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Einleitung

1. Einleitung

Die Kohlenhydrate stellen unter der enormen Vielfalt der Substanzen, neben den
Lipiden, Proteinen und Nukleinsauren eine der vier gro3en Naturstoffklassen dar, die
die gesamte Biomasse unserer Erde ausmachen. ["?° Kohlenhydrate sind von
malgeblicher Relevanz fur alle Organismen, wobei ihnen auch hier wiederum eine
beeindruckende Varianz an Aufgaben zuteil wird. Auf den ersten Blick triviale
Eigenschaften wie die Bildung von Gerustsubstanz fir wirbellose Tiere,
Mikroorganismen und Pflanzen werden von Kohlenhydraten in polymorpher
Auspragung (Cellulose, Chitin, Proteoglycane) geleistet. An dieser Stelle zeigt sich
im Besonderen, dass Polymere auf Kohlenhydratbasis enormen physischen
Anforderungen standhalten kdénnen. Weiterhin fallt ihnen als Energietrager eine
zentrale Bedeutung zu, indem sie fur zahlreiche Organismen in Form von kurz-,
mittel- und langkettige = Kohlenhydratspezies  (Starke, Glycogen), die
Energieversorgung leisten. Auch das Grundgerust der RNA, respektive DNA werden
von dieser beinahe universell verwendbar anmutenden Substanzklasse gebildet.

Aber auch komplexere und filigranere Aufgaben werden von Saccharidderivaten in
Form von komplexen Glycoproteinen oder Glycolipiden in nahezu allen Zellen
geleistet. Dazu gehoren Prozesse wie das Vermitteln von interzellularer
Kommunikation, **® die Adhasion von Viren und Bakterien,”® die Ingression von
Toxinen © aber auch das Initialisieren zellinterner Ablaufe durch Enzyme und

Hormone.

Die Uberaus komplexen Wirk- und Funktionsweisen von Glycokonjugaten bieten
weitreichende Moglichkeiten des Eingriffs in biologische Prozesse. Gleichzeitig stellt
sich die Herausforderung, durch die Synthese naturidentischer Strukturen zur
Aufklarung biologischer Zusammenhange beizutragen, um schlieBlich Einfluss auf
biologische und insbesondere pathologische Vorgange zu nehmen.

Von ebenso groRem Interesse ist aber auch der Aufbau von neuen Derivaten, die auf
Saccharidstrukturen basieren. Hier reichen die Einsatzorte von der Pharmazie Uber
die Nahrungsmittelindustrie bis in die Baustoffindustrie, die sich allesamt sowohl die
Verflgbarkeit als auch die breite Anwendbarkeit der Kohlenhydrate zunutze machen.
Von zentralem Interesse sind hier neuartige Zielsubstanzen oder Strukturen, die in
ihren Eigenschaften herausragende Fahigkeiten haben. Die Grundlagenforschung

stellt hier einen nicht zu unterschatzenden Bereich dar, der zu neuen Strukturen und
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Einleitung

optimierten Methoden in so manchen Synthesebereichen fuhrt. Selbst wenn sich die
Strukturen zum momentanen Zeitpunkt einer pragmatischen Verwendung noch
verschlieBen mogen, so kann ihnen in der Zukunft unter anderen Aspekten eine
hohe Bedeutung zukommen.

Wie auch immer ein Zielmolekll geartet ist, so ist und bleibt die Synthese von
Kohlenhydratstrukturen von hohem Interesse, sowie auch die VergroRerung des
Potenzials an Synthesemethoden. In den vergangenen Jahren haben mehr und
mehr enzymatische Synthesetechniken Einzug in die Kohlenhydratchemie
gefunden.'" Vor dem Hintergrund einer komplexen Schutzgruppenstrategie, die
bei der klassischen Synthese von Oligosacchariden unabdingbar ist und in diesem
Zusammenhang zwangslaufig zu geringen Ausbeuten bei vielstufigen Synthese
fuhren, erschliel3en sich durch Einsatz von Hydrolasen und Transferasen neue und
effiziente Madglichkeiten beim Aufbau von Saccharidderivaten unter Umgehung der
Widrigkeiten der klassischen Methoden. Unterstitzung wird hier dem
Kohlenhydratchemiker durch die Fortschritte der Biochemie und Molekularbiologie
zuteil.

Die Klonierung von Enzymen und deren Expression in Mikroorganismen wie
Eschericha coli, die mittlerweile auch im technischen Malistab mdéglich sind, haben
enzymatischen Synthesen zu einer echten Alternativen beim Aufbau von komplexen
Saccharidstrukturen werden lassen.

Zwar hat die klassische Synthese beim Aufbau von komplexen
Kohlenhydratstrukturen nicht an Bedeutung verloren, aber sie wird doch zunehmend
durch enzymatische Methoden erganzt. So sind nach wie vor Optimierung von
Glycosylierungverfahren und effiziente Schutzgruppentechnik ein  wichtiger
Bestandteil der Kohlenhydratchemie an der auch enzymatische Synthesen

partizipieren um beispielsweise Donoren mit guten Abgangsgruppen bereitzustellen.
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Einleitung

1.1 Allgemeines zur enzymatischen Synthese

1.1.1 Glycosyltransferasen

Den  Glycosyltransferasen  obliegt in  vivo der Aufbau  komplexer
Heterooligosaccharidstrukturen. '? Es wird zwischen den Leloir und Nicht-Leloir-
Transferasen differenziert. Die Synthese von N- und O-Glycoproteine sowie anderen
Glycokonjugaten werden im Saugetier Metabolismus von Leloir-Transferasen
Ubernommen. Glycosyldonoren der Leloir-Transferasen sind Nucleosiddiphosphate,
wahrend Nicht-Leloir-Transferasen Glycophosphate bendtigen (Abb. 1).

Die Moglichkeit, hoch spezifische Oligosaccharide zu synthetisieren ergibt sich durch
den Einsatz der so genannten Leloir-Transferasen. ['* Diese Transferasen sind in der
Lage, Zuckermolekille sowohl stereo- als auch regioselektiv auf einen Akzeptor zu

ibertragen.!'!

(@]
(HO)m% Glycosyltransferase HO)m% %

O—AG
. OR
aktiviertes o
Monosaccharid HO_AG Disaccharid oder
(Donor) (HO); (Oligo +1) saccharid

OX
Mono- oder

Oligosaccharid
(Akzeptor)

Transferasen
Pfad

Leloir %—o O Base

Austrittsgruppe (AG)

X =H, Zucker

®= Phosphat nicht-Leloir %—@

HO OH

Abb. 1 Saccharidsynthese mit Leloir sowie Nicht-Leloir-Transferasen
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Einleitung

Obwohl Transferasen substratspezifisch sind, ist es dennoch mdglich in vitro
modifizierte Donoren auf modifizierte Akzeptoren zu Gbertragen, was den Zugang zu
einer enormen Vielfalt an moglichen Produkten eroffnet.

Obwohl transferkatalysierte Glycosylierungen mit relativ. hohen Ausbeuten
verlaufen, " sind nur relativ wenige dieser hdufig membrangebundenen Proteine
kommerziell verfigbar. Allerdings wird durch groRe Fortschritte in der Gentechnik
und der Klonierung die Verfugbarkeit synthetisch nutzbarer, rekombinanter
Glycosyltransferasen erhoht. Die Anwendungsbreite und auch die absolute
AnsatzgrolRe ist sowohl durch die Verfugbarkeit der Nucleotidsaccharid-Donoren als

auch durch die Cosubstrate eingeschrankt.

1.1.2 Glycosylhydrolasen

Glycosylhydrolasen oder auch Glycosidasen (EC 3.2), sind in vivo ubiquitar
anzutreffende und Uberaus bedeutende Enzyme, die sowohl Oligo- und
Polysaccharide zu ihren entsprechenden Monomeren, als auch Glycokonjugate an
deren spezifischen Bindungsstelle zwischen Saccharid und Aglycon hydrolysieren.
Vom relativ simplen Starkeabbau, bis zum komplexen Glycoprotein-Trimming haben
damit Glycosidasen fur alle Organismen essentielle Funktionen.

Abhangig vom spezifischen Wirkmechanismus der einzelnen Glycosidase ergibt sich
eine grundlegende Differenzierung in zwei Klassen: exo-Glycosidasen beginnen bei
einem Polysaccharid mit dessen Spaltung vom nichtreduzierenden Ende her,
wahrend endo-Glycosidasen ein adaquates Substrat entlang der Polysaccharidkette,
auch von einem zentralen Punkt spalten."™ In der enzymatischen
Oligosaccharidsynthese werden Uberwiegend exo-Glycosidasen eingesetzt, die unter
Retention der anomeren Konfiguration das Donorsubstrat hydrolysieren.

Fir das fundamentale Verstandnis der Kkatalytischen Eigenschaften von
Glycosidasen sind sowohl Aufklarung des Mechanismus, als auch der
Reaktionsverlauf am aktiven Zentrum unabdingbar und dies ist seit Jahrzehnten
Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten.

Uber 60 Jahre lang, wurde sowohl die Enzymspezifitat als auch die Enzymaktivitat
mit dem ,Schlissel-Schloss-Prinzip“ erklart, das dem, von Emil Fischer postulierten
Konzept zugrunde liegt. '"! Sukzessive traten jedoch Widerspriiche auf, die mit dem
bis dato bekannten Konzept nicht in Einklang zu bringen waren. So konnte die

nichtkompetitive Inhibierung damit erklart werden, dass ein Inhibitor zwar die
12
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Enzymaktivitat senkt, nicht jedoch die Wechselwirkung zwischen Enzym und
Substrat beeinflusst. Da allein diese Tatsache in ihrer Erklarung nicht dem
~ochlissel-Schloss-Prinzip® genugte, fuhrte es in einer Weiterentwicklung zur
Induced-Fit-Theorie, die das Fischer-Postulat von der Passform (Fit) mit dem
Konzept der Flexibilitit verbindet.'® Diese erweiterte Theorie umfasst die
Komplementaritdt von Enzym und Substrat und flhrt das ,Hand-in-Handschuh-
Konzept® eines innerhalb begrenzter Parameter verformbaren Enzyms ein.
Detaillierte mechanistische Betrachtungen setzen ein dreidimensionales Bild der
Molekulgeometrie am katalytischen Zentrum voraus. Da die Kristallisation zum
Zweck der Strukturbestimmung trotz vieler Bemihungen bei der Mehrheit der
Enzyme bisher nicht gelungen ist, basieren viele reaktionsmechanistische
Betrachtungen von Glycosidasen auf indirekten Erlauterungen wie Inhibitions- und
Kinetikexperimenten.  Mechanistische Betrachtungen, die sich nicht an
letztgenannten Kriterien orientieren, basieren auf der Kristallstrukturanalyse des
Hihnerei-Lysozyms, die durch Phillips et al. durchgefiihrt wurde. ['® Den Ergebnisse
entsprechend erfolgt die enzymatische Glycosidhydrolyse analog der
saurekatalysierten Hydrolyse.

Den Anfang der Glycosidhydrolyse macht die katalytisch wirkende Carboxylgruppe
im aktiven Zentrum des Enzyms, die das Glycosid protoniert. Anschlielend
stabilisiert eine Carboxylatgruppe auf der gegenuberliegenden Seite der
Zuckerringebene den vorangegangen generierten cyclischen, Oxocarbenium-artigen
Ubergangszustand unter Bildung einer kovalenten Bindung, bei einhergehender
Inversion der Konfiguration am anomeren Kohlenstoffatom. Im abschlielenden
Hydrolyseschritt wird das Saccharid durch den nukleophilen Angriff eines

Wassermolekuls vom aktiven Zentrum des Enzyms abgeldst. (Abb. 2)
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Abb. 2 Enzymatische Glycosidhydrolyse nach Phillips et al.

Zur Nutzung der Glycosidaseaktivitat fir Glycosidsynthesen sind zwei Prinzipien
anwendbar (Abb. 3): bei der Reversen Hydrolyse wird unter den Bedingungen der
thermodynamischen  Kontrolle, die Uber die Temperatur oder die
Akzeptorkonzentration gesteuert wird, das Reaktionsgleichgewicht maximal weit auf

die Seite der Kondensationsprodukte verschoben.
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Alternativ kann man sich der Transglycosylierung bedienen. Hierbei handelt es sich
um eine kinetisch kontrollierte Reaktion, bei der ein aktivierter Glycosyldonor mit

einer guten Austrittsgruppe unabdingbar ist.
oy L

X
@\ H>O

A

X

OH

-XH|| ROH
sy
OR
o
X = anomere Austrittsgruppen:
pNP-0O, F, CgH5N-O, Zuckerrest,
R = Aglycone: aromatisch, aliphatisch
Hydrolase oder Zuckerrest Monosaccharidreste

Abb. 3 Hydrolyse, Reverse Hydrolyse, Transglycosylierung

Der Donor wird bei Ausbildung des Enzym-Substrat-Komplexes in die reaktive

Spezies uberfuhrt, die wiederum nucleophil vom Akzeptorsubstrat angegriffen wird.

Glycosidasen haben den grof3en Vorteil, da sie leicht handhabbar sind und im
Gegensatz zu den Transferasen keine Kofaktoren brauchen. Sie besitzen eine gute
bis sehr gute Regioselektivitat, und die Kontrolle der absoluten Konfiguration der neu
geknupften Verbindung ist durch Wahl des spezifischen Enzyms (a- oder [3-

Glycosidase) mdglich. Auch sind Glycosidasen relativ leicht zuganglich und
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ausreichend stabil. Aktivierte Zuckereinheiten wie Glycosylfluoride oder
Nitrophenylglycoside, sind kommerziell erhaltlich oder konnen Uber eine geringe Zahl
von Syntheseschritten erhalten werden. Ein zweifelsohne groRer Nachteil ist die
relativ geringe Ausbeute im Gegensatz zu Transferase-katalysierten Reaktionen.
Allerdings lasst sich die Ausbeute haufig durch hohe Edukt-Konzentrationen
erhdhen. Schwieriger gestaltet sich die Frage nach der Aufarbeitung des
Produktgemisches. Wenn neben den Edukten auch noch Produkt-Isomere
entstehen, ist haufig nur eine Trennung nach Polymerisationsgrad (DP) moglich. Die
Trennung von Regioisomeren ist nur Uber aufwendige, chemische Stufen maoglich
und ist demzufolge kein adaquates Mittel fiur die Reindarstellung einer
Zielverbindung. Vielmehr ist hier die Suche nach einer spezifischeren Glycosidase
Erfolg versprechender.

