0.19 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2) om on ot

Spektrokopische Daten entsprechen der Literatur.'®

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-(2-
3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)- f-D-glucopyranosid (30)

10 mg (23 pmol) pNP-Neu5Ac werden nach AAV 4 mit 9 mg (26 pmol, 1.1 eq.) Akzeptor 29
in 1 ml Puffer (Tris-HCIL, pH = 7.5) gelost und mit 80 pl Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgte iiber eine RP-18 Saule mit H,O als Eluens.
Das Produkt 30 wurde in einer Auswage von 9.4 mg (14.0 umol) isoliert. Dies entspricht

einer Ausbeute von 61 %.

C6H4sNOj9  (673.6) HO  pPH oo . o

farbloser amorpher Feststoff HO! 0 Owo%
AcHN o HO OAll

[a]p?’ = -2.6° (¢ = 0.2, H,0) HO Ot o o

R¢=0.19 (BuOH:HOAc:H,0 = 5:2:2)
MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 696. 5 [M+Na]"
'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 5.85-5.77 (m, 1H, All-2), 5.25 (dd, 1H, All-34,), 5.12 (dd,

1H, All-3ya), 4.38 (d, 1H, H-1), 4.36 (d, 1H, H-1"), 4.23 (dd, 1H, All-1a), 4.07 (dd, 1H, All-
1b), 3.91 (dd, 1H, H-3"), 3.84-3.80 (m, 2H, H-4’, H-6a), 3.70-3.42 (m, 14 H, H-3, H-4, H-4"",
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H-5, H-5’, H-5"°, H-6b, H-6a’, H-6b’, H-6"’, H-7"°, H-8’, H-9a’’, H-9b’"), 3.40 (dd, 1H, H-
2°),3.18 (dd, 1H, H-2, ), 2.55 (dd, 1H, H-3eq"), 1,90 (s, 3H, COCH3), 1.60 (dd, 1H, H-3ax’")
ppm.

Tattan = 12.6, Tattaz = 5.7, Jaiivz = 6.47, Taiacisrans = 2.3, Janzeis2 = 15.9, Jatisuans2 = 8.4,
Jio= 8.1, 005 = 88, Jra =79, Jpz = 97, Jya = 3.5, Tsegozae = 12.1, Jseqra = 44,
Jswean = 12.0 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 132.43 (CHay1), 119.96 (CHa.any1), 103.49 (C-1°), 102.8 (C-
1), 78.67, (C-3°), 77.96, 76.40, 75.90, 75.54, 75.11, 74.92, 73.87, 73.22 (C-4, C-4”, C-5, C-
5, C-5°, C-6, C-77, C-8°*), 76.49 (C-3), 73.19 (C-2), 70.01 (C-2), 68.24 (C-4’), 61.41,
60.89, 60.20 (C-6, C-6", C-97), 54. 67 (OCHs,), 38.91 (C-3>), 21.99 (COCH3) ppm.

Quartire C-Atome waren unter diesen Bedingungen nicht detektierbar.

Methyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy- e-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-
(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-4-D-glucopyranosid (32)

10 mg (23 pmol) pNP-Neu5Ac werden nach AAV 4 mit 12 mg (33 umol, 1.5 eq.) Akzeptor
31 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym tiiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung erfolgt gelpermeationschromatographisch iiber eine Biogelsédule (P-
2). Das Produkt 32 wird in eine Auswage von 9.4 mg (14.5 pmol) isoliert. Dies entspricht

einer Ausbeute von 63 %.

C24H41N019 (6476) Ho P COOH OH OH
farbloser amorpher Feststoff HO' 0 Oﬁoﬁ/

20 AcHN 0 HO OMe
[a]p™ =-7.4° (c = 0.2, H,0) HO on Non o

R¢=0.13 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 670.1 [M+Na]", 686.8 [M+K]"

"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.83 (d, 1H, H-1), 4.36 (d, 1H, H-1"), 3.91 (dd, 1H, H-
3), 3.86 - 3.81 (m, 2H, H-4", H-6a), 3.70 - 3.44 (m, 14H, H-3, H-4, H-4"", H-5, H-5", H-
5",H-6>", H-6b, H-6a’, H-6b", H-7"", H-8"", H-9a"", H-9b""), 3.42 (s, 3H, OCH3), 3.40
(dd, 1H, H-2"), 3.19 (dd, 1H, H-2), 2.55 (dd, 1H, H-3¢,’’), 1.90 (s, 3H, COCHj3), 1.60
(dd, 1H, H-3,,”’) ppm.



13. Experimenteller Teil 106

Jia=81,T 12 =179 Tys =97 34 =37,125 =88, a3 = 12.3,
J3ax 4 =121, J 3¢q4 = 4.4 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): § = 103.49 (C-1"), 102.80 (C-1), 78.67 (C-3") , 77.96 (C-
3), 76.40, 75.90, 75.54, 75.11, 74.92, 73.87, 73.22 (C-4, C-4"", C-5, C-5’, C-5"", C-
6", C-7°", C-8""), 76.49 (C-3"), 73.19 (C-2), 70.01 (C-2"), 68.24 (C-4"), 61.41 (C-
9°7), 60.89 (C-6"), 60.20 (C-6), 54.67 (OCH3), 38.91 (C-3""), 21.99 (COCH3) ppm.

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure)-(2-
3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-2-acetamido-2-desoxy- f-D-glucopyranosid (34)

10 mg (23 pmol) pNP-Neu5Ac werden nach AAV 4 mit 14 mg (35 umol, 1.5 eq.) Akzeptor
33 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Da es nicht gelingt das Produkt sdulenchromatographisch vom Akzeptorsaccharid
zu trennen, ist das vorgereinigte Gemisch aus Produkt und Akzeptor zusammen mit 8 mg (-
Galactosidase aus B. circulans (Biolacta N5) in 1 ml Acetatpuffer (100 mmol, pH = 5.4)
gelost. Die Inkubation erfolgt tiber Nacht bei 40° C und das Ende der hydrolytischen Spaltung
wird diinnschichtchromatographisch detektiert. Zur weiteren Aufarbeitung wird die Losung
mit 1 ml EtOH versetzt 10 min auf 75 © C erhitzt. Nach der Zentrifugation wird die
tiberstechende Losung vom denaturierten Enzym abgetrennt und gefriergetrocknet. Die
Isolierung des Produkts erfolgt durch Gelpermeationschromatographie mit Biogel P-2. Das

Produkt 32 wird in eine Auswage von 6.8 mg (9.7 umol) isoliert. Dies entspricht einer

Ausbeute 42 %.

CHa4N2O19  (688.3) HO ~ OH

COOH oH OH
farbloser amorpher Feststoff HO' 0 o 0 Q
20 AcHN o HO OMe
[a]p™ =35° (c = 0.3, H0) HO OH “oH Nithe

R¢=0.13 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)
MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z=711.8 [M+Na]"
'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.54 (d, 1H, H-1"), 4.44 (d, 1H, H-1), 4.11 (dd, 1H, H-3"),

3.90-3.79 (m, 4H, H-6a, H-6b, H-4, H-5"), 3.75 (dd, 1H, H-2), 3.71-3.58 (m, 9H, H-9a”*, H-
9b*’, H-62°, H-6b", H-5", H-6, H-8"’, H-4”, H-4"), 3.54-3.41 (m, 4H, H-5, H-3, H-2", H-
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7°%), 3.39 (s, 3H, OCH3), 2.77 (dd, 1H, H-3"",), 2.08 (s, 3H, COCH3), 2.02 (s, 3H, COCH}),
1,76 (dd, 1H, H-3,"") ppm.

Jop =76, Tip =79, Iy = 84, Iy3 =89, Jyu = 3.4, Taegaac = 12.4, Jiogran = 4.9,
Jsaxa = 12.1 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): § = 103.32 (C-1°), 102.25 (C-1), 78.31 (C-3"), 76.28 (C-3), 76.01
(C-4), 75.78, 75. 31, 74.55, 73.55 (C-5, C-5°, C-6”", C-8>), 70.06, 69.59, 68.88, 68.29 (C-2",
C-4’, C-4”, C-77), 63.36 (C-9), 61. 60 (C-6"), 60.90 (C-6), 55.43 (OCH3) 54.62 (C-2), 52.42
(C-5), 40.37 (C-3°"), 22. 81, 22.60 (je COCHs) ppm.

Methyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulopyranosylonat (37)

50 mg (0.12 mmol) der Verbindung 36 werden in 15 ml Acetatpuffer (100 mmol, pH = 4.0)
suspendiert und mit 26 mg (0.12 mmol) NalO,4 versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur geriihrt, wobei kurz nach der Zugabe die Suspension eine Losung bildet.
Nach fast vollstindige Umsetzung des Eduktes (diinnschichtchromatographischen Kontrolle)
erfolgt in 30 min die weitere Zugabe von 19 mg (0.3 mmol) NaCNBH;. Die Reaktionslosung
wird anschlieBend iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer weiteren DC-
Kontrolle und dem Nachweis, dass eine quantitative Reduktion der zundchst gebildeten
Aldehydfunktionen stattgefunden hat, wird die Reaktion durch Neutralisation mit festem
NaHCOs; abgebrochen. Zur Entfernung der Salze wird die Losung iiber eine
Ionenaustauschersdule gegeben (Mixbed, Ionenaustauscher Amberlite, MB-3; 2x10 cm) und
anschlieBend mehrfach iiber Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt. Das Produkt wird

in einer Auswage von 11.8 mg (38.3 pmol) isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 32 %.

C12H»1NOg (3073) OH
COOMe
amorpher farbloser Feststoff
2 HO"" o OMe
[a]p™ =45° (c=0.3, MeOH) AcHN
R; = 0.48 (EE:McOH = 3:1) Ho
Smp.: 110° C

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.02 (dd, 1H, H-6), 3.93 (dd, 1H, H-5), 3.82 (ddd, 1H, H-4)
3.75-3.61 (m, 1H, H-7), 3.57 (s, 3H, COOCH), 3.55 (dd, 1H, H-8a), 3.51 (dd, 1H, H-8b),
3.33 (s, 3H, OCHs), 2.74 (dd, 1H, H-3,), 2.21 (s, 3H, NHAc), 2.07 (t, 1H, H-34) ppm.
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2J8a,8b = 11.4, Jga,7 = 8.2, ng,7 = 4.9, J6,7 = 2.1, J5,6 = 9.8, J4,5 = 8.3, J3ax’4 = 11.7, J3eq’4 = 5.1,
*J3axzeq = 11.7 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 73.67 (C-6), 70.05 (C-7), 66.32 (C-4), 63.07 (C-8), 54.06
(C-5) 53.67 (OCH3), 52.09 (COOCH3), 39.87 (C-3), 23.12 (COCH3) ppm.

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulopyranosylonséure) (38)
Nach AAV 3 werden 11.8 mg (38.3 umol) 37 in 5 ml 0.1 M NaOH verseift. Das Produkt 38
wird in einer Auswage von 9.6 mg (32.6 umol) isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von

85 %.