Eine Notwendigkeit bei Transglycosylierungreaktionen ist die Minimierung der
Hydrolyse. Hierzu bietet sich in einigen Fallen das Arbeiten mit organischen
Cosolventien an. ?® Durch die limitierte Wasserldslichkeit von Donorsystemen mit
hydrophoben Abgangsgruppen wie para-Nitrophenol oder anderen, &ahnlich
strukturierten Spezies, bieten Cosolventien die Moglichkeit, einerseits die
Donorkonzentration zu erhdhen und gleichzeitig die Konzentration an
Hydrolyseprodukt zuriickzudrangen, bei dem Wasser als Akzeptor fungiert. '
Analoges gilt selbstverstandlich auch fur Akzeptor-Substrate die nicht oder nur

auBerst schwer wasserldslich sind (Terpenoide, Steroide). %%

1.1.3 Saccharidderivate als Nahrungsmittel-Bestandteile

Der Einfluss von unverdaulichen Oligosacchariden auf die Mikroflora des
Intestinaltraktes des Menschen und verschiedener Saugetiere wurde in zahlreichen
Studien untersucht. **! Diese Oligosaccharide sind im Allgemeinen aus Glucose,
Galactose, oder Fructose-Monomeren aufgebaut. Nach diesen Untersuchungen
zeigten bestimmte Oligosaccharide positive Effekte auf das Wachstum der
erwunschten Bifidobakterien und eine Starkung der Darmflora durch die
Zuruckdrangung pathogene Keime. Aulderdem verringern bestimmte Oligosaccharide
den pH-Wert im Darm durch eine Variation der Zusammensetzung und
Stoffwechselaktivitit der Darmflora. ?*?! Modifizierte Nahrungsmittel, die unter

Beimengung bestimmter, die Gesundheit fordernder Additive auf dem Markt sind
16
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“*

bezeichnet man als ,functional food®. Lebensmittel unter dem Begriff ,functional food
bezeichnen eine Klasse, die nicht nur der Ernahrung dient, sondern auch
gesundheitsfordernde und im besten Fall auch therapeutische Eigenschaften hat. So
werden z.B. Patienten, die unter einer starken Vermehrung von Candida albicans im
Darm leiden, nicht nur mit fungiziden Medikamenten behandelt, sondern es wird auch
eine gezielte Diat angesetzt, die prabiotisch wirksame Zusatze enthalt. In den
Klhlregalen der Supermarkte ist mittlerweile eine groRe Anzahl von Produkten
vertreten, die mit prabiotischen Zusatzen versetzt sind.

Als prabiotisch werden Stoffe bezeichnet, die die fur die Verdauung nutzlichen
Bakterien in ihrem Wachstum unterstutzen. Zwei besonders bekannte Vertreter sind
die Oligofructose und das Inulin. Fir den Menschen sind sowohl die Oligofructose,

als auch das Inulin unverdaulich.

HO OH

Oligofructose: 2<n<6 1 HO "

Inulin:n=30 2 HO
OH

Abb. 4 Oligofructose und Inulin

Fur die Bifidobakterien im Darm sind diese Stoffe aber eine Nahrstoffquelle. Unter
dem sensorischen Aspekt betrachtet, haben diese beiden Stoffe zusatzlich
interessante Eigenschaften, da die Oligofructose leicht sufRlich schmeckt. Noch
interessanter ist Inulin, ?® das bei geringem SiiRgeschmack, beim Einriihren in einen
Joghurt ein Geschmacksgefuhl entwickelt als esse man einen Sahnejoghurt selbst
wenn es sich um einen Magermilchjoghurt handelt.

Ein weiterer Vorteil der prabiotischen Stoffe, ist dal} sie dauerhaft die Darmflora
positiv beeinflussen und daher nicht kontinuierlich Uber die Nahrung zugefuhrt

werden mussen.
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Aber

Lebensmitteln einer Veranderung unterzogen. Theoretisch ware eine bessere

auch mit anderen Zielsetzungen werden Kohlenhydratbestandteile in

Energiebilanz aus den fur Menschen nicht verstoffwechselbaren Polysacchariden wie
Cellulose durch eine enzymatische Vorbehandlung denkbar. Andererseits sind
Substanzen, die suf schmecken, aber nicht kariogen sind, einen geringeren
physiologischen Brennwert und eine ahnliche SuRkraft besitzen wie die klassische
Saccharose, sehr weit verbreitet.

Als Referenz fur Sukraft dient eine Saccharose-Losung. Hat eine Vergleichsldsung
mit einem anderen, si} schmeckenden Stoff bei halber Konzentration die gleiche
SuRkraft, so ist seine eigene, spezifische Sulkraft doppelt so gro} wie die von
Saccharose.

Man Sufstoffen.

Zuckeraustauschstoffe erreichen nicht ganz die SuRkraft der Saccharose. Hierzu

unterscheidet  zwischen  Zuckeraustauschstoffen  und
zahlen Stoffe wie Isomalt (Palatinit®), Mannit und Xylit. Sie werden im Gegensatz zu
Saccharose und Glucose Insulin-unabhangig metabolisiert und sind deshalb fur

Diabetikerernahrung indiziert.

OH OH
HO Q H Q
HO H
OH OH
° o
H OH HO OH
OH

1-O-0-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (GPS)
3

OH
HO H o
HO OH

Mannit
5

Abb. 5 Zuckeraustauschstoffe

1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (GPM)
4

OH
Xylit

Das Isomalt ist eine Mischung, die aus etwa gleichen Anteilen von 1-O-a-D-
Glucopyranosyl-D-sorbit (GPS, Isomaltit) sowie 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit

(GPM) besteht. Isomalt findet als Zuckeraustauschstoff in Kaugummis, Karamell,

18



Einleitung

Marzipan und Nougat-Erzeugnissen Verwendung und ist deshalb eine Interessante
Verbindung zur weiteren Derivatisierung.

Auf der anderen Seite gibt es SuRstoffe, die sehr hohe Sul3kraft besitzen, wie etwa
die Sucralose [1,6-Dichlor-1,6-didesoxy-p-D-fructofuranosyl)-4-chlor-4-desoxy-a-D-
galactopyranosid], die 600mal sufer als Saccharose ist und durch kontrollierte
Behandlung von Saccharose mit Sulfurylchlorid / Pyridin zugénglich ist. *” Auf der
anderen Seite stehen Naturstoffe wie das Osladin, welches einen naturlichen
Sufstoff darstellt und aus dem Rhizom (einem Farn, Polypodium vulgare) gewonnen

werden kann und sogar die 3000fache SiiRkraft von Saccharose erreicht. !

CH, HO
Sy
Hs
o OH
HsC CHs
OH
HO Q
HO 0
o OH
OH 0

' _oH
o)
HO.
HO
cl o)
cl S OH
HO 3

Sucralose Osladin

7 8
Abb. 6 SiRstoffe

Die beiden SuRstoffe 7 und 8 besitzen eine sehr grofl3e Sul3kraft, sind jedoch in ihrem
Metabolismus nicht ganz unbedenklich. Sucralose ist auf dem US-amerikanischen
und kanadischen Markt bereits etabliert und hat auch durchaus positive Wirkung auf
die Zahngesundheit, ** jedoch ist eine Zulassung fiir das Osladin aufgrund seiner
hamolytischen Wirkung eher unwahrscheinlich.

Das Feld der nicht kariogenen Zuckeraustauschstoffe und Suf3stoffe hat bereits eine
beachtliche GroRRe erreicht und stellt neben den prabiotischen Zusatzstoffen, einen
grol3en Marktanteil an den so genannten ,novel food“ Komponenten.

Aber auch ganzlich unverdauliche Zusatzstoffe wie z.B. die Polysaccharide Pektin,

Alginat oder Carrageenan die aus verschiedenen Algenarten gewonnen werden
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finden als Verdickungsmittel, Emulgatoren, Bierklarung (Fallung von Protein) und

Geliermittel Verwendung. %

o]
COOH
Q
HOOC OH HO A
~QHo o
H COOH
Q
HO
HO
o]
R'=COOH, R% = H oder R" = H, R? = COOH - [-n
Alginsaure Pektine
9 10

Abb. 7 Unverdauliche Zusatzstoffe aus Polysacchariden

Sie sind aber auch gerade wegen ihrer Quellfahigkeit als physiologisch nahrwertarme
Flllstoffe zur Unterstutzung von Schlankheitskuren sehr gut geeignet und werden
auch erfolgreich eingesetzt.

Gerade die sukzessiv auftretende Fehlerndhrung, die Zivilisationskrankheiten wie
Adipositas, Verdauungsstérungen und nicht zuletzt Karies férdern, erzeugen auf der
anderen Seite beim Verbraucher das Interesse an gesundheitsfordernden
Nahrungsprodukten, die fur die angesprochene Industrie einen sehr attraktiven und

okonomischen Sektor eroffnen.
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1.2 Galactosidasen
In diesem Abschnitt werden die in der vorliegenden Arbeit zu diskutierenden
Galactosidasen, Akzeptoren und Donoren, sowie das Potential der moglichen

Produkte fiir Nahrungsmittelzusatze im Uberblick diskutiert.

1.2.1 Eingesetzte Galactosidasen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Transgalactosylierungen wurden
sowohl mit a-Galactosidasen als auch mit B-Galactosidasen durchgefuhrt. Fur die a-
Glycosidsynthesen kamen Mutanten rekombinanter Enzyme (Synthasen) primar
unbekannter Spezifitat des Typs RAF-A sowie aGaB zum Einsatz. Bei Galactosidase
aus RAF-A handelt es sich um einen Mutanten der Raffinase, die in der
Zuckerindustrie eingesetzt wird. RAF-A ist ein Enzym, welches seine maximal
Aktivitat bei 37 °C erreicht. Bei der Galactosidase aGaB (Bacillus stearothermophilus
KVE39) handelt es sich um ein thermophiles Enzym, dessen Aktivitat bei 65 °C sein
spezifisches Maximum erreicht. Bei der B-Glycosidsynthese kamen sowohl die
bekannten B-Galactosidasen aus Rinderhoden (Bovine testes), Bacillus circulans,
Aspergillus oryzae als auch die rekombinante p-Galactosidase BgLT unbekannter

Spezifitat aus Thermus thermophilus TH 125 zum Einsatz.

1.2.2 Spezifitat der eingesetzten Galactosidasen im Uberblick

Es wurden B3-Hydrolasen bekannter Spezifitat von Bovine testes, die selektiv 3-(1—3)
verknUpfte Strukturen bilden, sowie Bac. circulans die fur B-(1—4) verknupfte
Spezies Praferenz zeigen und Aspergillus oryzae welche bevorzugt B-(1—6)
galactosylierte Produkte generieren konnen eingesetzt.
Ein Kernpunkt dieser Arbeit ist die Aufklarung der Regiospezifitat der diesbezuglich
unbekannten Enzyme RAF-A, aGaB sowie BgLT. '32

1.2.3 Eingesetzte Akzeptoren

Bei den eingesetzten Akzeptoren handelt es sich um Mono- und Disaccharide. Die
dimeren Akzeptoren sind bereits Nahrungsmittelzusatze oder Intermediate in der
Nahrungsmittelproduktion. Die eingesetzten Akzeptoren sind somit grundsatzlich

lebensmitteltauglich und genugen GRAS (GRAS: ,general regarded as safe). Diese
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Akzeptoren sind: Saccharose (11), Isomalt (Palatinit®) (12), Isomaltulose (13).
Ebenfalls wurden die a-Methylglycopyranoside der Glucose 14, Galactose 15,
Mannose 16 sowie das Allyl-2-acetamido-2-desoxy-a-D-glucopyranosid (17)
eingesetzt (Abb. 8).

11 12 13

OH
OoH HO on OH OH
HO Q Q H 0 HO Q
HO H HO H N
OH OH c _
OMe OMe OMe O_/_
14 15 16 17

Abb. 8 Verwendete Akzeptorsubstrate

1.2.4 Eingesetzte Donoren

Neben den ,naturlichen® Donoren Melibiose (27) fur die a-Galactosidasen und
Lactose (28) fur die B-Galactosidasen kamen auch kommerziell erhaltliche sowie
synthetisch hergestellte Donoren zum Einsatz.

Es wird nicht der Anspruch erhoben, daf3 ein Teil der Donoren fir die Produktion von
Nahrungsmitteln geeignet ist. Vielmehr soll auch untersucht werden, welche Art von
Donoren besonders leistungsfahig sind und sich somit eventuell flr andere
Produktsparten eignen.

Es handelt sich hierbei um verschiedene para-Nitrophenyl (oNP)-Derivate sowie

Glycosylfluoride und 4-Pyridinol-Derivate (18 — 26).
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Abb. 9 Verwendete Donorsubstrate fiir a- und B-Hydrolasen

In der Hinsicht auf eine spatere Verwendung in der Nahrungsmittelindustrie kommt
den Donoren, die keine toxischen Austrittsgruppen besitzen, eine grol’e Bedeutung
zu. Neben den naturlichen Donoren Melibiose und Lactose, kann man auch die
Fluorid-Derivate als tauglich fur Nahrungsmittel ansehen, weil sich das frei werdende

Fluorid mit Calciumionen relativ leicht aus dem Reaktionsansatz entfernen laft.

1.2.5 Nahrungsmittelzusatze durch enzymatische Galactosylierung

Die  Galactooligosaccharide stellen bei der Sondierung prabiotischer
Nahrungsmittelzusitze besonders interessante Spezies dar, P> nachdem
gefunden worden war, dass die Galactooligosaccharide das Wachstum der
Bifidobakterien in ganz besonderem MaRe unterstiitzen und fordern. 363738 pAyg
den vorliegenden Ergebnissen lasst sich zweifelsohne ein grol’es Potential solcher
Galactooligosaccharide ableiten, die schon auf Nahrungsmittel Kohlenhydraten
basieren. Damit durften zahlreiche bereits existenten Mono-, Di- und Trisaccharide
durch eine selektive Galactosylierung, eine potentielle Aufwertung bezuglich ihrer
prabiotischen Eigenschaften erfahren. 394041

Auf dem Wege zu den besagten Produkten, stellt sich die Frage nach dem

Vorgehen, um die gewunschten Zielsubstanzen zu erreichen. Bei der Zielsetzung, fur
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Nahrungsmittel brauchbare Substanzen zu gewinnen, wird der Synthesemethodik
eine besondere Fokussierung zuteil. Eine klassisch organisch-chemische
Galactosylierung scheidet wegen der groRen Anzahl und der Komplexitat der
Reaktionsschritte aus, zumal die Toxizitat der eingesetzten Substanzen (Solventien,
Katalysatoren, Derivate) selbst wenn sie nur in Spuren vorhanden sein sollten, den
gesundheitlichen Nutzen der Zielverbindung in Frage stellen wirden.