CiiHi9NOg  (293.3)
farbloser amorpher Feststoff
[a]p”’ =35° (c = 0.1, H,0)
R¢=0.40 (BuOH:H,O:HOACc = 5:2:2)
Smp.: 135° C

'H-NMR (400 MHz, D,0): § = 4.15 (dd, 1H, H-6), 3.97 (dd, 1H, H-5), 3.92 (ddd, 1H, H-4)
3.71-3.64 (m, 1H, H-7), 3.55 (dd, 1H, H-8a), 3.53 (dd, 1H, H-8b), 3.49 (s, 3H, OCH3), 2.69
(dd, 1H, H-3¢y), 2.16 (s, 3H, COCH3), 2.11 (t, 1H, H-3,,) ppm.

Tsagy = 11.5, Jgas7 = 8.1, Jgo7 = 4.5, Jo7 = 1.9, Js5 = 9.7, Jus = 8.4, Jzaxa = 11.3, Jseqa = 4.7,
Jaxzeq = 11.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): § = 72.34 (C-6), 69.03 (C-7), 66.32 (C-4), 63.07 (C-8), 54.06 (C-
5) 53.67 (OCHs3), 38.57 (C-3), 22.87 (COCH3) ppm.

Quartére C-Atome wurden unter diesen MeBBbedingungen nicht erfaft.

4-Nitrophenyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulopyranosylonat)
(39)

114 mg (0.26 mmol) Verbindung 15 werden in 15 ml Acetatpuffer (100 mmol, pH = 4.0)
suspendiert und mit einer Losung von 56 mg (0.28 mmol) NalO4 in 5 ml Acetatpuffer (100
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mmol, pH = 4.0) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur geriihrt, wobei
kurz nach der Zugabe die Suspension eine Losung bildet. Nach diinnschichtchromato-
graphischer Kontrolle, die eine fast vollstindige Umsetzung des Edukts zeigt, erfolgt 30 min
spater die weitere Zugabe von 38 mg (0.6 mmol) NaCNBHj;. Die Reaktionslosung wird
anschlieend iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer weiteren DC-Kontrolle und
Nachweis, dass eine quantitative Reduktion der zunichst gebildeten Aldehydfunktionen
stattge-funden hat, wird die Reaktion durch die Neutralisation mit festem NaHCO;
abgebrochen. Zur Entfernung der Salze wird die Ldosung iiber eine lonenaustauschersdule
gegeben (Mixbed, Ionenaustauscher Amberlite, MB-3; 2x10 cm). Nach der Gefriertrocknung
des Eluats wird das Rohprodukt mehrfach sdulenchromatographisch iiber Kieselgel im
Gradientenverfahren (Eluens: EE/MeOH 8:1 — EE/MeOH 4:1) gereinigt. Es werden 67 mg
(0.16 mmol) des Produkts 39 isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 63 % bezogen auf
15.

Ci7HuN,049  (414.4)
farbloser amorpher Feststoff
[a]p”’ = 55° (c = 0.8, MeOH)
R¢=0.41 (EE:MeOH = 4:1)
Smp.: 105-107° C

"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.26 (d, 2H, Hagom), 7.30 (d, 2H, Hbgrom), 4.08 (dd,
1H, H-6), 4.02 (dd, 1H, H-5), 3.87 (ddd, 1H, H-4), 3.81 (ddd, 1H, H-7) 3.50 (ddd 1H, H-
8a), 3.46 (ddd, 1H, H-8b), 3.77 (s, 3H, OCH3), 2.88 (dd, 1H, H-3,), 2.15 (dd, 1H, H-
3ax), 2.09 (s, 3H, COCHj3) ppm.

J tearom = 9.5, Jgasy = 11.4, J 780 = 5.4, J180 8.3, J 67 =154, J 56 =104, J45=9.5,
Jyaxseq = 12.9, J3axa = 12.0, J3eq4 = 4.7 Hz.

BC-NMR (100MHz, D,0): 8 = 159.24 (CaromNO2), 143,88 (CaromO), 126.09 (Cagrom),
120.31 (Cbarom), 100.96 (C-2), 75.34 (C-6), 69.43 (C-7), 66.86 (C-4), 63.11 (C-8),
53.94 (C-5), 51.99 (COOCHS3), 40.25 (C-3), 22.44 (COCH3) ppm.

Weitere quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.

4-Nitrophenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy- e-D-galacto-2-octulopyranosylonsaure) (40)
Nach AAV 3 werden 74.6 mg (0.18 mmol) 39 in 15 ml 0.1 M NaOH verseift. Das Produkt 40

wird quantitativ in einer Auswage von 72 mg (0.18 mmol) isoliert.
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Ci6H20N2019  (400.3)

leicht gelber amorpher Feststoff
[a]p®’ = 36° (c = 1, H,0)

R¢=0.41 (BuOH:H,O:HOACc = 5:2:2)
Smp.: 130° C

NO,

'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 = 8.03 (d, 2H, Hauom), 7.35 (d, 2H, Hbaom), 4.14 (dd,
1H, H-6), 3.88 (dd, 1H, H-5), 3.84-3.74 (m, 2H, H-4, H-8a), 3.73-3.64 (m, 2H, H-7,
H-8b), 2.90 (dd, 1H, H-3.,), 2.02 (s, 3H, COCH;), 1.91 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

Tiarom = 9.3, J6.7 = 5.0, Js.6 = 10.6, Ju5 = 7.6, *Tsuxzeq = 11.9, Jaaxa = 11.7, J3eqa = 4.2
Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 126.22 (Caarom), 121.31 (Cbarom), 76.347 (C-6), 71.38
(C-7), 68.77 (C-4), 64.23 (C-8), 54.31 (C-5), 43.66 (C-3), 23.01 (COCH3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen Mef3bedingungen nicht erfal3t

4-Nitrophenyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabino-2-heptulopyrano-sylonat)
(41)

102 mg (0.23 mmol) Verbindung 15 werden in 15 ml Acatpuffer (100 mmol, pH = 4.0)
suspendiert und mit einer Losung von 108 mg (0.51 mmol) NalO4 in 5 ml Acetatpuffer (100
mmol, pH = 4.0) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemperatur geriihrt, wobei
kurz nach der Zugabe die Suspension eine Losung bildet. Nach diinnschichtchromato-
graphischer Kontrolle, die eine fast vollstindige Umsetzung des Edukts zeigte, erfolgte 30
min spéter die weitere Zugabe von 60 mg (0.95 mmol) NaCNBHj3;. Die Reaktionslosung wird
anschliefend liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer weiteren DC-Kontrolle und
Nachweis, dass eine quantitative Reduktion der zunichst gebildeten Aldehydfunktionen
stattge-funden hat, wird die Reaktion durch Neutralisation mit festem NaHCO; abgebrochen.
Zur Entfernung der Salze wird die Losung iiber eine lonenaustauschersiule gegeben (Mixbed,
Ionenaustauscher Amberlite, MB-3; 2x10 cm). Nach der Gefriertrocknung des Eluates wird
das Rohprodukt sdulenchromatographisch iiber Kieselgel im (Eluens: 4:1) gereinigt. Es
werden 80.3 mg (0.21 mmol) des Produkts 31 isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 91
% bezogen auf 15.
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Ci16H20N209 (3843) HO COOMe

farbloser amorpher Feststoff wo <: :> NO
AcHN

[a]p™ = 44° (c = 1, MeOH) HO

R¢=0.56 (EE:MeOH = 4:1))

Smp.: 95-96° C

'"H-NMR (400 MHz, D,0): 8 = 8.17 (d, 2H, Hayom), 7.35 (dd, 2H, Hb,om), 4.02 (ddd, 1H, H-
6), 3.83-3.70 (m, 3H, H-4, H-5, H-7a), 3.69 (s, 3H, OMe), 3.63 (dd, 1H, H-7b), 2.74 (dd, 1H,
H-3cq), 2.00 (s, 3H. COCHs), 1.98 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

Tharom = 94, Jrazs = 12.7, Jooo = 4.8, Jora = 4.6, Jsg = 10.2, 2T 30x30q = 12.9,
Tsaxa = 12.7, J3eq.s = 4.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0) § = 126.62 (Caarom), 121.39 (Cbarom), 79.05 (C-6), 68.14 (C-
4), 63.36 (C-7), 53.95 (C-5), 53.79 (COOCH3), 42.62 (C-3), 23.14 (COCH3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.

4-Nitrophenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-L-arabino-2-heptulopyranosylonséaure) (42)
Nach AAV 3 werden 23 mg (60 pumol) 41 in 5 ml 0.1 M NaOH verseift. Das Produkt 42 wird

quantitativ in einer Auswage von 22.2 mg (60 pmol) isoliert.

C15H18N209 (3703) HO COOH

leicht gelber amorpher Feststoff wO@NOz
AcHN

[a]p®’ = 20° (c = 0.5, H,0) HO

R¢=0.46 (BuOH:H,O:HOAc = 5:2:2)
Smp.: 101-103° C

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.03 (d, 2H, Haaom), 7.27 (dd, 2H, Hbyom), 4.13 (ddd, 1H, H-
6), 3.73-3.59 (m, 3H, H-4, H-5, H-7a), 3.48 (dd, 1H, H-7b), 2.68 (dd, 1H, H-3.y), 1.90 (s, 3H.
COCHs), 1.77 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

Jiarom = 94, Joam = 12.4, Jeqo = 8.5, Jo7a = 3.4, Jsg = 10.0, °J 30x3eq = 12.5,
J3axa = 11.1, J3eq4 = 4.3 Hz.
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3C-NMR (100 MHz, D,0) & = 126.22 (Caarom), 120.75(Cbarom), 78.28 (C-6), 68.91 (C-
4), 63.76 (C-7), 54.13 (C-5), 41.98 (C-3), 23.07 (COCH3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen Meflbedingungen nicht erfaf3t.

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulopyranosylonséaure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-4-D-glucopyranosid (44)

10 mg (25 umol) pNP-Oct5Ac werden nach AAV 4 mit 12 mg (35 pmol, 1.4 eq.) Akzeptor
29 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgt iiber eine RP-18 Séule mit H,O als Eluens. Das
Produkt 44 wird in eine Auswage von 9.3 mg (14.5 pmol) isoliert. Dies entspricht einer

Ausbeute von 58 %.