Aus dem vorher angefuhrten Grinden ist eine enzymatische Synthese das Mittel der
Wahl, da in vergangenen Jahren Synthesestrategien unter Verwendung von

[42434445] Bej der Beurteilung der vorliegenden

Enzymen etabliert wurden.
Moglichkeiten —Einsatz von Galactosyltransferasen oder Galactosylhydrolasen—
scheiden die Transferasen allein schon wegen der hohen Kosten aus. So sind die

[46]

Galactosylhydrolasen, sofern sie Transferaseeigenschaften zeigen, gerade im

Hinblick auf eine spatere industrielle Anwendung die Enzyme der Wahl.
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

In den vergangen Jahren haben Nahrungsmittelzusatze, angelsachsisch ,food-
additives® und ,food-supplements®, die durch ihre spezifischen Charakteristika die
Eigenschaften des Nahrungsmittels dem sie zugesetzt sind entscheidend verbessern
sollen, erheblich an Bedeutung gewonnen. Die Eigenschaften dieser Stoffe sind sehr
vielfaltig, und reichen von sensorische Verbesserungen der Produkte bis hin zu
gesundheitsfordernden Funktionen.

Gerade auf dem Gebiet der ,functional-food” Produkte, also solchen die
gesundheitsfordernd sind, gab es einige interessante und neue Produkte. Im
Speziellen seien hier Eigenschaften wie bifidogen, prabiotisch und anti-kariogen
angemerkt. Besonders bekannt in diesem Kontext sind Stoffe wie die Oligofructose
und das Inulin.

Prabiotisch wirksame Oligosaccharide bestehen im Allgemeinen aus Glucose-,
Galactose- und Fructoseeinheiten. |hre Besonderheit zeichnet sich in der Variation
der glycosidischen Bindungen aus, die nicht durch intestinale Enzyme gespalten
werden konnen (im Gegensatz zu Oligosacchariden wie zum Beispiel Starke), und
die somit als Nahrungsmittel fur die Darmbakterien dienen konnen. Ein zentraler
Punkt dieser Arbeit ist die Untersuchung neuer Enzyme bezuglich ihrer
Regiospezifitdt und der anschlieRenden enzymatischen Synthese von neuen
Oligosacchariden, die auf Kohlenhydraten basieren, die bereits in Lebensmitteln
Verwendung finden. Zu untersuchen sind a-Galactosidasen wie RAF-A und aGaB,
sowie B-Galactosidasen aus BgLT hinsichtlich |hrer Regiospezifitdt. Dartberhinaus
werden auch B-Galactosidasen aus Rinderhoden (Bovine testes), Bacillus circulans
und Aspergillus oryzae eingesetzt, die bezlglich ihrer Regiospezifitdt bekannt sind.
Mit diesen Galactosidasen sollen sowohl neue Kohlenhydrate synthetisiert, als auch
bekannte Synthesen optimiert und upscaling (Ansatzvergrofderung) betrieben
werden.

Ein weiterer Punkt betrifft die Synthese und Verwendung neuer Donoren, die die
naturlichen Donoren (Lactose, Melibiose) als mogliche Alternativen erganzen. Im
Zentrum stehen hier vor allem die a-Galactosylfluoride, aber auch para-Nitrophenyl-
glycoside und [-Pyridinylgalactoside sollen bezuglich ihres Donorpotentials

untersucht werden
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3. Synthese von D-Galacto-, D-Fuco-, und L-Arabino-

pyranosyldonoren

In diesem Kapitel wird die Darstellung verschiedener a- und [B-konfigurierter

Donorsubstrate beschrieben.

3.1 Synthese verschiedener Glycosylfluoride

In diesem Abschnitt wird die Synthese sowie die verschiedenen Aspekte beim

Einsatz der Glycosylfluoriddonoren erortert

Neben den verbreitet eingesetzten para-Nitrophenylglycosiden kommt den
Glycosylfluoriden ein stetig steigendes Interesse zu.

Gerade wegen ihrer guten Wasserloslichkeit im Gegensatz zu den
para-Nitrophenylglycosiden und nicht zuletzt wegen der hinreichenden Stabilitat in
wassriger Losung und der guten Fluorid-Abgangsgruppe sind sie geeignete
Donorsubstrate.

Einzig die ursprungliche Synthesemethode der Fluoride, die durch Einwirken von
wasserfreiem Fluorwasserstoff *”! auf den jeweiligen acetylierten Zucker bestand,
barg ein nicht unerhebliches Risiko. Mittlerweile wurde diese Methode durch den
Einsatz von HF /Pyridin-Lésungen substituiert. ¥ (Abb. 10) Ein alternatives
Reagenz zur Darstellung von Glycosylfluoriden stellt DAST (Dimethylamino-
schwefeltrifluourid) dar [*°!. Aber auch durch Behandlung von Glycosylbromiden oder

Chloriden mit Silbertetrafluoroboraten sind Glycosylfluoride zuganglich. P*
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F (wasserfrei)
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Abb. 10 Unterschiedliche Methoden der Galactosylfluoridsynthese

Unter Einsatz von HF / Pyridin bildet sich das thermodynamisch stabile Produkt,
welches im Fall von D-Hexopyranosen das a-Anomer ist. °*!

Glycosylfluoride sind reaktive Spezies, dies gilt besonders wenn sie an ein aktives
Zentrum in einem Enzym gebunden werden. Das ,kleine® Fluorid (Tab. 1) ist

vergleichbar in seinem sterischen Anspruch mit einer Hydroxylgruppe. [51.52]

Element Bindungslange C-X [A]  van der Waals Radius [A]

H 1.09 1.20
O 1.43 1.40
F 1.37 - 1.42 1.35

Tabelle 1 Bindungslangen und van der Waals Radii ausgewahlter Elemente %%

Die Glycosylfluoride sind die einzigen Glycosylhalogenide, die stabil genug sind,
entschitzt in Wasser geldst zu werden, ohne dald ein nennenswerter Teil spontan
hydrolysiert. Fir eine langere Lagerung ist es am Besten, die Fluoride als

per-O-acetylierte Verbindung zu deponieren.
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a-Fluoride sind in wassriger Losung uber Tage stabil, besonders bei niedrigen
Temperaturen. B-Fluoride hingegen sind weniger stabil, das gilt ganz besonders flr
die der Galactose.

Untersuchungen haben gezeigt, dal} beispielsweise das B-D-Glucopyranosylfluorid in
einer 1M NaClO4-Lésung bei 50 °C, eine vierzigfach hohere Hydrolyse als das a-
Anomer zeigt. ®¥ Ebenso hat die Wahl des Puffers einen groRen Einfluss auf die
Stabilitat der Fluoride. Genannt seinen an dieser Stelle stark basische und saure
Puffer, welche merklich die spontane Hydrolyse beschleunigen. *°!

Glycosylfluoride sind aber aufgrund folgender Eigenschaften von ganz besonderer
Bedeutung: Zum einen benétigen sie keine saure Katalyse ®® und zum anderen sind
Fluoride in wassriger Ldsung bereits aktivierte Nucleophile. ®”! Diese beiden
Erkenntnisse waren der Grund fur weitergehende Untersuchungen. Hierbei wurden
verschiedene Glycosidasemutanten, die sich in geringem Male in ihrer spezifischen
Aminosduresequenz unterschieden, mit Glycosylfluoriden umgesetzt. P¥ Im
Mittelpunkt stand hier die Untersuchung des Hydrolyseverhaltens der Mutanten
gegenuber einfachen O-Glycosiden, die eine saure Katalyse bendtigen und
Glycosylfluoriden die keine saure Katalyse bendtigen, zu untersuchen. Findet ein
Aktivitatsverlust zu Ungunsten des Substrats, welches saure Katalyse bendtigt statt,
so wird auf der anderen Seite der Glycosyltransfer fir nicht sauer katalysierten (z.B.

Glycosylfluoride) Substrattransfer verbessert. ¢!

Fur die Wahl von Fluorid-Donoren in der enzymatischen Synthese sprechen mehrere
Faktoren. Glycosylfluoride sind verhaltnismaRig leicht darzustellen gut wasserléslich
und sind im Gegensatz zu den oft verwendeten para-Nitrophenylglycosiden
toxikologisch weit weniger bedenklich. Bei der Darstellung der Fluoride wurde
zunachst auf eine literaturbekannte Synthese zurickgegriffen (Abb. 11). Hierbei wird
das peracetylierte a-D-Galactopyranosylchlorid mit Silbertetrafluoroborat in
trockenem Diethylether mit HF / Pyridin, zum das Tetra-O-acetyl-a-fluorid der
Galactose 30 umgesetzt. ®"! Leider konnten nur sehr geringe Ausbeuten von 41 %

auf der vorletzten Stufe erreicht werden.
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Abb. 11 Ein méglicher Syntheseweg zur Darstellung von a-Galactopyranosylfluorid

Dieser Syntheseweg ist wegen der Gesamtausbeute Uber drei Stufen nicht der
gunstigste. Somit schied auch der Weg Uber das a-Bromid aus, da hier ahnliche
Unwegsamkeiten in Aussicht standen. *? Um das Schutzgruppen-freie Fluorid 18 in
guten Ausbeuten zu erhalten und unter Umgehung labiler Zwischenprodukte, wird
auf eine Methode von Sharma und Eby zuriickgegriffen. ®® Die vorangehende
Acetylierung der Galactose sollte mit Essigsaureanhydrid und Natriumacetat
erfolgen, da hier nach Kristallisation ausschlieRlich das B-Acetat erhalten wird, was
sich wiederum im weiteren Vorgehen positiv auf die Gesamtausbeute des a-Fluorids
auswirkt. Allerdings wird auch die ursprungliche Methode variiert, in der die
per-O-actylierte Verbindung in Methylenchlorid / Toluol geldst und erst im Anschluss
mit der HF / Pyridin Lésung versetzt wird. Vielmehr wird das Edukt direkt in dem
Fluorierungsmittel gelést und 3 h bei Raumtemperatur unter Luftausschluss geruhrt
(Abb. 11). Dieses Vorgehen fuhrt zu besseren Ausbeuten, die circa 10 - 15 % Uber

denen der ursprunglichen Methode liegen.
OAC OAc HO  oH
0
HF / Pyridin MeOH /NaOMe_ o
90 % 86 % OH £
18

Abb. 12 Effizienteste Methode der a-Galactosylfluorid-Synthese
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Das per-O-acetylierte Fluorid 30 konnte bei Einsatz der eigenen Methode in sehr
guten Ausbeuten von 90 % isoliert werden. Es wurde ausschliel3lich das
thermodynamisch  bevorzugte  a-Fluorid  erhalten.  Signifikant ist das
Aufspaltungsmuster der H-1 und H-2 Protonen der fluorierten Verbindung, mit einer
charakteristischen 2Jy..-Kopplung von ca. 55 Hz bzw. einer *Jy.-Kopplung von ca.
24 Hz. 14

Galactosylfluorid

_—2930.10
——2927.26
_/—2876.82
——2873.98
_/—2766.48
——2764.27
_/—2690.18
——2687.03

_—2679.46
——2676.31

23.9 Hz Snr

N
[
T
N

| 109Hz

Abb. 13 Ausschnitt aus dem 'H-NMR des per-O-acetylierten a-Galactosylfluorids 30

Auf dem gleichen Wege sind auch die Fluoride der D-Fucose 21 als 6-Desoxy
Analogon der D-Galactose, sowie auch der L-Arabinose 24 als Pentose-Analogon der
D-Fucose respektive D-Galactose zuganglich.

Auch bei diesen Synthesen wird ausschlieRlich das thermodynamisch stabilisierte
Produkt in Form des per-O-acetylierten a-Fucosylfluorids 37 beziehungsweise
B-Arabinosylfluorids 39 in Ausbeuten von 69 % beziehungsweise 67 % erhalten.
(Abb. 14)
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Abb. 14 Synthese des D-Fucosyl- 21 bzw. L-Arabinosylfluorids 24.

Die Deacetylierung der Fluoride wird fur alle per-O-acetylierten Glycosylfluoride in
methanolischer Methanolat-Losung bei pH = 8 mit Ausbeuten von 86 — 89 %
durchgefuhrt. Es hat sich gezeigt, dass die nach der Deacetylierung resultierenden,
sehr festen, amorphen, farblosen Feststoffe sich wesentlich besser handhaben
lassen, wenn sie kurz in kaltem Wasser aufgenommen und abschliel3end lyophilisiert
werden.

Die ungeschitzten Glycosylfluoride sind unter Feuchtigkeitsausschluss bei -20 °C
einige Wochen haltbar. Sicherer ist die Lagerung der acetylierten Fluoride, die je

nach Bedarf in kleineren Mengen deacetyliert werden sollten.

3.2 Synthese verschiedener para-Nitrophenyl-Donoren
Nitrophenylglycoside werden in der enzymatischen Synthese haufig eingesetzt.
Allerdings sind pNP-Glycoside relativ schlecht wasserléslich, und das freiwerdende
para-Nitrophenol ist vom Produktgemisch nach erfolgter enzymatischer Reaktion nur
durch Extraktion mit Essigester abtrennbar. Vor allem ist die Toxizitat der
Austrittsgruppe mit dem Ziel, die dargestellten Strukturen fir Nahrungsmittel
zuganglich zu machen, nur bedingt vereinbar.

Allerdings steht dem gegenuber, dass das para-Nitrophenylaglycon eine sehr gute
Austrittsgruppe darstellt und pNP-Glycoside bei vielen Hydrolasen-vermittelten
Reaktionen, gute bis sehr gute Ausbeuten aufweisen. Weiterhin lasst sich die

betreffende Reaktion durch die intensive Farbe des freiwerdenden para-Nitrophenols

31



Theoretischer Teil

photometrisch gut verfolgen, um so bei Bedarf essentielle Rlckschlisse auf die
Kinetik der Reaktion zuzulassen.

Somit sind die para-Nitrophenylglycoside wertvolle Donorsubstrate bei der
Untersuchung neuer Hydrolasen und deren Donorspezifitdt. Das a-pNP-
Galactosid (19) ist kommerziell verfugbar, allerdings relativ teuer. Somit stellte sich
die Frage nach einer moglichst schnellen und preiswerten Synthese.

Das a-pNP-Anomer ist aus dem peracetylierten Glycosylhalogenid nicht durch
Phasentransferkatalyse ®*! oder Koenigs-Knorr Reaktion °®! zugénglich ist, da diese
Reaktionstypen ausschlieRlich das kinetisch begulnstigte B-Produkt bilden. Da auch
eine Fischer-Glycosylierung bisher nicht zur Lésung des Problems beitragen konnte,
scheint die Trichloracetimidat-Methode nach R.R.Schmidt et al. Vviel
versprechend. " Als wichtig bleibt noch zu erwahnen, daR die angestrebten 1,2-cis-
Glycoside ausschlieBlich durch Einsatz nicht nachbargruppenaktiver Substituenten
wie z.B. Benzylgruppen erreicht werden kdnnen. Im Falle von Nachbargruppen mit

einer Acylgruppe werden 1,2-trans-Produkte gebildet.

- > \ — RO*H, OR
JO % -X S) 0 Q@ 5 (e}
HaC—\ HSCJ\ % H3CJ\
(0] O HsC (0]
X=Cl,Br

Abb. 15 Mechanismus der Koenigs-Knorr-Reaktion unter Beteiligung eines nachbargruppenaktiven

Substituenten

Fuir die erste Synthesesequenz wird die Trichloracetimidat-Methode nach
R. R. Schmidt angewandt um das a-pNP-Galactosid zu synthetisieren. Durch den
Einsatz unterschiedlich starker Basen lassen sich selektiv a- oder B-Imidate
herstellen. ®®  Das thermodynamisch begiinstigte a-lmidat I&sst sich unter
Verwendung starker Basen wie Natriumhydrid oder 1,8 Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-
en (DBU) darstellen, wahrend sich das fur den vorliegenden Fall bendtigte B-Imidat
durch die schwache Base Kaliumcarbonat unter kinetischer Reaktionskontrolle

formiert.
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Abb. 16 Prinzipieller mechanistischer Ablauf der Trichloracetimidat-Methode

Um die 1-Position der Galactose zu einem spateren Zeitpunkt fur die
Trichloracetimidat-Gruppe frei zu bekommen war es notwendig, ein temporares
Glycosid zu synthetisieren. Diese sollte hinreichend robust sein und eine
anschliellende Benzylierung mit Natriumhydrid Uberstehen, und sich dann milde
entfernen zu lassen. So fiel die Wahl auf das Allylglycosid 40 welches durch Ldsen
der Galactose 33 in Allylalkohol unter Zugabe von katalytischen Mengen BF3;*Et,O
und anschlielfendem Refluxieren bei 120 °C fur 2 Stunden mit 81 % Ausbeute
zuganglich ist. %% (Abb. 17)

HO OH HO OH
Q 0
HO Allylalkohol .
OH ™oH BF; * Et,0, 2h, 120 °C OH o—/:
81 %
33 40

Abb. 17 Allylgalactosidsynthese

Im weiteren Verlauf wird das erhaltene Allylgalactosid 40 in DMF mit Natriumhydrid
und Benzylchlorid in Ausbeuten von 63 % perbenzyliert. Um schlieBlich das Allyl-
Aglycon abzuspalten, wird das Edukt 41 im ersten Schritt in DMSO gelést und mit
Kalium-tert-butylat versetzt wobei eine Allyl-Propenylumlagerung auftritt. Im zweiten
Schritt wird mit HCI in Aceton zum 1-OH freien 2,3,4,6 Tetra-O-benzylgalactosid 42

mit 45 % Ausbeute umgesetzt. "]
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Abb. 18 Darstellung des 1-OH freien Tetra-O-benzylgalactosids 42

Die so erhaltene tetra-O-benzylierte Galactose 42 mit freier anomerer OH-Gruppe
wird mit Kaliumcarbonat und Trichloracetonitril in absolutem Methylenchlorid unter
Argon Uber 2 Stunden zum B-Trichloracetimidat 43 in Ausbeuten von 56 %
umgesetzt. " Hilfreich bei der Aufarbeitung des Imidats 43 ist, daR das erstrebte B-
Produkt ausgezeichnet aus Diethylether / Pentan kristallisiert. Diese Tatsache macht
somit eine unter Umstanden diffizile Trennung des empfindlichen Imidats vom in

geringen Mengen parallel entstandenen a-Produkt 44 Uberfllssig.

BnO BnO BnO

OBn OBn OBn
Q Q °
BnO CIsCCN/KCO3 g4 O—c=NH + BNO
OBn H,Cl OBn | OB
OH CH,Cl, 56 % CCls , O~Cc=NH
geringe Mengen |
o 43 44 CCl3

Abb. 19 Trichloracetimidatsynthese mit nachbargruppeninaktiven Substituenten

In der Folge wird das B-Imidat 43 mit TMS-Triflat und para-Nitrophenol mit 75 % zum
gewiinschten, perbenzylierten a-pNP-Galactosid 44 umgesetzt, 2 welches nach
Abspaltung der Benzylgruppen mit Pd / C und Wasserstoff das a-pNP-Galactosid 19
mit 85 % Ausbeute ergibt. 37
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OBn OBn
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I
44
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Abb. 20 Synthese des a-pNP-Galactosids 19

Das auf diesem Wege erhaltene pNP-Galactosid 19 lasst sich hervorragend als
Donorsubstrat fir a-Hydrolasen verwenden. Auf dem gleichen Weg sind sicher auch
pNP-D-Fuco- und pNP-L-Arabinoglycoside zuganglich. Allerdings ist der gesamte
Syntheseweg aufwendig und fuhrt Uber die funf Stufen nur zu einer Gesamtausbeute
von ca. 15 %.

Da die Ausbeute von 15 % Uber funf Stufen nicht zufrieden stellend war, wurde nach
einem einfacheren und schnelleren Weg gesucht, die gewlnschten a-pNP-Glycoside
zuganglich zu machen.

Es bedarf grundsatzlich der thermodynamischen Reaktionskontrolle um a-Glycoside
zu synthetisieren. Dies flhrte schliellich zu der Idee, auf eine andere
literaturbekannte Methode zurlickzureifen. Beschrieben ist die Umsetzung der,
per-O-acetylierten Galactose mit para-Nitrophenol in Gegenwart eines Uberschusses
an Bortrifluorid-Etherat I’ oder Zinntetrachlorid [’® wobei hauptséchlich das a-pNP-
Galactosid entsteht. Diese Methode konnte erfolgreich auf die Acetate der D-Fucose

und L-Arabinose Ubertragen werden. (Abb. 21)
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Abb. 21 Ausbeuteoptimierte Synthese der pNP-Glycoside

Die im Unterschuss entstehenden Nebenprodukte lassen sich chromatographisch an
Kieselgel vom Hauptprodukt separieren. Nach erfolgter Trennung des
Anomerengemisches werden nach Deacetylierung die para-Nitrophenylglycoside der
D-Galactose 19, D-Fucose 22 sowie L-Arabinose 25 erhalten.

Diese letztere Methode ist erstaunlich simpel und bis auf das Hindernis der
Anomerentrennung nutzlich, um schnell und preiswert a-pNP-Glycoside zuganglich

ZU machen.

3.3 Synthesen verschiedener para-Hydroxypyridinyl-Donoren

Auf der Suche nach neuen Donorsubstraten fir Hydrolasen gehdren Faktoren wie
gute Transfereigenschaften und gute Wasserloslichkeit zu den bedeutenden
Eigenschaften. Aus diesem Grund fiel ein  Augenmerk auf die
p-Hydroxypyridinylglycoside, weil die Hydroxypyridinyl-Gruppe bessere
Wasserloslichkeit als die para-Nitrophenyl-Gruppe aufweist und Fukase et al. bereits
1999 zeigten, dass das 3-Nitro-2-pyridinyl-galactosid (50) gute Donoreigenschaften

besitzt. [’

36



Theoretischer Teil

In Anknipfung an diese Ergebnisse war es interessant zu untersuchen, ob die guten
Donoreigenschaften des Pyridinols erhalten bleiben, wenn die Nitrogruppe
unterschlagen wird. Ziel war, sowohl das a- als auch das B-Anomer zuganglich zu
machen. (Abb. 22)

OH
(0]
HO OH HO
(0] OH A
AR\ 51 O@N
HO (0] —
OH — HO OH
50 OoN (0]
/N
Fucase et al. 1999 HO (6] N
OH —

Angestrebte Zielstrukturen

Abb. 22 Pyridinyl-Zielstrukturen

Beabsichtigt war zunachst die Synthese des a-Glycosids 51, was sich allerdings als
schwierig herausstellte. Im Gegensatz zu den Galacto- 19, respektive Fuco- 22 und
Arabinosyl-para-nitrophenylglycosiden 25 stellte sich der basische Pyridin-Stickstoff
bei der Synthese der Pyridinylglycoside als Hindernis heraus, weil Saure-Katalyse
nicht moglich war. Unter keinen der unter Abb.23 aufgezeigten
Reaktionsbedingungen gelang die Herstellung des a-Hydroxypyridinylgalactosids 51.
Dabei war es irrelevant, ob es sich bei dem Edukt um eine Acetyl-, Benzyl-, oder OH-

freie Galactosylspezies handelte.
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Abb. 23 Versuche zur Synthese von a-Pyridinylgalactosid

Weiterhin war es nicht von Belang, ob die jeweilige spezifische Lewis- respektive
Breonstedt-Saure in katalytischen Mengen, in aquivalenten Mengen oder gar im
Uberschuss der Reaktionsmischung zugefligt wurde. Es war unter diesen
Bedingungen nicht mdglich, die Zielverbindung zu erreichen.

Aufgrund der Unwegsamkeiten des a-Syntheseweges wurden Aktivitaten zur
Darstellung des B-Analogon begonnen, von dem aus eine Anomerenumwandlung in
das  a-Anomers maoglich sein konnte. Bei der Synthese des
B-Hydroxypyridinylgalactosids 20 wurde eine Koenigs-Knorr Variante des von
Fucase et al. beschriebenen Wegs zu Nitropyridinylglycosiden angewandt. " Hierbei
wird aus der Galactose 33 zuerst die a-Acetobromgalactose 31 mit 52 % Ausbeute
synthetisiert. Im Anschluss wird 4-Hydroxypyridin aus alkalischer Lésung mit AgNO3
als Silbersalz 55 gefallt. Nach Umsetzung des a-Bromgalactosids 31 mit dem
Silberpyridinolat 55 in Acetonitii / DMF 10:1 und abschlieRender Deacetylierung
konnte das B-Hydroxypyridinylgalactosid 20 in 44 %iger Ausbeute zuganglich
gemacht werden. (Abb. 24)
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Abb. 24 Synthese des Pyridinyl-B-D-galactopyranosids 20

Unter gleichen Reaktionsbedingungen wurden sowohl das B-D-

Hydroxypyridinylfucosid 23 als auch das a-L-Hydroxypyridinylarabinosid 26 in
Ausbeuten von 41 %, respektive 38 % dargestellt (Abb. 25).

Ac,0, HBr / Eisessig Aom C>70A MNGOH
OH ™on 2)AgNO; \__ 7/

R=CH, 57 R=CH; 58 54
R=H 59 R=H 60
CH3CN / DMF
80 °C
HO R AcO
MeOH / NaOMe \
HO O@N AcO 0 7/ N
OH — AcO —
R=CH; 23 R=CHs 61
R=H 26 R=H 62

Abb. 25 Darstellung des  Pyridinyl-B-D-fucopyranosids 23  sowie des  Pyridinyl-o-L-

arabinopyranosids 26

Nachdem die Synthese des B-Pyridinylgalactosids 20, B-Pyridinylfucosids 23 sowie
des a-Pyridinylarabinosids 26 gelungen war, sollte nochmals versucht werden die
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jeweiligen Anomeren der dargestellten Verbindung zuganglich zu machen, da diese
als potentiell gute Donorsubstrate fur die eingesetzten a-Galactosidasen in Frage
kamen.

Die Synthese der Zielstrukturen war weder Uber Lewis-Saure Katalyse,
Trichloracetimidat- noch Uber eine Fischer-Glycosylierung mdglich (Abb. 21). Aus
diesem Grund schien eine von Hanessian und Lou publizierte in situ Anomerisierung
eines 2-Methoxypyridinylglucosids (Abb. 26) die Losung des vorliegenden Problems
zu versprechen. "® Hierbei wurde das Pyridinyl-tetra-O-acetyl-B-D-glycosid 56 mit
HgBr, in Xylol bei 130 °C nach 5 Stunden in das a-Anomer uberfuhrt.

Auf das eigene Syntheseproblem angewandt, flhrte die Reaktion nicht zu dem
erwunschten a-Produkt (Abb. 27).

ACQ  onc ACO oAc
0 0
AcO /N HgBro AcO
AcO | xylol,5n,130°c AcO
Me AN yieh s O /N
|
63 64
MeO N
Abb. 26 In situ Anomerisierung nach Hanessian et al. '
AcO OAG AcO OAc
o) 0
\
AcO o "N HgBrz /| o AcO
AcO =/ Xylol,5h, 130 °c// AcO /A
o) N
56 53 —

Abb. 27 Versuch zur Umkehrung der anomeren Konfiguration

Es scheint nicht ohne erheblichen Aufwand maoglich, die a-Pyridinylgalactoside bzw.
die Fucoside, respektive B-Arabinoside darzustellen. Aus diesem Grund war es nicht

moglich, diese Donorsubstrate bezuglich ihres Transferverhaltens zu untersuchen.
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4. Transglycosylierungen mit neuen a-Galactosidasen

In diesem Kapitel werden die enzymatischen Synthesen mit den beiden neuen

a-Galactosidasen RAF-A und aGaB beschrieben.

4.1 Galactosylierungen mit a-Galactosidase aus RAF-A

Die a-Galactosidase aus RAF-A wurde von dem Arbeitskreis R. Mattes, Stuttgart zur
Verfugung gestellt. Es handelt sich hierbei um eine genetisch manipulierte, aus
Escherichia coli exprimierte a-Hydrolase. Die charakteristischen Eigenschaften von
RAF-A bezuglich seiner Regiospezifitat bei Transferasereaktionen sind lediglich im
Ansatz durch Kinetikuntersuchungen erforscht worden. [’

An dieser Stelle wurde nun untersucht, in wieweit sich mit diesem spezifischen
Enzym neue, potentiell bifidogene oder mit anderen positiven Eigenschaften
behaftete oligomere Saccharide synthetisieren lassen. Bei diesen Untersuchungen
sind zwar auch klassische Donoren wie pNP-Galactosid 19 zum Einsatz gekommen,
Uberwiegend wurde jedoch das Fluorid der Galactose sowie Melibiose 27 eingesetzt.
Im weiteren Verlauf wurden dann auch Derivate des 6-Desoxy-Derivats (D-Fucose)
sowie des Pentose-Analogons (L-Arabinose) auf das jeweilige Donorpotential
untersucht.

Die ersten Transgalactosylierungen wurden mit Methyl-a-D-glucopyranosid 14
durchgefuhrt, weil die resultierenden Produkte einfacher zu charakterisieren sind und
im Falle von auftretenden Regioisomerengemischen eine Strukturaufklarung
einfacher machen. Im weiteren Verlauf wurden dann auch Di- und Trisaccharide als
Akzeptorsubstrate eingesetzt.