CosHaNOyg  (643.3) > coon . on
farbloser amorpher Feststoff HO' 0 o o%

20 . AcHN o HO OAll
[a]p™ = 12° (¢ = 0.2, H,0) 1o OH “on o

R¢=0.21 (BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2)
MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 666.4 [M+Na]"

'H — NMR (400 MHz, D,0) & = 5.85-5.77 (m, 1H, All-2), 5.21 (dd, 1H, All-34), 5.12 (dd,
IH, All-3 ), 4.39 (d, 1H, H-1), 4.34 (d, 1H, H-1"), 421 (dd, 1H, All-1a), 4.06 (dd, 1H, All-
1b), 3.91 (dd, 1H, H-3"), 3.86-3.81 (m, 2H, H-4’, H-6a), 3.70-3.42 (m, 13 H, H-3, H-4, H-4"",
H-5, H-5°, H-5"’, H-6b, H-6a’, H-6b’, H-6"", H-7°", H-8a’’, H-8b"’), 3.37 (dd, 1H, H-2"), 3.15
(dd, 1H, H-2, ), 2.55 (dd, 1H, H-3eq"), 1,90 (s, 3H, COCH;), 1.60 (dd, 1H, H-3ax") ppm.
Tamtar = 11.2, Janta2 = 5.9, Janivz = 6.3, Tanaciswans = 1.7, Janseis2 = 15.9, Jansuans2 = 8.4
Jip= 82,13 =86, Jro =78, Jos =97, Jys = 3.5, Tegrsac = 12.1, Jregra = 4.4,
J3ax 4> =12.0 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 133.65 (CHay1), 119.14 (CHa.quy1), 103.00 (C-1°), 101.4 (C-
1), 78.61 (C-3"), 75.90, 75.88, 75.53, 75.14, 74.78, 74.12, 73.87, 73.68 (C-3, C-4, C-4**, C-5,
C-5°, C-57, C-6", C-77), 73.33 (C-3), 73.19 (C-2), 70.01 (C-2°), 68.24 (C-4"), 61.41, 60.89,
60.20 (C-6, C-6", C-8"), 54. 67 (OCH,), 38.91 (C-3"), 21.99 (COCH3) ppm.
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Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-octulopyranosylonséure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-4-D-glucopyranosid (45)

10 mg (25 umol) pNP-Oct5Ac werden nach AAV 4 mit 12 mg (33 pmol, 1.3 eq.) Akzeptor
31 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgte gelpermeationschromatographisch (Biogel P-
2) mit H,O als Eluens. Das Produkt 45 wurde in eine Auswage von 8.9 mg (14 pmol) isoliert.

Dies entspricht einer Ausbeute 57 % bezogen auf 40.

CxH3NOjg  (617.5) OH

COOH oH OH
farbloser amorpher Feststoff HOw Lw\o O%
a 20 :470 c= 01 H O AcHN = o) HO o OMe
[ ]D ( s 112 )

OH OH

R¢=0.12 (BuOH:HOACc:H,0O = 5:2:2)

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 660.8 [M+Na]"

'"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.54 (d, 1H, H-1), 4.43 (d, 1H, H-1"), 4.10 (dd, 1H, H-
3%), 4.02 (dd, 1H, H-4"), 3.96 (dd, 1H, H-6a), 3.88 — 3.83 (m, 2H, H-5"" H-6b), 3.81 -
3.65 (m, 9H, H-3, H-4, H-4"", H-5", H-6"",H-6a’, H-6b’, H-8a"", H-8b""), 3.64 - 3.60 (m,
2H, H-5, H-7""), 3.59 (s, 3H, OCH3), 3.57 (dd, 1H, H-2"), 3.32 (dd, 1H, H-2), 2.72 (dd,
1H, H-3.y), 2.05 (s, 3H, COCHj), 1.80 (dd, 1H, H-3,y) ppm.

112=7.9,T53=9.1, Js.6a = 5.9, 2Tgao = 12.3, T2 = 7.9, Ty 3 = 9.8, J3 4 = 3.2, J4o5 =3.5,
Baxaeq = 12.3, Jaaxs a4 =11.9, Jseqmg = 4.4 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 102.7 (C-17), 102.4 (C-1), 78.6 (C-3"), 75.5 (C-4),

75.3,74.9, 74.6, 74.0 (C-5, C-5",C-7"", C-4"") 73.5 (C-2"), 69.4 (C-2), 68.7 (C-3),

67.9 (C-2"), 67.5 (C-6""), 62.7 (C-8""), 61.0 (C-6"), 59.9 (C-6), 57.3 (OCH3) , 51.8
(C-5""), 39.3 (C-3""), 21.3 (COCH3;) ppm.
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Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosylonsiure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-£-D-glucopyranosid (46)

10 mg (25 umol) pNP-Oct5Ac werden nach AAV 4 mit 14 mg (35 pmol, 1.5 eq.) Akzeptor
33 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgt gelpermeationschromatographisch (Biogel P-2)
mit H,O als Eluens. Das Produkt 46 wird in eine Auswage von 6.6 mg (10 pmol) isoliert.

Dies entspricht einer Ausbeute von 40 %.

CsH4oN2O1s  (658.6) OH coon . on
farbloser amorpher Feststoff HO' o 0 0 Q
20 . AcHN o HO OMe
[a]lp™ =12° (¢ = 0.1, H,0) HO OH “OH NHAe

R¢=0.15 (BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2)

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.54 (d, 1H, H-1"), 4.53 (d, 1H, H-1), 4.12 (dd, 1H, H-3"),
3.92-3.82 (m, 4H, H-6a, H-6b, H-4, H-5""), 3.71 (dd, 1H, H-2), 3.68-3.57 (m, 8H, H-6a’, H-
6b’, H-8a’* , H-8b*’, H-5", H-6>, H-4”’, H-4"), 3.54-3.41 (m, 5H, H-4, H-5, H-3, H-2’, H-
7°*), 3.36 (s, 3H, OCH3), 2.79 (dd, 1H, H-3""¢y), 2.10 (s, 3H, COCHj), 2.05 (s, 3H, COCHj),
1, 83 (dd, 1H, H-3,,>") ppm.

Jpo =75 T2 =81, Jhs =84, Jyz = 88, Jyg = 3.2, “Tsegza = 12.1, Jzeqra» = 4.6,
Jsawra» = 12.1 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 103.76 (C-1°), 101.99 (C-1), 79.02 (C-3"), 76.28 (C-3), 76.71
(C-4), 75.19, 74.29, 73.91 (C-5, C-5°, C-6"), 71.02, 69.54, 68.81, 68.35 (C-2, C-4, C-4"*, C-
77), 64.28 (C-8), 62.01 (C-6"), 60.79 (C-6), 55.43 (OCHs) 54.78 (C-2), 52.39 (C-5""), 41.05
(C-37), 22.78, 22.45 (je COCH;) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen Meflbedingungen nicht erfaf3t.

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabino-2-heptulopyranosylonsaure)-(2-3)-(5-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-4-D-glucopyranosid (48)

10 mg (27 umol) pNP-HeptSAc werden nach AAV 4 mit 12 mg (35 umol, 1.4 eq.) Akzeptor
29 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 pul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgt iiber eine RP-18 Séule mit H,O als Eluens. Das
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Produkt 44 wird in eine Auswage von 9.1 mg (14.8 pumol) isoliert. Dies entspricht einer

Ausbeute von 55 %.

CuH3oNOy7  (613.2) HO (OOH OH OH
farbloser amorpher Feststoff AcHw O%\O};&/OAH
[a]p2 = 32° (¢ = 0.1, H,0) " ot oH .
R¢=0.17 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)

'H — NMR (400 MHz, D,0) & = 5.83-5.75 (m, 1H, All-2), 5.20 (dd, 1H, All-3.), 5.12 (dd,
1H, All-3gans), 441 (d, 1H, H-1), 4.36 (d, 1H, H-1"), 4.19 (dd, 1H, All-1a), 4.06 (dd, 1H, All-
1b), 3.89 (dd, 1H, H-3"), 3.88-3.82 (m, 2H, H-4’, H-6a), 3.66-3.49 (m, 12 H, H-3, H-4, H-4"",
H-5, H-5’, H-5’, H-6b, H-6a’, H-6b’, H-6’, H-7a’’H-7b""), 3.37 (dd, 1H, H-2"), 3.15 (dd,
1H, H-2, ), 2.54 (dd, 1H, H-3eq"), 1,92 (s, 3H, COCH;), 1.67 (dd, 1H, H-3ax") ppm.

Tantar = 10.8, Janta2 = 5.7, Jainz = 6.4, Tanacisgans = 2.1, Janseisz = 13.7, Jansuans2 = 8.3
Tip= 81,005 =82, Jrp =81, Jry =89, Jys = 33, Tnegaac = 12.3, Jregraw = 4.5,
J3ax 4> =12.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 132.78 (CHayy1), 120.04 (CHa.uny), 102.34 (C-1°), 102.89 (C-
1), 77.99 (C-3"), 75.64, 75.54, 75.32, 75.19, 74.82, 74.32, 73.72, (C-3, C-4, C-4”, C-5, C-5’,
C-5, C-6,), 73.33 (C-3), 73.19 (C-2), 70.01 (C-2), 68.24 (C-4"), 62.91, 61.34, 60.99 (C-6,
C-6°, C-7"), 55. 01 (OCH,), 39.22 (C-3""), 22.15 (COCH3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabino-2-heptulopyranosylonsaure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-4-D-glucopyranosid (49)

10 mg (27 pumol) pNP-Hept5Ac werden nach AAV 4 mit 12 mg (35 umol, 1.3 eq.) Akzeptor
29 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgt tiber eine Biogel P-2 Sdule mit H,O als Eluens.
Das Produkt 44 wird in eine Auswage von 8.4 mg (14.3 umol) isoliert. Dies entspricht einer

Ausbeute von 53 %.
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CnH37NOy;  (587.4) HO (OOH OH OH
farbloser amorpher Feststoff AcHNw\ O%\O};&;/om
[a]p? = 8° (c=0.1, H,0) v oo

R¢=0.15 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 660.8 [M+Na]"

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.55 (d, 1H, H-1), 4.44 (d, 1H, H-1"), 4.14 (dd, 1H, H-
3%, 4.05 (dd, 1H, H-4"), 4.00 (dd, 1H, H-6a), 3.85 (dd, 1H, H-6b) 3.80-3.74 (m, 4H, H-
5" H-6a', H-6b’, H-7a"), 3.72 - 3.62 (m, 7H, H-3, H-4, H-4"", H-5", H-5, H-6"", H-7b"")
3.60 (s, 3H, OCHs), 3.58 (dd, 1H, H-2"), 3.33 (dd, 1H, H-2), 2.74 (dd, 1H, H-3.y), 2.05
(s, 3H, COCH3), 1.79 (dd, 1H, H-3,,) ppm.

J12=7.9,J23= 9.1, Jsga = 5.4, Tgaer = 12.3, Jsep = 10.3, Ty = 7.9, o3 = 9.8, J3o 4 =
3.2, Jos = 3.8, Iax3eq = 12.3, Jaax a4 =11.9, Jyeqmg~ = 4.4 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 102.9 (C-1"), 102.3 (C-1), 78.0 (C-3°), 75.3 (C-4),
75.0, 74.8, 74.6, 74.0 (C-5, C-5", C-4>*, C-6""), 72.7 (C-2"), 69.4 (C-2), 67.7 (C-3),
67.9 (C-27), 67.5 (C-4>) 61.0 (C-6"), 60.8 (C- C-7""), 60.1 (C-6), 57.2 (OCH3) , 51.8
(C-5""), 38.9 (C-3""), 20.8 (COCH3) ppm.

Quartére C-Atome wurden unter diesen Bedingungen nicht detektiert.

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabinoso-2-nonulopyranosylonséaure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-4-D-glucopyranosid (50)

10 mg (27 umol) pNP-HeptSAc werden nach AAV 4 mit 14 mg (35 umol, 1.3 eq.) Akzeptor
33 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym tiiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung des Produkts erfolgte gelpermeationschromatographisch (Biogel P-
2) mit H,O als Eluens. Das Produkt 50 wurde in eine Auswage von 6.1 mg (9.7 umol)

isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 36 %.