Ein pH-Wert von 6.5 hat sich als am gunstigsten fur die Transgalactosylierungs-
reaktionen mit RAF-A herausgestellt. Des Weiteren werden alle Reaktionen unter
RAF-A Katalyse in einem durch Phosphatpuffer stabilisierten System durchgefihrt.
Als Donoren kamen sowohl Glycosylfluoride, Melibiose als auch pNP-Glycoside zum
Einsatz. Normalerweise werden Donor und Akzeptor im Verhaltnis 2.5 : 1 eingesetzt.
Bei allen Ansatzen mit den Fluoriden, wird ein 0.3 mmolarer KH2PO4/K;HPO,4—
Puffer zur Anwendung gebracht, weil bei hydrolytischer Spaltung HF freigegeben
wird. Bei allen anderen Donorsubstraten wurde ein 0.1 mmolarer Puffer derselben
Zusammensetzung verwandt. Die Temperatur betragt bei allen Ansatzen 37 °C. Die

Separation der Produkte von den Edukten erfolgte an einer Biogel® P-2-Saule. Bei
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Substraten mit geringer polareren Eigenschaften wie den D-Fucose- und L-
Arabinose-Derivaten wird die Trennung an Sephadex® LH-20 durchgefiihrt.

Die Untersuchung der a-Galactosidase aus RAF-A begann mit der Galactosylierung
von Methyl-a-D-glucopyranosid 14. Bei der Transgalactosylierung dieses Akzeptors
14 wurde mit einer Gesamtausbeute von 19 % ein Disaccharidgemisch erhalten
(Abb. 28). Dieses wiederum bestand aus einem Regioisomerengemisch zweier
Einzelkomponenten, welches nach Peracetylierung durch NMR-Spektroskopie

komplett aufgeklart werden konnte.

HO OH
(o] HO OH
HO o
OH H
OH OH
H Q a-Galactosidase H Q OH 0
HO RAF-A HO

> H
OH o % OH
14 Me 19 % gesamt OMe OMe

HO

OH o HF 65 66
HO.
OH
F

18

Abb. 28 Galactosylierung des Methyl-a-D-glucopyranosids 14 unter RAF-A Katalyse mit
Galactosylfluorid 18

Als Hauptkomponenten wurde das a(1—6) galactosylierte Disaccharid 65 in 71 %
und das a(1—4) galactosyliertem Produkt 66 mit 29 % gebildet.

Eine Auftrennung der einzelnen Komponenten war weder an Biogel® P2 im freien
Zustand, noch an Kieselgel mit den acetylierten Verbindung moglich.

Als interessanten Aspekt stellte sich die Frage, ob es moglich ist den analogen
6-Desoxyzucker zur D-Galactose (D-Fucose) mit der Galactosidase aus RAF-A
synthetisch einzubinden. L-Fucose gehort als Bestandteil von Glycokonjugaten und
Polysacchariden zu den am haufigsten vorkommenden Desoxyzuckern 88" Aber
auch D-Fucose hat gerade flir Lebensmittel sensorisch interessante Eigenschaften
und fiihrt zu einer Verbesserung des Geschmacks. 2!

Nach Synthese des D-Fucosylfluorids 21 wurde dieses als Donor mit Methyl-a-D-

glucopyranosid 14 als Akzeptor eingesetzt.
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Abb. 29 Galactosylierung des Akzeptors 14 unter RAF-A Katalyse mit Fucosylfluorid 21

Hier gelang die Fucosylierung des Akzeptors 14 mit Hilfe von RAF-A in einer
Gesamtausbeute von 16 %. Auch hier entsteht wie schon mit dem Donor
Galactosylfluorid ein Gemisch mit sehr ahnlichen Prioritaten bei der Verteilung auf
die einzelnen Regioisomere. Das a(1—6) fucosylierte Disaccharid 67 entsteht als
Hauptprodukt mit einem Anteil von 71 %, gefolgt von der a(1—4) fucosylierten
Verbindung 68 mit 29 %. (Abb. 29)

Auch die L-Arabinose, als stereochemisches Pentose-Analogon der D-Galactose, hat
ansprechende, lebensmittelrelevante Eigenschaften. So wurde bereits Uber die
Vorteile von L-Arabinose in Tiernahrung berichtet. #33¥ Auch fiir die menschliche
Ernahrung hat L-Arabinose interessante Eigenschaften, da sie nicht Uber den
Insulinweg metabolisiert wird. Daher sind bereits verschiedene, diatische

Nahrungsmittel wie Safte, Kekse etc. mit Arabinose in der Entwicklung. !
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So lieR sich auch die L-Arabinose nach Uberfilhrung in ihr entsprechendes B-Fluorid,
als Donorsubstrat erfolgreich mit RAF-A auf das Methyl-a-D-glucopyranosid 14
transferieren (Abb. 30).

HO
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HO. (0]
OH oH H OH
H Q a-Galactosidase H Q OH 0
HO RAFA  Ho H
OH S OH OH
14 e 69 OMe 70 OMe
HO

12 % gesamt

o
H
OH
F

” HO
o)
HO OMe
OH OH
HO 4

7 OH

Abb. 30 Reaktion des Methyl-a-D-glucopyranosids 14 unter RAF-A Katalyse mit Arabinosylfluorid 24

Mit dem Donorsubstrat L-Arabinose entsteht unter Katalyse von RAF-A, wie schon
zuvor mit D-Fucose und D-Galactose ein Regioisomerengemisch mit ahnlicher
Verteilung der Regioisomere wie bei D-Fucose. Allerdings entsteht hier noch ein
weiteres Regioisomer. (Abb. 30) Die Gesamtausbeute liegt mit 12 % leicht unter
denen der vorangegangenen Transglycosylierungsreaktionen mit
Galactosylfluorid 18 bzw. Fucosylfluorid 21. Hier fanden sich neben den 65 % fur die
a(1—6) substituierte Verbindungen 69 noch die a(1—4) und die a(1—3)

arabinosylierte Verbindungen 70 und 71 zu je 23 % und 12 % vom Gesamtprodukt.
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Unter Einsatz von Methyl-a-D-galactopyranosid 15 als Akzeptor und dem Donor
Galactosylfluorid 18 entstand ausschlieRBlich das a(1—6) galactosylierte

Disaccharid 72 in einer Ausbeute von 21 %.
HO 6_—OH
o)
HO
OH
HO oH HO o
o] a-Galactosidase 0
HO RAFA __ HO
OH OH
Me 21 % gesamt

15 (6] 79 OMe

Abb. 31 Galactosylierung des Methylgalactosids 15 unter RAF-A Katalyse mit Galactosylfluorid 72

Es gab keine Anzeichen fur Regioisomerenbildung beim Produkt. Die axiale 4-OH-
Gruppe hat offensichtlich in diesem Fall die Selektivitat des Enzyms RAF-A
zugunsten der 6-Position verschoben. Die Glycosylierung der 6-Position eines
Saccharids fuhrt zu einer signifikanten Tieffeldverschiebung des spezifischen
'3C-Kerns. Deutlich ist in Abb. 32 erkennbar, dass der substituierte C-6 Kohlenstoff
von normalerweise ~ 61 ppm im Ausgangsmaterial um ca. 5 ppm beim 6-O-Glycosid
zum Tieffeld verschoben ist, was die 1—6 Substitution des Akzeptorsubstrats

dokumentiert.
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Abb. 32 "*C-Spektrum des Disaccharids 72

Ahnlich wie schon Methyl-a-D-galactopyranosid 15 zeigt sich auch Methyl-a-D-

mannopyranosid 16 als Akzeptor. Hier entsteht ebenfalls nur

galactosylierte Mannosid 73 in Ausbeuten von 20 %.
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H
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OH 0
OH OH
HO -Q a-Galactosidase  HO -Q

HO RAF-A HO

16 OMe@ g% 73 OMe

HO _on HF
0

OH

£

18

Abb. 33 Galactosylierung des Akzeptors 16 unter RAF-A Katalyse mit Galactosylfluorid 18
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Man konnte annehmen, dass sich auch an dieser Stelle der Einfluss einer axialen
OH-Gruppe zeigt. Obgleich diese in diesem Fall an der 2-Position lokalisiert ist, hat
sie offensichtlich entscheidenden Einfluss auf die Produktbildung und verhindert hier
wie schon mit dem Methyl-a-D-galactopyranosid 15 die Bildung von weiteren

Regioisomeren wie es bei dem Akzeptor 14 geschehen ist.

Ein selektiv 6-O-acetyl geschutztes Methyl-a-D-glucopyranosids 74 als Akzeptor lafdt
sich elegant in einem Schritt unter Katalyse einer Lipase aus Schweineleber mit
Vinylacetat in Pyridin erhalten. ®® Mit diesem Derivat sollte die Selektivitit des
Enzyms RAF-A zu beeinflussen sein.

Tatsachlich wird bei der Glycosylierung nur das 4-O-galactosylierte Glucosids 75
erhalten. Zwar sank die Gesamtausbeute auf 12 % (Abb. 34) im Gegensatz zu 19 %
mit dem 6-O-ungeschitzten Akzeptor 14, allerdings erhielt man keine weiteren
Regioisomere. Vor allem gelang die Galactosylierung regioselektiv in der
normalerweise nicht begunstigten 4-Position. Es war somit moglich, das bei dem 6-
O-ungeschutzten Methyl-a-D-glucopyranosid 14 entstandene Regioisomerengemisch

durch selektive Protektion der Hauptsubstitutions-Position in ein Produkt

umzulenken.
OH
H 0 Lipase (Schweineleber) OACO
3d, 55 °C HO
H >  HO
OH \ o OH
14  OMe 04< , Pyridin 74 OMe
63 % HO

OH
(o}
HO.
OH

a-Galactosidase
HO

18 F
RAF-A
12 %
OH HF ¥
o)
H OAc
OH o
HO.

OH

75 OMe

Abb. 34 Selektive Protektion der 6-O-Akzeptorposition mit anschlieBender Galactosylierung, unter
RAF-A Katalyse
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Ein ebenfalls eingesetztes Methyl-6-O-acetyl-a-D-galactopyranosid 76 welches
analog zum Glucosid 74 mit Lipase selektiv acetyliert wurde, konnte nicht
transgalactosyliert werden. (Abb.35). Offensichtlich verhindert die axiale 4-OH-
Gruppe eine eventuell mdgliche Substitution der 3-OH Position des
Akzeptorsubstrats. Die 2-Position scheint weder in diesem noch in den

vorangegangenen Fallen eine mdgliche Substitutionsposition zu sein.

HO OH HO

OAc
Q Lipase (Schweineleber) o
H 3d, 55 °C
OH (0] > HO
OH
15 OMe \\—04< , Pyridin 6 OMe

61 % HO _om

Q

OH a-Galactosidase
18 RAF-A

;///
/

Abb. 35 Versuch zur Umsetzung mit Galactosylfluorid 18 unter RAF-A Katalyse eines selektiv 6-O

geschutzten Methyl-a-D-galactopyranosids 76

Eine hydrophobe Verbindung, wie das Methyl-4,6-O-benzyliden-a-D-glucopyranosid
77, ware ein interessantes Akzeptorsubstrat, da hier die 3-Position der Glucose flr
eine potentielle Galactosylierung frei ist. Unter ,normalen“ Bedingungen ist dies
Derivat nicht in Wasser l6slich. Auch die Zugabe von Cosolventien wie Acetonitril
oder Dimethylsulfoxid fuhrten zu keiner entscheidenden Verbesserung der
Akzeptorkonzentration, was allerdings durch die Zugabe des Tensids
Polyoxyethylensorbitanmonooleat (Tween® 80) gelang. Allerdings war unter diesen

Bedingungen keine Galactosylierung des Akzeptorsubstrats moglich (Abb.36).
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Abb. 36 Versuch zur enzymatischen Umsetzung eines lipophilen Akzeptors 77 in tensidhaltiger

Lésung

Beim Einsatz von Saccharose 11 als Akzeptorsubstrat, wird mit verschiedenen

Galactosyldonoren wie Galactosylfluorid 18, Melibiose 27 oder pNP-Galactose 19
unter RAF-A Katalyse nur a(1—6) substituiertes Produkt erhalten (Abb. 37). Die

Ausbeuten lagen mit dem Donor 19 bei 17 %, gefolgt von 15.4 % Ausbeute fur die

Umsetzung mit dem Fluorid 18, respektive 7 % mit Melibiose 27 (Tab. 2). Im

Gegensatz zu dem Methyl-a-D-glucopyranosid 14 Akzeptor wurden keine weiteren

Regioisomere detektiert. Das Akzeptorsubstrat Saccharose fuhrt an dieser Stelle zu

einer Erhdhung der Regioselektivitdt des Enzyms RAF-A gegenlber simpleren

Akzeptoren wie dem a-Methylglucosid.

Donorsubstrat

Ausbeute an 6-O-galactosylierter

Saccharose (Raffinose, 78)

a-D-Galactopyranosylfluorid (18)

pNP-a-D-galactopyranosid (19)

Melibiose (27)

15.4 %
17 %

7 %

Tabelle 2
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Abb. 37 Galactosylierung der Saccharose 11 unter RAF-A Katalyse mit drei verschiedenen Donoren

Unter Katalyse von RAF-A war ebenfalls eine Umsetzung des a-D-
Fucopyranosylfluorids 21 mit Saccharose (11) als Akzeptor moéglich. Hierbei erfolgte,
wenn auch in einer sehr geringen Ausbeuten von 2 %, eine Transfucosylierung auf
die 6-O-Position des Saccharoseakzeptors (Abb. 38). Mit dem a-pNP-Fucosid 22
konnte allerdings keine Umsetzung zu einem Produkt erreicht werden.

Interessant ist an dieser Stelle, dal} das Fucosylfluorid 21 nicht jedoch das pNP-
Fucosid 22 von der Hydrolase RAF-A auf die 6-O-Position des Akzeptors transferiert
wird. Das pNP-Fucosid 22 wird lediglich hydrolysiert was an der starken Gelbfarbung

der Reaktionsldsung erkennbar war.
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Abb. 38 Transglycosylierungsreaktion von Saccharose 11 mit dem Fucosyl-Donor 21 durch das

Enzym RAF-A

Analog zum Akzeptor 14 sollte auch die Moglichkeit des Transfers von -
Arabinosylfluorid 24 auf den Akzeptor Saccharose 11 unter RAF-A Katalyse gepruft
werden. Leider konnte hier keine Produktbildung beobachtet werden (Abb. 39). Mit
dem ebenfalls eingesetzten para-Nitrophenyl-glycosid 25 der Arabinose konnte wie

schon mit dem Fluorid 24 kein Produkt isoliert werden.

a-Galactosidase
RAF A

HO 25
PNPOH
OpNP /

a-Galactosidase
RAF-A

Abb. 39 Versuche zur RAF-A-katalysierten Arabinosylierung von Saccharose

Als ein weiterer sehr interessanter Akzeptor wurde Isomalt 12, ein Zuckeralkohol und

Zuckeraustauschstoff, der durch Hydrierung des Disaccharids Isomaltulose
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(Palatinose®) zuganglich und in Nahrungsmittel bereits weit verbreitet ist, in die
Untersuchungen mit einbezogen.