CoyHy4oNOy7 (629) HO COOH OH OH

0 0 Q
farbloser amorpher Feststoff AcHNw\ %\ I;&/OMC
HO NHAc

[a]p? =21° (¢ = 0.1, H,0) OH o
R¢=0.16 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)



13. Experimenteller Teil 117

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.54 (d, 1H, H-1"), 4.53 (d, 1H, H-1), 4.12 (dd, 1H, H-3"),
3.96-3.87 (m, 4H, H-6a, H-6b, H-4’, H-5""), 3.74 (dd, 1H, H-2), 3.72-3.61 (m, 7H, H-6a’, H-
6b’, H-7a>> , H-7b>’, H-5’, H-6"", H-4""), 3.57-3.48 (m, 4H, H-4, H-5, H-3, H-2",), 3.38 (s,
3H, OCH3), 2.71 (dd, 1H, H-3"",), 2.12 (s, 3H, COCH;), 2.03 (s, 3H, COCH}), 1, 87 (dd, 1H,
H-3.") ppm.

Jpo =79, 1o =82, T3 =83, Joz = 89, Jyg = 3.7, “Jseqza = 12.3, Jzeqra = 4.3,
J3aw4 = 12.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 104.03 (C-1°), 102.24 (C-1), 79.09 (C-3"), 76.35 (C-4), 76.71
(C-3), 74.90, 73.99, 73.56 (C-5, C-5°, C-6°"), 70.94, 69.74, 68.25 (C-2°, C-4°, C-4°"), 65.88
(C-77), 61.69 (C-6), 60.16 (C-6), 55.60 (OCH;) 54.96 (C-2), 52.02 (C-5"), 41.08 (C-3"),
22.90, 22.63 (je COCH;) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.

4-Nitrophenyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-7-formyl-a-L-arabino-heptulo-
pyranosylonat) (53)

174 mg (0.39 mmol) der Ausgangssubstaz 36 werden in 20 mL bidest.H,O suspendiert und
mit einer NalO4-Losung versetzt (195 mg (0.92 mmol), in 5 mL bidest. H,O ), wobei die
Suspension rasch in eine Losung ilibergeht. Zur Vervollstindigung der Umsetzung wird noch
weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wird diinnschicht-
chromatographisch verfolgt und das Rohprodukt nach Gefriertrocknung an einer Biogel P2-
Sdule gereinigt. Das hydratisierte Produkt 53 wird in einer Auswage von 131 mg (0.33

mmol) isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 84 %.

Ci16H20NOqg (4004) HO COOMe

farbloser amorpher Feststoff HOwOONOz
AcHN

[a]p™ = 31° (c = 0.6, H,O) HO

R¢=0.60 (EE:MeOH = 4:1)

Smp: 89-91° C

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.12(d, 2H, Hauom), 7.24 (d, 2H, Hbuem,), 5.04 (d, 1H, H-7),
3.92 (dd, 1H, H-6), 3.81 (dd, 1H, H-5), 3.73 (ddd, H-4), 3.65 (s, 3H, OCH3), 2.66 (dd, 1H,
H-3.,), 2.04 (dd, 1H, H-3,), 1.92 (s, 3H, COCH3) ppm.
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JHab = 9.2, J6,7= 2.6, J56= 9.7, J45 = 8.1, J3eqa = 4.5, J3axa = 12.1, J3ax, 3¢ = 13.4 Hz.

BC-NMR: §[ppm] (100MHz, D,0): 126.31 (Cagom.), 120.17 (Cbaom), 88.41 (C7), 77.76
(C6), 66.59 (C4), 54.48 (C5), 54.03 (OCH;), 39.45 (C3), 22.49 (COCH;) ppm.

Quartére C-Atome wurden unter diesen MefB3bedingungen nicht erfaft.

4-Nitrophenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-7-formyl-a-L-arabino-heptulopyranosylon-
saure) (54)

26 mg (65 umol) des Methylesters 53 werden in 6 ml bidest. H;O geldst und mit 50 pl
gesittigter Na,CO; Losung versetzt. Der Verlauf der Reaktion wird diinnschichtchromato-
graphisch verfolgt und die Reaktion nach 1 Stunde durch Neutralisation mit saurem
Anionentauscher (Amberlite IR120) abgebrochen. Das Produkt 54 wird in einer Auswage von

25.4 mg (63 umol) isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 97 % bezogen auf 53.

C15H18N01() (3861) HO COOH

leicht gelber amorpher Feststoff HOwO@NOz
AcHN

[a]p™ = 14° (¢ = 0.6, H,O) HO

R¢=0.74 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)
Smp: 100-103° C

"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 8.21 (d, 2H. Hagrom), 7.32 (d, 2H Hbygom), 5.02 (d, 1H, H-7),
3.90 (dd, 1H, H-6), 3.81 (dd, 1H, H-5), 3.72 (dd 1H, H4), 2.62 (dd, 1H, H-3.), 2.01 (dd, 1H,
H-3.), 1.91 (s, 3H, COCHj3) ppm.

Tttarom = 9.3, J6.7= 2.4, Js.6 = 9.6, Jas = 8.7, Jseqs = 44, Jaaxa = 12.9, Jseqaax = 13.3 Hz.

BC-NMR: §[ppm] (100MHz, D;0): 126.3 (Cauom), 120.0 (Cbarom.), 88.43 (7), 77.76 (C6),
66.58 (C4), 54.38 (C5), 39.46 (C3 ), 22.99 (COCH3) ppm.

Quartdre C-Atome wurden unter diesen MefBbedingungen nicht erfal3t.
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Methyl-(5-acetamido-9-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-
onsaure)-(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-B-D-glucopyranosid (61)

10 mg (20pumol) pNP-Neu5,9Ac, werden nach AAV 4 mit 12 mg (33 umol, 1.7 eq.) Akzeptor
31 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym iiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung erfolgt gelpermeationschromatographisch iiber eine Biogelsdule
(P-2). Das Produkt 32 wird in eine Auswage von 6.8 mg (10 umol) isoliert. Dies entspricht
einer Ausbeute von 49 % bezogen auf pNP-Neu5,9Ac;.

C6HasNOy  (689.4) aco_  PH oot . on
farbloser amorpher Feststoff HO!' o o 0 Q
20 o AcHN o) HO OMe
[a]p”® = 22° (¢ = 0.1, H,0) Ho on Von o
R¢=0.15 (BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2)

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 712.6 [M+Na]"

"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.83 (d, 1H, H-1), 4.36 (d, 1H, H-1"), 4.32 (dd, 1H, H-
9a"), 4.19 (dd, 1H, H-6"), 4.12 (dd, 1H, H-9b*"), 4.00 (ddd, 1H, H-8""), 3.95 (dd, 1H, H-
5°’)3.91 (dd, 1H, H-3"), 3.86 - 3.79 (m, 3H, H-4", H-4>* H-6a), 3.71 - 3.53 (m, 8H, H-3,
H-4, H-5, H-5",H-6b, H-6a’, H-6b", H-7""), 3.42 (s, 3H, OCH3), 3.44 (dd, 1H, H-2"),
3.25 (dd, 1H, H-2), 2.56 (dd, 1H, H-3¢,”*), 2.15 (s, 3H, COCHj3), 2.08 (s, 3H, COCH3),
1.99 (dd, 1H, H-3,,>")ppm.

J 1,2 = 8.1, J 1’2 = 7.9, Jga“,gb” = 12.1, Jgﬂ’ga” = 3.1’ Js”,9b“ = 69’ J6”,7” — 2.1’ JS”,6” _
9.9, Jprg» =93, Igns» =103, J 203 = 9.7, J3op = 3.7, T 13 = 8.8, 2J3ax”,3eq” _ 123,
Jax40=12.1, 7 3eq’, 4" = 4.4 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): § = 102.69 (C-1"), 101.99 (C-1), 76.89 (C-3") , 75.76 (C-
3), 74.40, 73.90, 73.54, 75.11, 72.92, 72.87, 72.22 (C-4, C-4"", C-5, C-5", C-5"", C-
6", C-77, C-8""), 71.49 (C-37), 70.19 (C-2), 68.01 (C-2"), 67.24 (C-4"), 64.41 (C-
9", 60.89 (C-6"), 60.20 (C-6), 54.67 (OCH;), 39.99 (C-37"), 22.49, 21.07 (je
COCHj3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.
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Methyl-(5-acetamido-9-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-

onsaure)-(2-3)-(f-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-4-D-glucopyranosid

(62)

10 mg (20pumol) pNP-Neu5,9Ac; werden nach AAV 4 mit 14 mg (35 umol, 1.7 eq.) Akzeptor
33 in 1 ml Puffer (Tris-HCI, pH = 7.5) gelost und mit 80 ul Enzym tiiber Nacht bei 23 © C
inkubiert. Die Reinigung erfolgt gelpermeationschromatographisch iiber eine Biogelsdule
(P-2). Das Produkt 32 wird in eine Auswage von 5.4 mg (7 umol) isoliert. Dies entspricht
einer Ausbeute von 36 % bezogen auf pNP-Neu5,9Ac:.

CasHagN2021 (746.4) N COOH o OH
farbloser amorpher Feststoff HO 0 0 o%
0 AcHN o) HO OMe
[OC]D2 =11°(c=0.1, H0O) HO Silon NHAc

R¢=0.14 (BuOH:HOACc:H,0 = 5:2:2)
MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 769.2 [M+Na]"

'"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.54 (d, 1H, H-1"), 4.44 (d, 1H, H-1), 4.40 (dd, 1H, H-9a”),
4.24 (dd, 1H, H-6""), 4.18 (dd, 1H, H-9b*") 4.11 (dd, 1H, H-3"), 4.03 (ddd,1H, H-8"*) 3.96-
3.72 (m, 5H, H-6a, H-6b, H-4>, H-5”, H-4>"), 3.75 (dd, 1H, H-2), 3.70-3.62 (m, 4H, H-62’,
H-6b’, H-5, H-7""), 3.56-3.44 (m, 4H, H-4, H-5, H-3, H-2")), 3.39 (s, 3H, OCH3), 2.79 (dd,
1H, H-3",), 2.14, 2.08, 2.06 (je s, je 3H, COCH;), 1.96 (dd, 1H, H-3,,’") ppm.

J1,=8.0,T 12 =77, Joawope = 12.3, Jgoa = 3.2, Jgop = 7.1, Jgog = 2.2, Js g =
10.3, Jpgw = 9.2, Tymse = 10.1, T 25 = 8.9, T34 = 3.4, T 53 = 8.2, Msaxeq = 12.1,
Tax 4= 12.1, T 3eq4 = 4.6 Hz

3C-NMR (100 MHz, D,0): & = 104.18 (C-1°), 102.78 (C-1), 76.31 (C-3"), 76.28 (C-3), 75.79
(C-4), 75.71, 75. 42, 74.64 73.63 (C-5, C-5°, C-6"*, C-8°*), 70.02, 69.81, 68.32, 68.26 (C-2’,
C-4°, C-4”*, C-77), 66.06 (C-9), 61. 60 (C-6), 60.90 (C-6), 55.43 (OCH;) 54.62 (C-2), 52.42
(C-5°"), 40.37 (C-3°"), 22. 81, 22.60, 22.42 (je COCH3) ppm.