Beim Einsatz von Isomalt 12 als Akzeptorsubstrat konnte wie schon bei der
Saccharose das entsprechende 6-O-galactosylierte Isomalt isoliert werden. Die
Donorsubstrate zeigten lediglich in den Ausbeuten (Tab. 3), nicht jedoch in der

Regiospezifitat beziglich des Produktes Differenzen (Abb. 40).

. o&‘
HO Q
HO.
HO
0]
HO OH o-Galactosidase HO
HO. OH RAF-A
HO \

12 HO OH

HF

OH "oy

-
mm

Abb. 40 Galactosylierung des Isomalts 12 unter RAF-A Katalyse mit Galactosyldonoren 18, 27

Donorsubstrat Ausbeute an 6-O-galactosylierter

Isomaltulose 80

a-D-Galactopyranosylfluorid (18) 17 %

Melibiose (27) 9%

Tabelle 3

Weiterhin wurden sowohl pNP-Fucopyranosid 22 sowie Fucosylfluorid 21 als auch

pNP-Arabinopyranosid 25 und Arabinosylfluorid 24 mit Isomalt umgesetzt.
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Allerdings war mit diesen Donoren keine Produktbildung zu verzeichnen (Abb. 41).
Im Gegensatz zu Saccharose und Methyl-a-D-glucopyranosid 14 wurde Isomalt 12

von RAF-A nicht als adaquates Akzeptorsubstrat angenommen.

a-Galactosidase
RAF-A

) \

HF

A R- cH, 21
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R CH, 22
O Ho O:,’\‘PH 25 PNPOH
HO \ /
12 >

a-Galactosidase
RAF-A

Abb. 41 Versuche zur Fucosylierung und Arabinosylierung von Isomalt mit dem Enzym RAF-A

Beim Einsatz von Isomaltulose 13 zeigte sich wieder das bekannte Transfermuster
(Abb. 42). Mit den eingesetzten Galactosyldonoren a-Galactosylfluorid 18 und
Melibiose 27 wird das 6-O-galactosylierte Trisaccharid isoliert. Die Ausbeuten sind

noch etwas geringer als mit Isomalt (Tab. 4).

Donorsubstrat Ausbeute an 6-O-galactosylierter

Isomaltulose 81

a-D-Galactopyranosylfluorid (18) 12 %

Melibiose 27 8 %

Tabelle 4
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Abb. 42 Galactosylierung der Isomaltulose 13 unter RAF-A Katalyse

Ein Transfer von D-Fucose respektive L-Arabinose a3t sich mit den entsprechenden
Donorsubstraten nicht realisieren. Wie schon beim Isomalt 12 katalysiert RAF-A die

Ubertragung der beiden 6-O-Desoxy- respektive Pentose-Analoga nicht.

Hydrolase-katalysierte Reaktionen sind nicht nur fir den Nahrungsmittelsektor
interessant, sondern finden auch in anderen chemischen Teilbereichen Verwendung.
Unter bestimmten Voraussetzungen kann die Galactosidase RAF-A auch fur den
immunologischen Sektor interessant werden.

So stellt beispielsweise das Ratten-NKR-P1 Lektin "1 (natural killer receptor protein
1) ein zuckerbindendes Protein mit hoher Affinitat gegenltber Calcium und einfachen

®8  Unter

Kohlenhydraten dar und ist mit dem C-Typ Tierlektin verwandt.
Immunologen herrscht groRes Interesse die Rezeptorfunktion der NKR-P1 Zellen
sowie deren Struktur-Funktions-Wechselwirkung aufzuklaren.

Neue synthetische Chitooligomere die als potentielle Liganden die
Kohlenhydratbindungsstellen des NKR-P1 erfassen und Erklarungen fur die

untypische Reaktivitat dieser Proteine im Vergleich zu anderen calciumbindenden
54



Theoretischer Teil

Tierlektinen liefern kdnnten, wurden bereits von U. Gambert et al. mit der
B-Galactosidase aus Bacillus circulans dargestellt. %)

Um zu untersuchen, ob die Galactosidase aus RAF-A auch zur Synthese von
Chitooligomeren in Frage kommt, werden auch Umsetzungen mit Allyl-a-N-
acetylglucosamid 17 durchgefihrt. Um eine weitere Umsetzung des entstandenen
Produktes zu gewahrleisten wurde bewusst das Allylglycosid gewahlt, da dieses sich
in einer anschlieRenden Synthesesequenz hervorragend weiter umsetzten lasst und
leicht aus N-Acetylglucosamin zuganglich ist.

Die Umsetzung des Allyl-N-glucosaminids 17 mit Galactosylfluorid 18 unter RAF-A

Katalyse erfolgte mit einer Ausbeute von 5.2 % zum 6-0O-galactosylierte Disaccharid.
OH
H 0 o-Galactosidase

HO oy
0
HO
HO
o)
o)
RAF-A H
HO > HO
AcNH = —
o/ \ ANHI /=
17 82

HO _on
o
H HF
oH
£
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Abb. 43 Galactosylierung des a-Allyl-N-acetylglucosaminids 17 unter RAF-A Katalyse mit
Galactosylfluorid 18

Auch mit dem Donor a-Fucosylfluorid 18 konnte unter RAF-A Katalyse das
6-O-fucosylierte Produkt 83 synthetisiert werden, wenn auch nur in einer Ausbeute
von 3.4 %. (Abb. 44)
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Abb. 44 Fucosylierung des Acetylglucosaminids 17 unter RAF-A Katalyse mit Fucosylfluorid 21

Die bei der Umsetzung mit der a-Galactosidase aus RAF-A erzielten Ausbeuten
fallen mit 5.2 % und 3.4 % gering aus, es zeigen sich allerdings neue, interessante
Perspektiven zur Synthese eventuell immunologisch interessanter Strukturen, die

anderweitig bestimmt werden sollen.

FUr die analytische Trennung aller komplexen Oligomere, sind spezielle HPLC-
Saulen und damit einhergehend besondere Methoden der Messung erforderlich. Die
Erkennung der OH-freien Zucker konnte ausschliellich Uber einen
refraktometrischen (RI) Detektor geschehen, da keine UV-aktiven Substituenten
vorhanden sind. Zur Separation der Produktgemische wurden lonentauscher-Saulen
der Firma Merck verwendet, die mit Natrium-, Calcium- oder Bleiionen beladen sind.
Diese Saulen mit dem Markennamen ,Polysphere®™ wurden mit destilliertem Wasser
als mobile Phase, bei einer Temperatur von 90 °C benutzt. Die speziell fur die
Trennung von Zuckern entwickelten Saulen, sind in der Lage die Produktgemische

nach Polymerisationsgrad (DP = Degree of Polymerisation) zu trennen.

Die praparative Trennung der Produkte von den Edukten erfolgte an Biogel® P2 oder
Sephadex® LH 20. Alle erhaltenen Strukturen lieRen sich NMR-spektroskopisch gut
durch den signifikanten Tieffeldshift der jeweils substituierten C-6 Kohlenstoffe (Abb.
32) identifizieren. Die unsubstituierten Saccharide weisen eine chemische
Verschiebung von ca. 60 — 61 ppm fur ihre unsubstituierten C-6 Kohlenstoffe auf,
welche bei Substitution um ca. 5 ppm zum Tieffeld verschoben werden. Deshalb
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lasst sich gerade in einem DEPT-Experiment eine 6-O-Substitutution relativ leicht
erkennen.

Die Regioselektivitat des Enzyms RAF-A erwies sich als sehr hoch. Lediglich das
Methyl-a-D-glucopyranosid 14 zeigte bei der Produktbildung ein weiteres
Regioisomer neben dem Hauptprodukt 65. Bemerkenswert bei dem Enzym RAF-A
ist, dass neben den D-Galactose Donoren auch die Fluoride der D-Fucose und L-
Arabinose als Donorsubstrate akzeptiert werden. Interessanterweise wurden
dagegen die para-Nitrophenylderivate der D-Fucose und L-Arabinose nicht als
Donorsubstrat angenommen. So fuhrt die augenscheinlich héhere Akzeptorspezifitat
von RAF-A bezuglich der Donorsubstrate D-Fucose und L-Arabinose dazu, dass
schon bei Isomalt ein Transfer der Fucose und Arabinose nicht mehr beobachtet
werden kann, wahrend Galactose problemlos Ubertragen wird.

Mit diesen spezifischen Merkmalen ist die Galactosidase aus RAF-A eine synthetisch
interessante Hydrolase, die nicht nur eine Reihe natirlicher und kinstlicher
Donorsubstrate  akzeptiert, sondern bedingt auch D-Fucosylfluorid und
L-Arabinosylfluorid transferiert. Einer Verwendung der RAF-A Hydrolase zur
Herstellung neuer Oligosaccharide zeigt viel versprechende Moglichkeiten auf.
Gerade die Herstellung neuer, lebensmitteltechnisch interessanter Saccharide

bekame weitere ansprechende Aspekte.
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4.2 Galactosylierungen mit a-Galactosidase aus aGaB

Die Galactosidase aus aGaB ist eine thermophile a-Hydrolase die vom Arbeitskreis
R. Mattes aus Stuttgart zur Verfugung gestellt wurde. Zur Gewinnung des Enzyms
wurden das klonierte Isogen aGaB aus Bacillus stearothermophilus KVE 36 in e. coli
exprimiert. %99 Dje Galactosidase aus aGaB hat ihr Temperaturoptimum bei 65 °C
und bendtigt mit pNP-Galactopyranosid als Donorsubstrat einen 0.1 molaren
Kaliumphosphatpuffer (KH,POs / K;HPO.s) pH = 6.5. Wie schon bei der
Galactosidase aus RAF-A war die Regioselektivitat der Galactosidase aGaB unter
Transgalactosylierungsbedingungen unbekannt. aGaB wurde mit gleicher
Zielsetzung wie die Galactosidase aus RAF-A untersucht.

Als Akzeptorsubstrate kamen Mono- und Disaccharide zum Einsatz, um die
Regiospezifitat des Enzyms zu untersuchen. Bei den eingesetzten Donorsubstraten
handelte es sich sowohl um para-Nitrophenylglycoside, Glycosylfluoride als auch um

Melibiose.

Die Umsetzung des Methylglucosids 14 mit den Galactosyldonoren
Galactosylfluorid 18, pNP-Galactopyranosid 19 sowie Melibiose 27 unter Katalyse
von aGaB ergab ausschlieBlich die a(1—6)-galactosylierte Verbindung 65. Im
Gegensatz zu RAF-A entstanden keine weiteren Regioisomere (Abb. 45). Das
Maximum an Ausbeute betrug mit pNP-Galactopyranosid 19 22 %, Melibiose 15 %
und dem Galactosylfluorid lediglich 9 %. Ein moglicher Grund flur die schlechteren
Ausbeuten mit dem  Galactosylfluorid ist mdglicherweise die hohe
Reaktionstemperatur von 65 °C, die vermutlich zu gesteigerter Hydrolyse des
Fluorids fuhrt.
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Abb. 45 Galactosylierung des Methylglucosids 14 unter aGaB Katalyse mit drei verschiedenen

Donoren

Die Versuche, auch die Donoren der D-Fucose sowie L-Arabinose mit Hilfe von aGaB

zu ubertragen waren nicht erfolgreich. Weder die Fluoridderivate der D-Fucose

respektive L-Arabinose, noch deren para-Nitrophenylglycoside wurden auf das

Akzeptorsubstrat Methylglucosid 14 transferiert. (Abb. 46)
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Abb. 46 Versuche zur Fucosylierung und Arabinosylierung des Methylglucosids 14 mit dem Enzym

aGaB
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Hier zeigte sich, dass eine Transferreaktion unter aGaB-Katalyse mit den
6-Desoxyderivaten der D-Galactose, wie mit RAF-A eingeschrankt mdglich, nicht
durchfuhrbar war. Aus diesem Befund konnte man ableiten, dass die

Donorsubstratspezifitdt des Enzyms aGaB hdher als die von RAF-A ist.

Unter Verwendung von Saccharose als Akzeptorsubstrat zeigte sich wie schon bei
der Reaktion mit Methylglucosid 14 die Praferenz des Enzyms aGaB fur die
Etablierung einer a(1—6) Bindung zum Akzeptorsubstrat. So konnte unter Katalyse
des Enzyms aGaB und den Donorsubstraten Galactosylfluorid 18 bzw. Melibiose 27,
als Produkt Raffinose 78 isoliert werden (Tab.5).

Es zeigte sich wie schon bei dem Akzeptor Methylglucosid, keine weiteren
Regioisomere bei der Produktbildung. (Abb. 47)
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Abb. 47 Galactosylierung der Saccharose 11 unter aGaB-Katalyse mit den Donoren 18 und 27

60



Theoretischer Teil

Donorsubstrat Ausbeute an 6-O-galactosylierter

Saccharose (Raffinose, 78)

a-Galactopyranosylfluorid (18) 3.4 %

Mellibiose (27) 9 %

Tabelle 5 Ausbeute an Raffinose 78 durch a-Galactosylierung von Saccharose

Die Reaktion von Isomalt 12 mit den Donoren Galactosylfluorid oder Melibiose unter
Katalyse von aGaB fiihrte erwartungsgemal zu dem 6-O-galactosyliertem Isomalt 80
in Ausbeuten von 6 % fur den Fluoriddonor 18 und 12 % fur Melibiose 27 (Abb. 48).

o-Galactosidase
aGaB _ HO
HO
(0]
HO
HO

OH

Abb. 48 Galactosylierung des Isomalts 12 unter aGaB Katalyse mit den Donoren 18 und 17

In gleicher Weise verlauft die Reaktion mit dem Akzeptor Isomaltulose 13. Hierbei
entsteht das Trisaccharid 81 durch den Einsatz von Galactosylfluorid 18 oder
Melibiose 27 unter Transgalactosylierungsbedingungen mit aGaB in Ausbeuten von
7 % bzw. 13 %. (Abb. 49)
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Abb. 49 Galactosylierung der Isomaltulose 13 unter aGaB Katalyse mit den Donoren 18 und 27

Die Umsetzungen mit der thermophilen a-Galactosidase aGaB fuhrten durchweg zu

den gleichen Produkten wie mit dem Enzym RAF-A. Allerdings sind die Ausbeuten

mit Mellibiose etwas besser als mit RAF-A. Dem stehen die wiederum geringere

Ausbeuten mit Galactosylfluorid 18 gegentber.