Quartére C-Atome wurden unter diesen MeBBbedingungen nicht erfaft.
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3-Desoxy-D-glycero-f-D-galacto-2-nonulopyranosonsaure, (KDN, 65)

100 mg (1.2 mmol) NaHCO; werden in ein Becherglas gegeben und in 60 ml dest. H,O
gelost. Unter Eiskiihlung wird die Losung mit 10 N NaOH auf pH = 11 eingestellt und mit 6 g
(45.4 mmol) Oxalacetat portionsweise bei moglichst konstanten pH (Zugabe von NaOH)
versetzt. AnschlieBend werden bei RT 18 g (100 mmol) D-Mannose (gelost in 60 ml dest.
H,0) zugeben. Die Reaktion bei pH = 11 wird diinnschichtchromatographisch verfolgt
(MeOH:CHClI5:H,0O = 10:10:3). Zur Decarboxylierung wird die leicht gelbe Reaktionslosung
auf 45° C erhitzt, mit Dowex 50 WX 8 ein pH von 5.7 eingestellt und beibehalten. Deutliche
Gasentwicklung ist zu beobachten. Die Reaktion verlduft {iber 3 Std. bei konstanter
Temperatur und pH-Wert. Nach einer diinnschichtchromatographischen Kontrolle
(MeOH:CHCI5:H,O = 10:10:3) wird die Reaktion durch Abnutschen des Ionenaustauschers
abgebrochen. Der Filterkuchen wird mit ca. 0.5 I bidest. H,O gewaschen. Die Reinigung des
Produkts erfolgte sdaulenchromatographisch iiber eine lonenaustauschersdule (Dowex 1x8,
Eluens: Gradient H,O —0.25 M NH4HCO;). Das Losungsmittel wurde durch
Gefriertrocknung entfernt. Das Produkt 65 wurde in einer Auswage von 4.72 g (17.6 mmol)

isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 37 % bezogen auf das Oxalacetat.

CoHi600  (268.6)

farbloser amorpher Feststoff

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 4.04 (m, 1H, H-4), 4.01 (dd, 1H, H-6), 3.88 (m, 2H, H-9a, H-
7), 3.75 (ddd, 1H, H-8), 3.63 (dd, 1H, H-9b), 3.56 (dd, 1H, H-5), 2.23 (dd, 1H, H-3.y), 1.89
(dd, 1H, H-3,,) ppm.

J18=8.6,J67=1.9, Js56=8.8, Js.0. = 2.6, Jgo = 5.9, “Joaop = 11.3, J45=9.2, J3eqa = 4.7, J3axs =
12.1, J3ax 3¢q = 12.1 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0): & = 72.28 (C-8), 71.08 (C-6), 70.67 (C-5), 69.31 (C-7), 68.51
(C-4), 63.86 (C-9), 39.21 (C-3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.
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Benzyl-(2,4,5,7,8,9-hexa-O-acetyl-3-desoxy-D-glycero-f-D-galacto-2-nonulopyrano-
sylonat) (70)

1.0 g (3.73 mmol) KDN werden nach AVV 1 unter Zusatz von 50 mg (0.46 mmol) DMAP in
einer Losung aus 15 ml Pyridin und 15 ml Ac,O im Kiihlraum (0° C) umgesetzt. Das
Rektionsgemisch wird 36 Std. geriihrt. Zum Abbruch der Reaktion wird bei 0°C die
Reaktionslosung mit 100 ml Chloroform verdiinnt und bei gleicher Temperatur dreimal mit 1
M HCI gewaschen. Die organische Phase wird mit ges. NaHCOs-Lsg. neutralisiert, iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der leicht
braune Riickstand wird in HO/DMF (je 3 ml) geldst und mit 400 mg (2.1 mmol) CsCOs3
versetzt. Nachdem die Gasentwicklung aufgehort hat, wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. AnschlieBend wird das Gemisch in 10 ml DMF gelost und
0.5 ml Benzylbromid hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 2 Std. geriihrt und nach
einer DC-Kontrolle wird die Reaktion durch Entfernen des Losungsmittel abgebrochen. Das
Produkt wurde sdulenchromatographisch iiber Kieselgel gereinigt (Eluens: EE). Es werden

1.52 g (2.5 mmol) des Produkts 70 isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 67 %.

C28H34015 (6104) AcO OAc
farbloser Schaum

R;= 0.44 (EE)

AcO

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 7.61-7.44 (m, SH, H-Ph), 5.37 (dd, 1H, H-7), 5.28 (ddd, 1H,
H-4), 5.24, 5.18 (je d, je 1H, CH,Ph), 5.16 (ddd, 1H, H-8), 4.95 (dd, 1 H, H-5), 4.42 (dd, 1H,
H-9a), 4.21 (dd, 1H, H-6), 4.16 (dd, 1H, H-9b), 2.58 (dd, 1H, H-3.), 2.08 (dd, 1H, H-3),
2.10, 2.08, 2.02, 2.01, 2.00, 1.98 (je s, je 3H, COCH;) ppm.

Jos = 6.1, J67 =23, Jas = 9.8, Ucrapn = 12.2, Jsoa = 3.1, Jsop = 6.7, Js.6 = 10.3, 2Toaep = 12.6,
Tseqa = 4.6, Jsaxa = 12.3, J3eq3m = 12.3 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & = 138.15, 136.67, 133.98 131.78, 129.69 (je C-Ph), 74.13 (C-
8),72.99 (CHa-Ph), 72.86 (C-6), 72.61 (C-5), 69.77 (C-4), 68.27 (C-7), 62.56 (C-9), 36.33 (C-

3): 23.53,21.30, 21.24, 21.13, 20.95, 20.90 (je COCHs) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen MefSbedingungen nicht erfaf3t.
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Benzyl-(4,5,7,8,9-penta-O-acetyl-3-desoxy-D-glycero-#-D-galacto-2-nonulopyranosyl-
chlorid)-onat (71)

300 mg (0.49 mmol) 70 werden bei 0° C in 10 ml AcCl gelost und mit 0.5 ml MeOH
versetzt. Im verschlossenen Kolben wird die Reaktionslosung 36 Std. bei RT geriihrt. Der
Abbruch der Reaktion erfolgt durch Entfernen des Losungsmittel im Vakuum und
anschlieBender schneller sdulenchromatographischer Reinigung (Eluens EE). Das Produkt 71
wurde in einer Auswage von 244 mg (0.42 mmol) isoliert. Diese entspricht einer Ausbeute

von 85 %.

Ca6H31ClO1;  (589.5) AcO  OAc
farbloser Schaum

[a]p™® =-51° (c = 0.3, CHCl;)
R¢= 0.40 (EE)

COOBn

AcO

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.50-7.30 (m, SH, H-Ph), 5.48 (dd, 1H, H-7), 5.43 (ddd, 1H,
H-4), 5.35, 5.28 (je d, 1H, CH,-Ph), 5.20(ddd, 1H, H-8), 4.93 (dd, 1H, H-5), 4.50 (dd, 1H,
H-6), 4.36 (dd, 1H, H-9a), 4.12 (dd, 1H, H-9b), 2.81 (dd, 1H, H-34,), 2.39 (dd, 1H, H-3),
2.11,2.09, 2,08, 2.05, 2.00 (je s, je 3H, COCH;) ppm.

Joo =23, J15 = 8.1, Jas = 9.4, ZTcmaph = 12.0, Js0a = 2.5, Jsoo = 5.0, Js6 = 9.8, Joaop = 12.1,
Tseqa = 5.1, Jaaxa = 11.0, J3eq 300 = 14.0 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 140.42, 139.23, 135.08 132.82, 130.91 (je C-Ph), 74.89 (C-
8),73.56 (CH,-Ph), 72.84 (C-6), 72.49 (C-5), 69.98 (C-4), 68.67 (C-7), 62.71 (C-9), 36.41 (C-
3): 23.54,21.39, 21.31, 21.45, 20.89 (je COCH3) ppm.

Quartire C-Atome wurden unter diesen Mef3bedingungen nicht erfaf3t.

4-Nitrophenyl-(benzyl-4,5,7,8,9-penta-O-acetyl-3-desoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (72)

100 mg (170 pmol) 71 werden nach AAV 6 mit 50 mg (360 pmol) pNP-OH und 81.5 mg
(240 pmol) Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 1.0 ml DCM gelost. AnschlieBend wird
die Losung unter starkem Riithren mit 0.8 ml 1 M NaOH-Lsg. versetzt. Nach diinn-

schichtchromatographischer Reaktionsverfolgung wird das Produkt sdulenchromato-
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graphisch (Eluens: EE) gereinigt. Es werden 73.7 mg (107 umol) Produkt (72) isoliert. Dies

entspricht einer Ausbeute von 63% bezogen auf 71.

C3H3sNOyg (689.4)
farbloser Sirup
[a]p®® = -22° (¢ = 0.4, CHCl))
R;=0.35 (EE)

NO,

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.02-7.01 (m, 9H, H-Ph), 5.40-5.36 (m, 2H, H-7, H-8), 5.19
(dd, 1H, H-5), 5.16 (d, 1H, CH,-Ph), 4.98 (ddd, 1H, H-4), 4.90 (d, 1H, CH,-Ph), 4.76 (dd,
1H, H-6), 4.23 (dd, 1H, H-9a), 4.15 (dd, 1H, H-9b), 2.82 (dd, 1H, H.3.y), 2.21 (dd, 1H, H-3,y),
2.11,2.08, 2.07, 2.05, 2.02 (je s, je 3H, COCH;) ppm.

Tss=9.5, Tcmpn = 12.1, J4s = 9.2, Jo7 = 1.9, Js0a = 5.5, Jsoo = 1.9, Joaop = 12.6, J3eqs = 4.6,
Jsaxa = 11.9, J3ax3eq = 13.0 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CDCLy): & = 136.99, 135.01, 133.28 130.21, 128.19, 127.23, 121.78
(ie C-Ph), 74.79 (C-8), 71.12 (CH,-Ph),70.59 (C-5), 70.05 (C-6), 68.61 (C-4), 67.69 (C-7),
63.01 (C-9), 38.99 (C-3), 23.15, 21.12, 20.75, 20.64, 20.49 (je COCH;)ppm.

4-Nitrophenyl-( 3-desoxy-D-glycero-a-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaure) (73)

100 mg (145 umol) 72 werden in 12 ml MeOH geldst, mit 12 ml 0.1M. NaOH versetzt und
bei Raumtemperatur 4 Stunden geriihrt. Die Reaktion wird durch Neutralisation mit
Ionenaustauscher (Amberlite IR 120, H'-Form) abgebrochen. Das Harz wird abfiltriert und
die Losung anschlieBend gefriergetrocknet. Ohne weitere Reinigung wird die Verbindung 73

in 56.4 mg (145 umol, quantitative Ausbeute) isoliert.

CisH1oNOy;  (389.7)

farbloser amorpher Feststoff
[a]p™’ =-8° (c= 0.1, H,0)

R¢ 0.47 (BuOH:HOACc:H,0 5:2:2)

NO,
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'H-NMR (400 MHz, D;0): & = 8.20 (d, 2H, Haurom), 7.33 (d, 2H, Hbarem), 4.04 (m, 1H,
H-6), 3.91-3.82 (m, 3H, H-9a, H-7, H-4), 3.71(ddd, 1H, H-8), 3.68 (dd, 1H, H-9b), 3.52 (dd,
1H, H-5), 2.23 (dd, 1H, H-3.y), 1.89 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J75=18.6,J67=1.9, Jss = 8.8, Js.0a = 2.6, Js.o0 = 5.9, Joaoo = 11.3, 45 = 9.2, Jseqs = 4.7, J3axa =
12.1, Jiax 30 = 12.1 Hz.

(100 MHz, D,0): 8/ppm = 126.22 (Caarom), 122.5 (Cbarom), 73.89 (C-6), 71.45 (C-8),
.69.01, 68.71, 64.95 (C-9, C-7, C-4), 60.38 (C-5), 41.62 (C-3).ppm.

(3,4-Methylendioxyphenyl)-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- -
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (75)

100 mg (196 umol) 14 werden nach AAV 6 mit 41.5 mg (300 umol) Sesamol und 81.5 mg
(240 pmol) Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 1.0 ml DCM gelost. AnschlieBend wird
die Losung unter starkem Riithren mit 0.8 ml 1 M NaOH-Lsg. versetzt. Nach diinn-
schichtchromatographischer Reaktionsverfolgung wird das Produkt sdulenchromato-
graphischen (Eluens: EE) gereinigt. Es wurden 41.8 mg (68 pumol) Produkt (75) isoliert. Dies

entspricht einer Ausbeute von 35% bezogen auf 14.

CoH33NOys  (611.4)

farbloser Sirup

[0]°p =+ 39° (¢ = 1.1, CHCL)
R¢=0.30 (EE)

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds): 8 = 6.72 (d, 1H, H-240m.); 6.59 (dd, 1H, H-64r0m.); 6.51 (d, 1H, H-
Sarom.); 5.53 (ddd, 1H, H-8); 5.37 (dd, 1H, H-7); 5.10, 5.07 (2 d, je 1H, OCH,0); 4.75 (ddd,
1H, H-4); 4.44 (m, 1H, H-9); 4.27-4.13 (m, je 1H, H-5, H-6, H-9’); 3.08 (s, 3H, COOCHj3);
2.63 (dd, 1H, H-3.y); 2.05 (dd, 1H, H-3,); 1.82, 1.76, 1.57, 1.43, 1.41 (5 s, je 3H, COCHj3)
ppm.

Jiax3eq = 12.7; Jaaxa = 12.25 J3eqa = 4.8; Ja5 = 9.7; Jo7 = 1.8; J13 = 7.4; Jgo = 2.1; Jg o = 4.8;
Joar6ar = 2.3; Jsar6ar = 8.4; Jocmao = 1.2 Hz.

3C-NMR (100 MHz, C¢Ds): & = 170.52, 170.37, 170.33, 170.16, 170.07 (5 COCHs); 168.79
(COOCH;); 149.14, 148.83 (C-3urom, C-darom ); 145.23 (C-larom); 114.02 (C-64rom); 108.40 (C-
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Sarom); 104.14 (C-2410m); 101.40 (C-2); 74.27, 70.71, 69.43, 68.34 (C-6, C-8, C-4, C-7); 62.75
(C-9); 52.67 (COOCH3); 49.55 (C-5); 38.75 (C-3); 21.14-20.43 (5 COCH3) ppm.

(3,4-Methylendioxyphenyl)-methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat (75a)

Nach AVV 2 werden 110 mg (215 pumol) 75 deacetyliert. Nach Abbruch der Reaktion erfolgt
eine sdulanchromatographische Reinigung des Produkts (Eluens EE:MeOH 4:1). Es werden
50.5 mg (144 pumol) des Produkts isoliert. Die entspricht einer Ausbeute von 67 %.

CioHasNOy;  (413.1)

farbloser amorpher Feststoff
[0]p =+ 61° (¢ = 1.0, MeOH)
R¢=0.37 (EE:MeOH 4:1)

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 6.70 (d, 1H, H-210m.); 6.66 (d, 1H, H-5,10m); 6.56 (dd, 1H,
H-64r0m.); 5.88-5.90 (2 d, je 1H, OCH,0); 3.75-3.84 (m, je 1H, H-8, H-9, H-5); 3.71 (s, 3H,
COOCHp); 3.60-3.68 (m, je 3H, H-4, H-6, H-9°); 3.50 (dd, 1H, H-7); 2.77 (dd, 1H, H-3.);
1.97 (s, 3H, COCH5); 1.88 (dd, 1H, H-3,) ppm.

J3ax3eq = 13.0; J3ax a4 = 12.25 J3eqa = 4.8; Jo.7 = 1.3; J78 = 8.9; Joar6ar = 2.3; Jsar6ar = 8.4 Hz.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 175.62 (COCH3); 170.47 (COOCH;); 149.87, 149.59 (C-
Baoms C-darom); 146.59 (C-lyom); 11634 (C-6arom); 108.93 (C-Sarom); 106.23 (C-2arom):
103.08 (C-2); 75.99, 73.04, 70.47, 68.88 (C-6, C-8, C-7, C-4); 65.13 (C-9); 54.09 (C-5); 53.77
(COOCHS3); 42.03 (C-3); 23.08 (COCH3) ppm.

(3,4-Methylendioxyphenyl)-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosonsaure (76)

Nach AVV 3 werden 90 mg (203 pumol) 75a mit 0.1 M NaOH verseift. Es werden 85 mg (198

umol) des Produkts 76 isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 98 %.
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CisHasNOy;  (429.5)

leicht gelber amorpher Feststoff
[0]*°p =+ 59° (¢ = 1.0, CHCL)
Smp: 109° C

R¢=0.47 (BuOH:HOAC:H,O 5:2:2)

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 6.77 (d, 1H, H-24rom.); 6.67 (dd, 1H, H-640m); 6.61 (d, 1H,
H-54r0m.); 5.83-5.86 (2 d, je 1H, O-CH»-0O); 3.85 (ddd, 1H, H-8); 3.80 (dd, 1H, H-9); 3.58-
3.74 (m, je 1H, H-4, H-5, H-6, H-9’); 3.51 (dd, 1H, H-7); 2.91 (dd, 1H, H-3q); 1.99 (s, 3H,
COCH3;); 1.73 (dd, 1H, H-3,) ppm.

Jiax3eq = 11.7; J3axa = 12.7; J3eqa = 4.3; Jo,7 = 1.3; J78 = 8.9; Jgo = 2.5; Jgo = 5.3; Joo» = 11.4;
Joar6ar = 2.3; Jsar6ar = 8.4; Jocmzo = 1.2 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): & = 145.67 (C-lurom); 116.64 (C-6arom); 108.57 (C-Sarom);
106.41 (C-240m); 104.69 (C-2); 75.41, 73.53, 70.69, 69.91 (C-6, C-8, C-7, C-4); 64.90 (C-9);
54.49 (C-5); 42.99 (C-3); 22.96 (COCH;) ppm.

(2-Chlor-4-nitrophenyl)-methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a.-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonyl)-onat (77)

100 mg (196 umol) 14 werden nach AAV 6 mit 51.6 mg (297 umol) 2-Chlor-4-nitrophenol
und 81.5 mg (240 pmol) Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 1.0 ml DCM gelost.
Anschlieend wird die Losung unter starkem Riihren mit 0.8 ml 1 M NaOH-Lsg. versetzt.
Nach diinnschichtchromatographischer Reaktionsverfolgung wird das Produkt sdulen-
chromatographisch (Eluens: EE) gereinigt. Es wurden 81.6 mg (126 pumol) Produkt (77)

isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 64% bezogen auf 14.

CaH31CIN,Oys  (647.7)
farbloser Sirup

[0]*°p = - 29° (¢ = 0.8, CHCl3)
R¢=0.40 (EE)

NO,

'"H-NMR (400 MHz, C¢De): & = 8.41 (dd, 1H, H-5aom); 8.14 (d, 1H, H-34om); 7.75 (d, 1H, H-
Garom.); 5.90 (ddd, 1H, H-8); 5.68 (dd, 1H, H-7); 5.12 (ddd, 1H, H-4); 4.80 (dd, 1H, H-6);
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4.70-4.56 (m, je 1H, H-5, H-9); 4.41 (dd, 1H, H-9); 3.28 (s, 3H, COOCH,); 3.01 (dd, 1H, H-
3eq); 2.47 (dd, 1H, H-34); 2.25, 2.06, 1.96, 1.81, 1.78 (5 s, je 3H, COCHj3) ppm.

Jax3eq = 12.7; J3ax4 = 12.0; J3eqa = 4.6; J45 = 9.9; Js6 = 10.7; Jo7 = 1.9; J13 = 8.9; Jg o = 2.8;
J3.00=15.9; Joo = 12.5; Jsar.5ar = 2.7; Jsarar = 9.2 Hz.

BC-NMR (100 MHz, C¢Ds): & = 170.30-169.76 (5 COCHs); 168.65 (COOCHs3); 155.18 (C-
4prom); 146.38 (C-240m); 144.04 (C-larom); 126.42 (C-3400m.); 124.18 (C-5400m); 119.54 (C-
6arom.); 100.83 (C-2); 74.74, 69.40, 68.62, 67.57 (C-6, C-8, C-4, C-7); 62.89 (C-9); 53.10
(COOCH3); 49.26 (C-5); 39.26 (C-3); 21.11-20.56 (4 COCH3) ppm.

(2-Chlor-4-nitrophenyl)-methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy- e-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosonyl)-onat (77a)

Nach AVV 2 werden 70 mg (110 umol) 77 deacetyliert. Nach Abbruch der Reaktion erfolgt
eine sdulanchromatographische Reinigung des Produkts (Eluens EE:MeOH 4:1). Es werden
52 mg (112 pmol) des Produkts isoliert. Die entspricht einer Ausbeute von 98 %.

CigH23CIN,Oy; (479.8)
farbloser amorpher Feststoff

R;=0.21 (EE)

NO,

Das Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung fiir die weitere Synthese eingesetzt.

(2-Chlor-4-nitrophenyl)-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-
pyranosonylonséaure (78)
Nach AVV 3 werden 27 mg (58 pmol) 77a mit 1 ml 0.1 M NaOH verseift. Es werden

quantitativ 27 mg (58 umol) des Produkts 78 isoliert.

Ci17H2:1CIN2Oy; (464.3)

farbloser amorpher Feststoff

[a]*p = - 48° (¢ = 0.5, H,0)

Smp: 115° C

R¢=0.54 (BuOH:HOACc:H,0O = 5:2:2)
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 7.90 (d, 1H, H-34r0m.); 7.68 (dd, 1H, H-540m); 6.33 (d, 1H,
H-6ar0m.); 3.85-3.25 (m, je 1H, H-8, H-4, H-5, H-6, H-9, H-9’, H-7); 1.95 (dd, 1H, H-3); 1.81
(s, 3H, COCHs); 1.64 (dd, 1H, H-3,) ppm.

Jiax3eq = 12.7; J3ax.4 = 11.45 J3eqa = 5.1; J3ar5ar = 3.15 Jsar6ar = 9.3 Hz.