Der entscheidende Unterschied zu RAF-A st die angesprochene hdhere

Donorsubstratspezifitdt und damit einhergehend das Unvermdgen der Hydrolase,

auch D-Fucosyl- respektive L-Arabinosyldonoren auf ein adaquates Akzeptorsubstrat

zu transferieren. Restimierend ist festzustellen, da aGaB selektiver und damit

weniger universell verwendbar ist als RAF-A.
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5. Transglycosylierungen mit B-Galactosidase aus BgLT

Bei dem Enzym BgLT handelt es sich um eine thermophile B-Galactosidase
unbekannter Spezifitat aus Thermus thermophilus TH 125. ®?l Dieses Enzym wurde
wie schon RAF-A und aGaB vom Arbeitskreis R. Mattes, aus Stuttgart zur Verfligung
gestellt. Die B-Hydrolase BgLT wurde einer eingehenden Untersuchung unterworfen,
da ein Substitut flr die Synthesen mit der B-Galactosidase aus Bovine testes gesucht
wurde.

Die [p-Galactosidase aus Bovine testes, ist ihrerseits in der Lage unter
Transgalactosylierungsbedingungen  3(1—3) Bindungen zu verschiedenen
Akzeptorsubstraten zu etablieren. Die Galactosidase aus Rinderhoden ist
kommerziell erhaltlich, allerdings sehr kostspielig. Da unter 6konomischen Aspekten
Synthesen mit Bovine testes im praparativen Mal3stab zu kostspielig sind, wurde von
Hedbys et al. ! eine Methode zur Gewinnung des Rohenzyms aus Bovine testes
entwickelt, die den Arbeiten von Distler und Jourdan ®* zugrunde liegt. Diese
Methode ermdglicht die Gewinnung der rohen B-Galactosidase aus Rinderhoden, die
praparativen Ansprichen genlgt. Allerdings ist auch die Gewinnung dieses
Rohenzyms relativ umstandlich, da verschiedenen Faktoren wie schnelle
Verarbeitung nach Schlachtung und das Lebensalter der Tiere (am Besten nicht
junger als 20 Monate) eine entscheidende Rolle bei der Enzymgewinnung spielen.
Um die genannten Hindernisse zu umgehen, wurde nach einem Substitut gesucht,
welches ebenfalls B-(1—3) Bindungen zu einem potentiellen Akzeptorsubstrat
etabliert, aber leichter und in groReren Mengen zuganglich ist.

Bei den Untersuchungen zur Regioselektivitat der BgLT-Hydrolase wurden die
Donoren Lactose 28 und B-Pyridinylgalactosid 20 eingesetzt. Auch das klassische
B-pNP-Galactosid 85 kam bei der ersten Umsetzung mit dem Akzeptor

Methylglucosids 14 unter Katalyse von BgLT zum Einsatz.

Die Umsetzung des Modellakzeptors a-Methylglucopyranosid 14 erfolgte mit den
Donorsubstraten (3-Pyridinylgalactosid 20, Lactose 28 und B-pNP-Galactopyranosid
85 unter Katalyse des thermophilen Enzyms BgLT. Hierbei wurde ausschlieRlich das
3-O-galactosylierte Methylglucosid 84 isoliert. Die Ausbeuten liegen zwischen 13 %

und 27 % und sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Donorsubstrat Methyl B-D-galactopyranosyl-(1—3)-a-
D-glucopyranosid (84)

B-Pyridinylgalactopyranosid (20) 27 %
Lactose (28) 13 %
B-pNP-Galactopyranosid (85) 23%
Tabelle 6
OH HO on OH
HO& B-Galactosidase Qyo Q
BgLT 0
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o
HO O_QNOZ HOONOZ
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85

Abb. 50 Selektive 3-O-galactosylierung von 14 unter BgLT Katalyse

Durch die Reaktion von Saccharose mit dem Donor B-Pyridinylgalactosid 20 unter
BgLT-Katalyse lie®R sich eine hervorragende Ausbeute von 31 % der
3-O-galactosylierten Saccharose 86 isolieren. Mit dem Donor Lactose lieRen sich
unter identischen Bedingungen lediglich 12 % der Verbindung 86 gewinnen
(Abb. 51).
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Abb. 51 Selektive 3-O-Galactosylierung der Saccharose 11 unter BgLT Katalyse
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Abb. 52 Auschnitt aus dem HMBC-Spektrum des peracetylierten Produktes 86 zur lllustration der

neu entstandenen B-(1—3) Bindung zum Akzeptorsubstrat Saccharose

Zur eindeutigen Aufklarung der neu etablierten Bindung zum Akzeptorsubstrat,

wurde das Produkt 86, wie auch viele andere OH-freie Produkte, im Zuge dieser
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Untersuchungen peracetylierert. Dies hat einerseits den Vorteil, dall die
Linienverbreiterungen durch die dann substituierten OH-Gruppen wegfallen und
andererseits durch die Anisotropie der Acetat-Gruppen die Protonensignale der
Kohlenhydratringe besser separiert werden. Der illustrierte Ausschnitt aus dem
HMBC-Spektrum der acetylierten Verbindung 86 in Abb. 52 zeigt eine >Jy.c Kopplung
zwischen dem C-3 Kohlenstoff des Akzeptors und dem H-1" Protons der
Ubertragenen Galactoseeinheit und liefert den eindeutigen Beweis einer neuen [3-

(1—3)-Bindung zum Akzeptorsubstrat 11.

Die B-Galactosidase aus BgLT ist in der Lage funktionalisierte D-Fucose hier in Form
des Pyridinylfucosids 23 regioselektiv mit einer Ausbeute von 2.6 % auf das

Akzeptorsubstrat Saccharose zu Ubertragen.
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OH OH OH
HO O HO 0
HO -Galactosidase HO
_@LOH Bol.T > _@LOH

OH OH
1", 87

Abb. 53 Fucosylierung der Saccharose 11 unter BgLT Katalyse mit Pyridinylfucosid 23

Unter gleichen Bedingungen gelang sogar die Umsetzung der Saccharose mit dem
Pyridinylarabinosid 26 unter Katalyse von BgLT und es ergab sich in einer Ausbeute
von 3.0 % das Trisaccharid 88 (Abb. 54) was sowohl durch NMR, als auch durch
MALDI-TOF Experimente (Abb. 55) untermauert werden konnte. Damit eroffnen sich
interessante Syntheseaspekte zur Ubertragung von D-Galactose Analoga mit der

thermophilen Hydrolase BgLT.
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Abb. 54 Arabinosylierung der Saccharose 11 unter BgLT Katalyse mit dem Pyridinylarabinosid 26.
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Abb. 55 MALDI-TOF Spektrum der arabinosylierten Saccharose 88

Bei weiteren Untersuchungen war das 3-O-galactosylierte Isomalt 89 ebenfalls durch
Umsetzung mit den Donoren Pyridinylgalactosid oder Lactose unter Katalyse von
BgLT in Ausbeuten von 11.2 % und 8.8 % zuganglich (Abb. 56).
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Abb. 56 Galactosylierung des Isomalts 12 unter BgLT Katalyse

Das Trisaccharid 90 (Abb. 57) entstand durch Inkubation von Isomaltulose und den
Donoren Pyridinylgalactosid 20 und Lactose. Auch hier fielen die Ausbeuten mit
13.2 % fur den kunstlichen und 7.9 % fur den naturlichen Donor wie schon in der

Umsetzung mit Isomalt geringer aus als flr die Reaktion mit Saccharose.
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Abb. 57 Galactosylierung der Isomaltulose 13 unter BgLT Katalyse
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Als Akzeptor wird aber auch das Allyl-N-acetylglucosaminid 17 in Ausbeute von 11 %
akzeptiert, welches wie die anderen, eingesetzten Akzeptoren regioselektiv nur in der
3-O-Position galactosyliert wird. Somit sind auch mit dem Enzym BgLT interessante
Synthesewege zu [((1—3) verknupften Chitooligomeren madglich, die kurzlich

chemisch synthetisiert worden sind. *>%¢! (Abb. 58)
OH HO o
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Abb. 58 Galactosylierung des Allyl-N-acetylglucosaminid 17 unter BgLT Katalyse

Die Umsetzungen mit der thermophilen Hydrolase BgLT zeigten gute bis sehr gute
Ausbeuten mit den Akzeptoren Methylglucosid und Saccharose. Geringere
Ausbeuten wurden in den Umsetzungen mit den Akzeptoren Isomalt und
Isomaltulose erzielt. Eine hohere Ausbeute als mit Lactose zeigte sich insgesamt bei
allen Reaktionen mit den kunstlichen Donorsubstraten Pyridinylgalactosid 20 und
B-pNP-Galactopyranosid. Die Regioselektivitat der p-Galactosidase aus BgLT
erweist sich als sehr hoch, denn zu allen Akzeptorsubstraten wurden ausschliel3lich
B-(1—3) Bindungen etabliert. Hierbei ist ebenfalls interessant, dass nur die
Pyranose-Einheit des jeweiligen Akzeptors und nicht etwa weitere vorhandene
Fructosyl- noch Glucitol / Mannitoleinheiten galactosyliert wurden.

BgLT bietet sich gerade aus diesem Grund als Substitut fur die Galactosidase aus
Bovine testes an. Die genetische Information lasst sich in E. coli exprimieren und in
beliebigen Mengen reproduzieren.

Zur analytischen Trennung sowie zur Reaktionsverfolgung, wurden wie bei allen
enzymatischen Reaktionen, bei denen komplexe Oligomere entstanden, auf die

HPLC-Technik mit Polysphere®-Saulen, zuriickgegriffen.
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6. Upscaling ausgesuchter Transglycosylierungsreaktionen
mit B-Galactosidasen aus Bovine testes, Bacillus

circulans und Aspergillus oryzae.

In diesem Kapitel wird die spezielle Problematik und Durchfihrung der
AnsatzvergroRerung (angelsachsisch: ,upscaling) verschiedener [-Hydrolase-
vermittelter Galactosylierungsreaktionen behandelt. Als Zielsetzung war die
Darstellung ausgesuchter p-(1—3), B-(1—4) sowie pB-(1—6) galactosylierter
Akzeptorsubstrate und eine Optimierung der spezifischen Reaktionsbedingungen
anvisiert.

Mit diesen Untersuchungen sollten genug B-(1—3), B-(1—4) sowie B-(1—06)
galactosylierte Produkte erhalten werden, damit Verdaulichkeitspriafungen
durchgefuhrt werden konnten. Ferner sollten  spezifische, bei der

Ansatzvergrélerung auftretende Probleme eliminiert werden.

6.1 Untersuchungen zur pB-Galactosidase aus Bovine testes.

Die B-Galactosidase aus Bovine testes ist kommerziell erhaltlich, aber schon fur
praparative  Ansatzgroflen geschweige denn fur die Herstellung von
Saccharidderivaten im Grammmalstab zu teuer. Da flr die anstehenden Synthesen
das Rohenzym aus Rinderhoden den praparativen Ansprichen genugte, wurde bei
der Gewinnung und Reinigung des Enzyms auf die bereits erwahnte Methode von
Hedbys et al.,®® die auf Arbeiten von Distler und Jourdian ®* basiert, zuriick-

gegriffen.
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‘ Rinderhoden (310 g) I
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Abb. 59 Schematische Darstellung der Gewinnung des Rohenzyms aus Rinderhoden

Bekannt ist, dass die p-Galactosidase aus Bovine testes in vivo B-(1—3), B-(1—4)
sowie [B-(1—6)-Bindungen von N-Acetyllactosamin-Derivaten hydrolysiert und
umgekehrt, unter Transgalactosylierungsbedingungen eine Praferenz fur die
Etablierung von B-(1—3)-Verknipfungen besitzt. Detailliertere Untersuchungen
beziiglich der Selektivitit wurden bereits von Gambertetal ¥ an N-
Acetylglycosamin-Verbindungen sowie von Schmidt®! an verschiedenen
Oligosacchariden unternommen.

Die bisher angewandten Synthesemethoden stitzten sich auf folgende
Charakteristika: Die Ansatze fanden in relativ verdinnter Konzentration statt
(Volumina in der Regel 1 — 1.5 ml) und die absolute AnsatzgrofRe spielte sich im

Bereich von 0.1 bis 0.2 mmol flur das Akzeptorsubstrat ab.
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Um Upscaling zu betreiben, wird gern auf die Immobilisierung des eingesetzten
Enzyms zuriickgegriffen. ! Da bei dieser Methode ein Teil des immobilisierten
Enzyms unter Umstanden inaktiviert wird, wurde hierauf verzichtet.

Bei ersten Versuchen zur AnsatzvergroRerung um den Faktor funf mussten
Ausbeuteverluste gegenliber den durchgefuhrten Standardansatzgroflen (1 mmol
Akzeptor, 0.5 — 1.0 mmol Donor) hingenommen werden. Diese Schwierigkeit konnte
nach Optimierungsarbeiten dadurch umgangen werden, dass in sehr hohen
Konzentrationen gearbeitet wurde. Das bedeutet, dass das Reaktionsmedium eine
stark zahflissige Konsistenz (Sirup) hatte. Durch diese MalRnahme war es mdglich,
die Ausbeute bei vergroRerten Ansatzen auf einen akzeptablen Status zu bringen.
Gleichzeitig ergab sich das Problem, dass die Puffersalze bei groReren Ansatzen fur
die Trennung des Produktes von den Edukten schwierig zu entfernen waren. Um
dem Gesichtspunkt der Entsalzung zu entsprechen, wurde daher die
Pufferkonzentration sukzessive herabgesetzt. Letztlich gelang es, ganz auf eine
Puffersalzlésung zu verzichten und die mit Bovine testes katalysierten Reaktionen in
wassrigen Medien bei pH = 4.3 durchzufuhren.

Absicht war es, sowohl die Saccharose als auch das Isomalt zu den B-(1—3)-
galactosylierten Trisacchariden 86 und 89 im Gramm-Malistab umzusetzten
(Abb. 60/61).