BC-NMR (100 MHz, MeOD): & = 125.75 (C-3aom); 125.12 (C-54om); 119.14 (C-6arom.);
104.31 (C-2); 72.65, 71.21, 68.63, 68.48 (C-6, C-8, C-7, C-4); 64.89 (C-9); 53.23 (C-5); 41.15
(C-3); 21.73 (COCH3) ppm.

(4-Chlor-5-methyl-2-nitrophenyl)-methyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonyl)-onat (79)

100 mg (196 pmol) 14 werden nach AAV 6 mit 280 mg (1.50 mmol) 4-Chlor-5-methyl-2-
nitrophenol und 413 mg (1.22 mmol) Tetrabutylammoniumhydrogensulfat in 1.0 ml DCM
gelost. AnschlieBend wird die Losung unter starkem Rithren mit 0.8 ml 1 M NaOH-Lsg.
versetzt. Nach diinnschichtchromatographischer Reaktionsverfolgung wird das Produkt
sdaulenchromatographisch (Eluens: EE) gereinigt. Es werden 54.6 mg (84 umol) Produkt (79)
isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 43% bezogen auf 14.

C7H33CIN,O5  (661.6) CH,
farbloser Sirup

[a]*b =- 8° (c = 0.7, CHCl;)
R¢=37 (EE)

O Cl

0,N

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & = 7.52 (s, 1H, H-340m); 7.48 (s, 1H, H-640m); 5.72 (ddd, 1H,
H-8); 5.53 (dd, 1H, H-7); 5.05 (ddd, 1H, H-4); 4.59 (dd, 1H, H-9); 4.48-4.36 (m, je 1H, H-5,
H-6); 4.32 (dd, 1H, H-9); 3.26 (s, 3H, COOCHj); 2.95 (dd, 1H, H-3.4); 2.43 (s, 3H, Ph-CHj3);
2.35 (dd, 1H, H-3.); 2.06, 2.04, 1.96, 1.84, 1.70 (je s, je 3H, COCH3) ppm.

Jiax3eq = 13.15 J3ax a4 = 12.0; J3eqa = 4.8; J45 = 9.7; Js6 = 10.7; Jo7 = 1.5; J73 = 8.9; Jg 9 = 2.8;
Jso=6.1; Jo9 = 12.2 Hz.

3C-NMR (100 MHz, C¢De): & = 170.44-169.86 (5 COCHs); 167.87 (COOCHs3); 145.46 (C-
urom); 143.58 (C-darom); 141.77 (C-Tarom): 130.16 (C-54om); 125.66 (C-3arom); 125.36 (C-
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6arom); 101.83 (C-2); 74.26, 69.44, 68.80, 67.58 (C-6, C-8, C-4, C-7); 62.96 (C-9); 53.08
(COOCH3); 49.51 (C-5); 39.00 (C-3); 23.22-20.59 (5 COCH3); 20.30 (Ph-CHz) ppm.

(4-Chlor-5-methyl-2-nitrophenyl)-methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosonyl)-onat (79a)

Nach AVV 2 werden 220 mg (333 umol) 79 deacetyliert. Nach Abbruch der Reaktion erfolgt
eine sdulenchromatographische Reinigung des Produkts (Eluens EE:MeOH 4:1). Es werden
98 mg (200 umol) des Produkts isoliert. Dies entspricht einer Ausbeute von 60 %.

Ci9H25sCIN2Oy; (493.2) CH;

farbloser amorpher Feststoff
[0]*p = - 45° (¢ = 1, MeOH)
R¢=37 (EE:MeOH 4:1)

Cl

O,N

'"H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 7.85 (s, 1H, H-340m); 7.66 (5, 1H, H-6410m); 3.84-3.68 (m,
5H, H-5, H-9, H-4, H-6, H-8); 3.70 (s, 3H, COOCH); 3.62 (dd, 1H, H-9°); 3.50 (dd, 1H, H-
7); 2.81 (dd, 1H, H-3.y); 2.41 (s, 3H, Ph-CHs); 1.98 (s, 3H, COCH3); 1.92 (dd, 1H, H-34)

ppm.
J3ax,3eq = 12.9; J3ax’4 = 11.2; J3eq,4 = 4.6; J6’7 = 1.3; J7’g = 8.9; Jg,g’ = 5.4; J9,9’ =11.5 Hz.

3C-NMR (100 MHz, MeOD): § = 174.11 (COCH;); 167.98 (COOCH3); 145.02, 142.86,
141.82, 129.73 (C-laoms C-2aroms» C-4aroms C-Sarom); 127.35 (C-3urom); 124.92 (C-6urom.);
101.91 (C-2); 74.86 (C-8); 71.27 (C-6); 69.03(C-7); 67.19 (C-4); 63.86 (C-9); 52.66, 52.44
(COOCH;, C-5); 40.17 (C-3); 21.63 (COCH3); 19.28 (Ph-CH;) ppm.

(4-Chlor-5-methyl-2-nitrophenyl)-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosonylonsaure (80)

Nach AVV 3 werden 90 mg (180 umol) 79a mit 1 ml 0.1 M NaOH verseift. Es werden
quantitativ 86 mg (148 umol) des Produkts 80 isoliert.
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CisH23CIN, Oy (479.7)

leicht gelber amorpher Feststoff
[0]*p = - 14° (¢ = 0.5, H,0)

Smp: 133° C

R¢=0.51 (BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2)

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & = 7.74 (s, 1H, H-3ur0m.); 7.60 (s, 1H, H-64r0m.); 3.92-3.64 (m,
5H, H-5, H-9, H-4, H-6, H-8); 3.54 (dd, 1H, H-9°); 3.40 (dd, 1H, H-7); 2.92 (dd, 1H, H-3.,);
2.28 (s, 3H, Ph-CHj3); 1.88 (s, 3H, COCH3); 1.76 (dd, 1H, H-3,«) ppm.

J3ax3eq = 12.8; J3ax4 = 11.05 J3eqa = 4.5; Jo7 = 1.1; J78 = 9.0; Js oo = 5.4; Jo oo = 11.3 Hz.

PC-NMR (100 MHz, MeOD): & = 125.44 (C-3arom.); 125.23 (C-64r0m.); 74.63 (C-8); 71.37 (C-
6); 69.03 (C-7); 67.90 (C-4); 64.51 (C-9); 52.58 (C-5); 41.77 (C-3); 21.94 (COCHjs); 19.35
(Ph-CH3) ppm.

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl-onsaure)-(2-
3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-a-D-glucopyranosid (87)

60 mg (230 umol) a-All-GlcNAc werden zusammen mit 15 mg (50umol) pNP-Gal in 1 ml
Tris-HCI-Puffer (100 mmol, 0.02 % BSA, pH = 7.5) gelost und mit 100 pl Galactosidase aus
Bacillus circulans versetzt. Bei 23° C wird das Reaktionsgemisch 36 Std. inkubiert. Die
Bildung des Disaccharids wird diinnschichtchromatographisch verfolgt (Eluens:
BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2). AnschlieBend wurden der Losung 10 mg (23 umol) pNP-
Neu5Ac und 200 pl Enzymlosung (Trans-Sialidase, entsprechend 200 pg) zugegeben, und die
weitere Inkubation erfolgte fiir 12 Std. Nach einer diinnschichtchromatographischen Kontrolle
der Reaktion (Eluens: BuOH:HOAc:H,O = 5:2:2) wird diese durch die Zugabe von 2 ml
EtOH abgebrochen. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand lyophilisiert und iiber eine
RP-18 Séule (Eluens H»O) vorgereinigt. AnschlieBend wird das Produkt gelpermeations-
chromatographisch (Biogel P-2, Eluens H,0O) weiter gereinigt. Das Produkt wird in einer
Auswage von 2.8 mg (3.9 umol) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute 17 % bezogen auf

pNP-NeuSAc.
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CgHyeN2Oy9  (714.7) HO  OH
COOH OH
farbloser amorpher Feststoff \—w o o
HO" o 0 0
R¢=0.11 (BuOH:HOAc:H,0 5:2:2) AcHN-—2= % N
OH OH OAll

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 737.2 [M+Na]"

'H-NMR (500 MHz, D>0): & = 6.04 (dddd, 1H, All-2), 5.51 (dd, 1H, All-34), 5.38 (dd, 1H,
All-34ae) 448 (d, 1H, H-1"), 442 (d, 1 H, H-1), 4.39 (m, 1H, All-1a), 431 (dd, 1H, H-4),
425 (m, 1H, All-1b), 4.09 (dd, 1H, H-3"), 4.01 (ddd, 1H, H-5), 2.78 (dd, 1H, H-3), 2.02,
1.99 (je s, je 3H, COCHj5), 1.80 (dd, 1H, H.3,,) ppm.

Tanta2 = 5.2 Janiv2 = 6.2, Taitan = 10.8, Janaseis = 111, Jan2eans = 8.7, J12= 3.7, J34 = 9.1,
Ja5=2.8,J56a=5.8,J56b=5.6,J56a=6.1, I 2> =8.1, Jp» 3> = 8.7, J3» »» = 3.3, 2J3ax”,H3eq” =13.1,
Tsaegia = 12.9, Jyeqs = 4.7 Ha.

3C-NMR (100 MHz, D,): 8 = 129.98 (CHayy1), 120.19 (CHa-any1), 103.45 (C-17), 102.71 (C-1),
77.01 (C-3°), 75.63 (C-4), 54. 87 (OCH,) 38.70 (C-3>), 21. 81, 21.60 (je COCH3) ppm.

Aufgrund der Komplexitét der Spektren und der geringen Substanzmenge war die Zuordnung
der fehlenden Signale im "H-NMR und im C-NMR nicht méglich. Die Strukturaufklirung

ist aber aufgrund der Zuordnung der charakteristischen Signale gesichert.

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl-onsaure)-(2-3)-(4-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-a-D-glucopyranosid (88)

60 mg (230 umol) a-All-GlcNAc werden zusammen mit 15 mg (50umol) pNP-Gal in 1 ml
Tris-HCIl-Puffer (100 mmol, 0.02 % BSA, pH = 7.5) gelost und mit 100 pl Galactosidase aus
Bacillus circulans versetzt. Bei 23° C wird das Reaktionsgemisch 36 Std. inkubiert. Die
Bildung des Disaccharids wird diinnschichtchromatographisch verfolgt (Eluens:
BuOH:HOACc:H,O = 5:2:2). AnschlieBend werden der Losung 10 mg (25 umol) pNP-Oct5Ac
und 200 pl Enzymlosung (Trans-Sialidase, entsprechend 200 pg) zugegeben und die weitere
Inkubation erfolgt fiir 12 Std.. Nach diinnschichtchromatographischern Kontrolle der
Reaktionslésung (Eluens: BUuOH:HOAc:H,O = 5:2:2) wird die Reaktion durch die Zugabe
von 2 ml EtOH abgebrochen. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand lyophillisiert und
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iiber eine RP-18 Sidule (Eluens H;O) vorgereinigt. AnschlieBend wird das Produkt
gelpermeationschromatographisch (Biogel P-2, Eluens H,O) gereinigt. Das Produkt wird in
einer Auswage von 2.1 mg (3.0 umol) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute 12 % bezogen

auf pNP-Oct5Ac.

Cy7H4sN2O5  (685.6) OH oot . o
farbloser amorpher Feststoff HO' o 0 o Q
AcHN d HO
O

R¢=0.13 (BuOH:HOACc:H,O 5:2:2) HO

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 707.1 [M+Na]"

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 6.10 (dddd, 1H, All-2), 5.55 (dd, 1H, All-3g), 5.43 (dd, 1H,
All-34a) 4.44 (d, TH, H-1°), 439 (d, 1 H, H-1), 4.37-4.35 (m, 1H, All-1a), 4.29 (dd, 1H, H-
4),4.25 (m, 1H, All-1b), 4.13 (dd, 1H, H-3"), 4.01 (ddd, 1H, H-5), 2.74 (dd, 1H, H-3.), 2.06,
1.98 (je s, je 3H, COCH3), 1.82 (dd, 1H, H.3,) ppm.

Tatctaz = 4.6 Taiib2 = 5.9, Tatian = 101, Janaseis = 11.3, Tan2.3mms = 8.8, J12 = 3.6, Ja4 = 9.3,
J45=2.6,J56a=5.7,J560=5.6,J56a=0.2,J12>=8.3, ]3> =8.5,J3 4 =3.2, 2J3ax”,H3eq” =13.2,
Viacig = 12.5, Jseqa = 4.6 Hz,

3C-NMR (100 MHz, D): 8 = 129.65 (CHay1), 121.02 (CHa-ay1), 103.85 (C-17), 102.13 (C-1),
77.21 (C-3°), 75.11 (C-4), 54. 49 (OCH,) 38.72 (C-3>), 21.21, 20.49 (je COCH;) ppm.

Aufgrund der Komplexitét der Spektren und der geringen Substanzmenge war die Zuordnung
der fehlenden Signale im "H-NMR und im *C-NMR nicht méglich. Die Strukturaufklirung

ist aber aufgrund der Zuordnung der charakteristischen Signale gesichert.

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-L-arabinoso-2-nonulopyranosylonséure)-(2-3)-(8-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-(2-acetamido-2-desoxy)-a-D-glucopyranosid (89)

60 mg (230 umol) a-All-GlcNAc werden zusammen mit 15 mg (50umol) pNP-Gal in 1 ml
Tris-HCI-Puffer (100 mmol, 0.02 % BSA, pH = 7.5) gelost und mit 100 pl Galactosidase aus
Bacillus circulans versetzt. Bei 23° C wird das Reaktionsgemisch fiir 36 Std. inkubiert. Die

Bildung des Disaccharids wird diinnschichtchromatographisch verfolgt (Eluens:
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BuOH:HOAc:H,O = 5:2:2). AnschlieBend werden der Lésung 10 mg (27 umol) pNP-
Hept5Ac und 200 pl Enzymlosung (Trans-Sialidase, entsprechend 200 pg) zugegeben und die
weitere Inkubation erfolgt fiir 12 Std. Nach einer diinnschichtchromatographischen Kontrolle
der Reaktionslosung (Eluens: BuOH:HOACc:H,O 5:2:2) wird die Reaktion durch die Zugabe
von 2 ml EtOH abgebrochen. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand lyophillisiert und
tiber eine RP-18 Sdule (Eluens HO) vorgereinigt. AnschlieBend wird das Produkt
gelpermeationschromatographisch (Biogel P-2, Eluens H,O) gereinigt. Das Produkt wird in
einer Auswage von 1.8 mg (2.7 umol) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute 10 % bezogen

auf pNP-Hept5SAc.

C2(,H42N2017 (654.3) HO COOH OH OH
(0}
farbloser amorpher Feststoff AcHNw\ O%\ OHO
HO AcHN
R¢=0.13 (BuOH:HOAC:H,0 = 5:2:2) oH on OAIl

MALDI-Tof (DHB, positive mode): m/z = 688.6 [M+Na]"

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 6.08 (dddd, 1H, All-2), 5.57 (dd, 1H, All-3w), 5.46 (dd, 1H,
All-34ans) 447 (d, 1H, H-1"), 441 (d, 1 H, H-1), 438-4.35 (m, 1H, All-1a), 431 (dd, 1H, H-
4), 424 (m, 1H, All-1b), 4.16 (dd, 1H, H-3"), 4.11 (ddd ~ dt, 1H, H-5), 2.76 (dd, 1H, H-3),
2.03, 1.99 (je s, je 3H, COCH), 1.79 (dd, 1H, H.34) ppm.

Tan-ta2 = 4.9 Janiv2 = 5.8, Tairtan = 10.2, Jan2seis = 111, Jan2seans = 8.3, J12= 3.5, 134 = 9.3,
Jas=2.4,J56a=5.6, 560 =5.9,J56a=6.4,J1>2>=8.5,Jr3 =8.2,J3 4 =3.3, 2J3ax”,H3eq” =134,
T = 12.7, Treqs = 4.8 Hz,

PC-NMR (100 MHz, D,): 8 = 128.22 (CHany1), 122.24 (CHy.qny1), 103.44 (C-17), 102.39 (C-1),
76.99 (C-3°), 75.54 (C-4), 54.91 (OCH,) 38.56 (C-3"), 21.10, 20.22 (je COCHs) ppm.

Aufgrund der Komplexitét der Spektren und der geringen Substanzmenge war die Zuordnung
der fehlenden Signale im "H-NMR und im C-NMR nicht méglich. Die Strukturaufklirung

ist aber aufgrund der Zuordnung der charakteristischen Signale gesichert.
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Enzympréaparation fiir die NMR-Experimente

Fiir die STD-Experimente wird eine deuterierte Pufferlosung hergestellt (PBS, 100 mmol
NaCl in D,O pH = 7.5). Das Enzym wird 3 Stunden gegen den deuterierten Puffer dialysiert
(QuixSep Micro Dialyzer 1ml Dialysekammer) und anschlieBend zur Entsalzung auf eine PD-
10 Sédule (Fa. Amersham) gegeben. Als Eluens dient der deuterierte PBS-Puffer. Fraktionen
von 5 Tropfen werden gesammelt und der Proteingehalt wird anschlieBend nach Bradford

bestimmt.'®

NMR-STD-Experimente

Die STD-NMR-Spektren sind bei 5° C an einem 500 MHz Spektrometer der Fa. Bruker
durchgefiihrt worden. Dieses Spektrometer verfiigt iiber einen dreifachen Resonanz-
Probenkopf mit inkorperierten Gradienten in der z-Achse. Die Proben beinhalten 15 uM
Enzym und jeweils 5 mM des entsprechenden Substrats. Fiir die Aufnahme der STD-Spektren
wird eine 1D Pulssequenz mit einem T, Filter benutzt. Die on-resonance Bestrahlung wird
bei —1 ppm und die off-resonance Bestrahlung bei 20 ppm angeregt. Die Strahlung wird mit
einem 50 Gaussian Puls mit 1 % Abweichung erzeugt, dauert jeweils 49 ms und wird um 1
ms verzogert, so dass eine Gesamtséttigungszeit von 2 s resultiert. Die Zeitspanne des Ti,
Filter ist 15 ms. Die STD-NMR-Spektren werden mit 1536 Scans aufgenommen. Dazu
werden 32 Dummy-scans aufgenommen, um die Gleichge-wichtseinstellung der Probe zu
ermoglichen. Die Spektralbreite ist 5 kHz mit 32768 Datenpunkte. Die Referenzspektren

werden unter den gleichen Bedingungen mit 768 Scans aufgenommen.

Um die GroBe des STD-Effektes zu bestimmen, wird die Signalintensitdt des STD mit der
Intensitét des Refernzspektrums verrechnet. Ein 100 %iger STD-Effekt wiirde auftreten, wenn
Referenz- und STD-Spektren gleich wiren. Fiir das Epitop-Mapping wird dieser Effekt auf
das stirkste STD-Signal des Liganden auf 100 % normiert.

Messungen zur Kinetik

Zur Bestimmung der Umsatzraten werden 5 mM Substrat mit 15 uM Enzym bei 5° C unter
NMR Bedingungen in deuteriertem PBS-Puffer umgesetzt. Dabei werden alle 2.16 min ein
1D 'H-Spektrum mit 32 Scans und 8 Dummy Scans an einem 250 MHz Spektrometer (Fa.

Bruker) aufgenommen. Die Geriteeinstellung sind die gleichen wie bei den STD-
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Eyperimenten Die resultierenden Daten werden durch die abnehmende Signalintensitit fiir

isolierte Signale der entsprechenden Donorsubstrate aufgenommen.
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4-(Dimethylamino)-pyridin [T]

Aceton [F, Xi]
Acetonitril [F, T]
Acetylchlorid [F, C]
Benzol [F, T]
Benzyltriethylammonium-
chlorid [Xi]
Bortrifluorid Etherat [T]
Chloroform [Xn]
Dichlormethan [Xn]
Dimethylsulfoxid [Xi]
Essigsdure [C]
Essigsdureanhydrid [C]
Ethanol [F]

Ethylacetat [F, Xn]
Methanol[F, T]
Methylumbelliferon [Xi]

N-Acetylneuraminsiure

Natriumcyanoborhydrid [F, C]

Natriumhydroxid [C]
Natriummethanolat [F, C]
Natriumperiodat [O]
n-Butanol [Xn]
Oxalessigsdure [C]
Petrolether 50-70 [F, Xn]
p-Nitrophenol [Xn]
p-Toluolsulfonsiure-
Monohydrat [Xi]

Pyridin [F, Xn]
Salzsdure [C]

Schwefelsdure [C]

R 25-36/38

R 11-36-66-67

R 11-23/24/25

R 11-14-34

R 45-11-48/23/24/25
R 22

R 20/22-34-48/23-52
R 22-38-40-48/10/22
R 40

R 36/38

R 10-35

R 10-34

R 11

R 11-36-66-67

R 11-23/24/25-39

R 36/37/38

R 15-32-34

R 45

R 11-14-34

R 8

R 10-20

R 34

R 11-52/53-65
R 20/21/22-33
R 36-37-38

R 11-20/21/22
R 34-37
R 35

S 37-45

S 9-16-26

S 16-27-45
S 9-16-26-45
S 53-45

S 24/25

S 8-26-36/37/39-45-61
S 36/37

S 23.2-24/25-36/37

S 26

S 23.2-26-45

S 26-45

S 7-16

S 16-26-33

S 7-16-36/37-45

S 26-36

S 22-24/25

S 26-36/37/39-43-45
S 26-37/39-45

S 8-26-43.6-45

S 17

S 16

S 26-45-36/37/39

S 9-16-23.2-24-33-62
S 28.1

S 27-37

S 26-28.1
S 26-36/37/39-45
S-26-30-45
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Tetrabutylammonium-
hydrogensulfat [Xn]

Toluol [F, Xn]
Trimethylorthoacetat [F, Xi]
Triphenylmethylchlorid [C]
Vinylacetat [F]

R 22

R 11-20

R 11-36/38
R 34

R 11

S 16-25-29-33

S 9-16

S 26-36/37/39-45
S 16-23.2-29-33
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