H HO

HO (0] HO (6]
B-Galactosidase
HO bovine testes HO
OH > OH
HO HO
11 86
o]
H

H O/gl\ -
o}
Hi Q

OH "OH OH ™ OH

28

Abb. 60 Gewinnung der B-(1—3) galactosylierten Saccharose 86 beim Upscaling
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HO OH bovine testes HO OH
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OH “OH
HO OH 28 OH ™OH

Abb. 61 Gewinnung des B-(1—3) galactosylierten Isomaltitols 89 beim Upscaling

Angefangen bei AnsatzgroBen von 1 mmol Akzeptorsubstrat, konnte durch
Optimierung die Ansatzgrélie sukzessive auf 50 mmol bei hoheren Ausbeuten von

16 — 17 % gesteigert werden.
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Abb. 62 HPAEC-Chromatogramm aus dem Reaktionsgemisch zur Synthese des B-(1—3)-

Galactosylisomalts 89.
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Gleichzeitig gelang es, die Reaktionen unter Katalyse von Bovine testes ohne
Pufferlosung durchzufihren. Vielmehr lielen sich die Reaktionen mit dem
Rinderhoden Rohenzym ohne Puffer und Salzfracht in Wasser bei pH = 4.3
durchfuhren.

Die anschlieRende Trennung der groRen Reaktionsansatze wurde in Kooperation mit
der Stdzucker AG auf einer industriellen GPC-Saule durchgefiihrt. Das Fortschreiten
der Reaktionen wurde mit chromatographischen Mitteln beobachtet. Auf dem HPAC-
Chromatogramm  (Abb. 62) sind die beiden Produkt-lsomere des
B-(1—3)-Galactosylisomalts 89 hervorgehoben. Es gelang die Isolierung von 4.6 g
(16 %) des gewunschten Produktes 89 durch den Einsatz von 20.7 g Lactose als

Donor sowie 17.2 g Isomalt als Akzeptorsubstrat, unter Katalyse von Bovine testes.

Chrom Type: HPLC Channel : 2
1000

800 —|

| H B-(1—3)-Lactosucrose 86
600

400

Intensity (mV)

200

0 5 10 15 20 25 30
Retention Time (min)

Chrom Type: HPLC Channel : 2

Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: AREA%

No. RT Area Conc 1 BC
ill 5366 288116 0,681 BB
2 (St 2973438 75025 BV
2 8,44 1545129 3,651 vV
4 005 1094030 2,585 vV
5 0S8 30537449 725351 ATAY
6 abal szl 627092 1,482 TBB
i 14,61 5217693 12828 BV
8 LEmail 41700 0,098 TBB

42324647 100,000

Abb. 63 HPLC-Chromatogramm (Polysphere® NA) aus der Reaktionsgemisch zur Darstellung der

B-(1—3)-Lactosucrose 86

Das HPLC-Chromatogramm (Abb. 63) des Produktgemisches aus der Synthese zur

B-(1—3)-Lactosucrose 86 zeigt zu Beendigung der Reaktionszeit von 5 d bei 37 °C
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eine weit fortgeschrittene Bildung des gewilnschten Produktes, bei einer RT
(Retention Time) von 14.61 min. Ausgehend von 10.8 g Lactose als Donor sowie
17.1 g Saccharose unter Katalyse von Bovine testes 2.7 g (17 %) der B-(1—3)-
Lactosucrose 86 gewonnen werden. Wie bei allen anderen Reaktionen wurde die die
abschlielende Analytik mit Hilfe von MALDI-TOF Spektroskopie und NMR-
Spektroskopie durchgefihrt um die Molekilmasse in Einklang mit der richtigen

Regioselektivitat zu bestimmen.

Als Fazit fir die enzymatische Synthese mit Bovine testes ist zu resimieren, dass die
bisher im zweistelligen Milligrammmalistab durchgefuhrten Ansatze auf
Grammmalstab vergroRert werden konnten. Die dabei erzielten Ausbeuten lie3en
sich durch Optimierungsarbeiten auf 16 - 17 % steigern.

Die Trennung der Produktes 86 und 89 von den Edukten erfolgte in Kooperation mit
der Siidzucker AG an einer industriellen GPC-Saule mit Fractogel® HW40S und

Wasser als Eluenten.
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6.2 Anwendung von B-Galactosidase aus Bacillus circulans

Von der B-Galactosidase aus Bac. circulans ist bekannt, dass sie glycosidische
Bindungen der Galactose in nachstehender regioselektiver Praferenz hydrolysiert:
B-D-Gal(1—4)-OR > B-D-Gal(1—6)-OR >> p-D-Gal(1—3)-OR (R = beliebiges
Glycosid). Unter Transgalactosylierungsbedingungen entstehen durch die -
Galactosidase aus Bac. circulans vorwiegend B-(1—4) Bindungen, ! obgleich es
sich bei dieser Position um die chemisch am wenigsten reaktive handelt. '

Diese hohe Selektivitat zugunsten der 4-Position wird allerdings nur beobachtet,
wenn die Reaktionszeit von 2 h nicht wesentlich Uberschritten wird, danach wird
zunehmend auch die 6-Position des spezifisch eingesetzten Akzeptorsubstrats
galactosyliert.

Untersuchungen bezuglich der Abhangigkeit der Regioselektivitat von der
angewandten Reaktionstemperatur wurde von Vetere et al. durchgefiihrt. [*®! Bilanz
dieser Untersuchungen war, dass mit steigender Inkubationstemperatur von 15 °C
bis 55 °C die Regioselektivitat zugunsten des jeweiligen B-(1—6) galactosylierten
Produktes abnahm. Dennoch gelang es Schmidt, " trotz hoher Temperaturen von
55 °C konstant hohe Ausbeuten zu erzielen.

In Bezug auf die Akzeptorspezifitat wurde von Crout et al. festgestellt, dass der von
Bac. circulans katalysierte Galactosyltransfer auf Di- und Oligosaccharide selektiver
verlauft als auf Monosaccharide. Diese Erkenntnis wurde auf eine erweiterte
Substraterkennung tber mindestens zwei Kohlenhydrateinheiten im aktiven Zentrum
des Enzyms zuriickgefilhrt. "1 Der Befund lieRe die gleichbleibend hohe
Regioselektivitat trotz erhohter Reaktionstemperatur verstehen. Aus den erorterten
Ergebnissen lieR sich Ubereinstimmend mit der Literatur ['°%'%! die hohe
Regioselektivitat der B-Galactosidase aus Bacillus circulans ableiten.

Ein wichtiger Aspekt des Upscalings ist naturlich auch hier die Verfugbarkeit des
Enzyms. Die B-Galactosidase aus Bacillus circulans ist kommerziell verfigbar
(DAIWA KASEI, Osaka, Japan) und der Preis lalkt auch eine Verwendung in
praparativen Ansatzen zu. Bei der Synthese der B-(1—4) glycosidisch verknupften
Akzeptoren Saccharose und Isomalt mit Galactose, unter Katalyse der -
Galactosidase aus Bac. circulans kamen entscheidende Unterschiede zur (-
Galactosidase aus Bovine testes zum Tragen. Wahrend bei den Ansatzen mit Bovine
testes ohne einen spezifischen Puffer gearbeitet werden konnte, war eine Reaktion

mit Bacillus circulans mit nur pH eingestelltem Wasser nicht moglich, sondern es

76



Theoretischer Teil

musste auf einen Acetatpuffer (pH = 5) zurickgegriffen werden. Allerdings waren hier
grélkere Ansatze auch in verdinnten Lésungen, wie sie im kleinen Mal3stab Usus
sind, ohne Ausbeuteverlust durchfuhrbar.

So lield sich nach Optimierungsarbeiten in insgesamt vier Ansatzen zu je 20.6 g (60
mmol) mit Isomalt 12 als Akzeptor und 4.1 g Lactose (12 mmol) als Donorsubstrat

das B-(1—4) galactosylierten Isomalt 92 in Ausbeute von 15.2 % isolieren. (Abb. 64)

OH OH OH
H 0 HO Q
: ° " OH
OH 5 HO OH 0o
HO OH B-Galactosidase HO OH
HO. OH Bacillus circulans HO OH

OH OH
12 92
. OH O&Ho ] OHO
H

o
H
OH ™ OH o™ on
28

Abb. 64 Gewinnung des B-(1—4) galactosylierten Isomaltitols 92 beim Upscaling

Nach ahnlichem Muster verlief die Reaktion mit dem Akzeptor Saccharose. Hier
konnten 18.6 % Ausbeute bei der Umsetzung von 20.4 g Saccharose mit 4.1 g

Lactose erzielt werden (Abb. 65).
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Abb. 65 Darstellung der B-(1—4) galactosylierten Saccharose 93 beim Upscaling
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Wie schon mit dem Akzeptor Isomalt, lieRen sich brauchbare Ausbeuten mit dem
Akzeptor Saccharose erzielen. Interessanterweise konnten die Ansatze unter
Katalyse der B-Galactosidase aus Bacillus circulans ohne allzu grol3es Problem auf

Grammmalstab vergrofRert werden.

[M+K]"

[M+Na]*

Abb. 66 MALDI-TOF Spektrum der B-(1—4)-Lactosucrose 93 nach Aufreinigung

Auch in diesem Fall wurden die gro3en Ansatze auf einer industriellen GPC-Saule, in

Kooperation mit der Sudzucker AG, aufgetrennt.
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6.3 Nutzung der B-Galactosidase aus Aspergillus oryzae

Die B-Galactosidase aus Aspergillus oryzae hydrolysiert in vivo vornehmlich
B-(1—6)-verkiipfte Galactosestrukturen. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis
werden unter  Transgalactosylierungbedingungen hauptsachlich primare
Hydroxylgruppen der Kohlenhydrat-Akzeptoren, unter Bildung von [(-(1—6)
Bindungen galactosyliert.

Die Akzeptorspezifitat dieses Enzyms ist weit geringer als die der Galactosidasen
aus Bovine testes oder Bacillus circulans. Publiziert sind in diesem Zusammenhang
Transgalactosylierungen von N-geschiitzten Aminosauren, 'Y Steroiden ['%! und
trans-1,2-Cyclohexandiol. "% Nach einer Kinetikstudie, die von Lopez et al. "% mit
der B-Galactosidase aus Aspergillus oryzae durchgefuhrt wurde, haben pH-Werte
zwischen 5 — 8, Inkubationstemperaturen von 4 °C bis 50 °C sowie der Einsatz von
Cosolventienten (DMF, DMSO und Diethylenglycoldiethylether) keinen signifikanten
Einfluss auf die Ausbeute und auf die Produktzusammensetzung.

Um B-(1—6)-galactosylierte Saccharose sowie Isomalt im Grammmalstab
bereitzustellen, wurden die Synthesen aus kleinem Malistab abgeleitet und wie zuvor
auf groRere Ansatze optimiert. Als interessantes Ergebnis lasst sich anmerken, dass
das kommerziell erhaltliche Enzym aus Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich) nicht nur
unter gepufferten Bedingungen, sondern auch wie schon die Galactosidase aus
Bovine testes in wassrigen, pH-eingestellten Systemen einsetzbar ist.

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen in einem wassrigen, ungepufferten
System (pH = 4.5) konnten wesentlich vergroRerte Ansatze durchgefuhrt werden.

So lield sich unter Katalyse mit Galactosidase aus Aspergillus oryzae bei 30 °C und
nach 2 Stunden Reaktionszeit mit 2 g des Donors Lactose (28) und 5 g Saccharose
(11) als Akzeptor bei einer Ausbeute von 21 % das Trisaccharid 94 isolieren
(Abb. 67).
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Abb. 67 Gewinnung der B(1—6) galactosylierten Saccharose 94 beim Upsacling

Ebenso wie die Saccharose lieR sich Isomalt (12) als Akzeptor umsetzten. Unter den
gleichen Bedingungen konnte 10 g Isomalt (12) mit 4.1 g Lactose (28) bei 29.8 %
Ausbeute zu 1.8 g Trisaccharid 95 umsetzt werden. (Abb. 68)
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Abb. 68 Gewinnung des B(1—6) galactosylierten Isomalts 95 beim Upsacling

Die signifikant hohen Ausbeuten gerade fur den Akzeptor Isomalt (12) ohne
Pufferlosung machen die Reaktion besonders fur industrielle Zwecke interessant.
Sofern die synthetisierten Trisaccharide 94 und 95 bifidogene Eigenschaften zeigen,
konnte nach weiterer Optimierung eine industrielle Erzeugung mit Hilfe der
eingesetzten Hydrolasen moglich werden.

80



Theoretischer Teil

Wie schon bei den vorangegangen grof3en Ansatzen erfolgte die Separation der
Produkte 94 und 95 von den Edukten in Kooperation mit der Sidzucker AG an einer

industriellen GPC-Saule mit Fractogel® HW40S und Wasser als Eluenten.
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7. Zusammenfassung

Der Marktanteil an so genannten ,functional food“ Lebensmittel ist in den letzten
Jahren stetig gestiegen. Die Definition des Begriffs ,functional” beinhaltet in diesem
Zusammenhang Lebensmittel, die bei Einnahme einen positiven Effekt auf die
Gesundheit haben. Im Besonderen seien hier Oligosaccharide mit prabiotischen
Eigenschaften genannt, die beispielsweise eine intakte Darmflora begtinstigen und in
diesem Zusammenhang zur Starkung des Immunsystems beitragen. Diese
Oligosaccharide und deren synthetischer Zugang in groRerem Malistab stehen daher
im zentralen Interesse der Lebensmittelindustrie.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Selektivitdt und die Donorspezifitat der
a-Hydrolasen RAF-A und aGaB sowie der B-Hydrolase BgLT untersucht.
Einhergehend wurden neue Donoren synthetisiert sowie enzymatische Zugange zu
neuen Oligosacchariden entwickelt und das upscaling mit den Enzymen aus Bovine
testes, Bacillus circulans und Aspergillus oryzae erfolgreich durchgefuhrt.

Bei RAF-A handelt es sich um eine a-Galactosidase, die gegenuber monomeren
Akzeptoren wie Methylglucosid, Methylmannosid oder Methylgalactosid eine
ausgepragte a(1—6) Spezifitat und zusatzlich mit geringeren Anteilen an a(1—4)
galactosyliertem Produkt fur Methylglucosid zeigte. Weiterhin konnte bei selektiv 6-O-
geschitzten Akzeptorsubstraten die Galactosylierungsposition gezielt beeinflusst
werden. Bei Disaccharidakzeptoren wie Saccharose und Isomaltulose entstanden
ausschlieBlich die a(1—6) Derivate. Gleichzeitig zeigte RAF-A eine weitere
interessante Donorspezifitdt, denn neben dem klassischen Donor pNP-
Galactosid 19, werden auch Mellibiose 27, Galactosylfluorid 18, sowie teilweise
Fucosylfluorid 21 und Arabinosylfluorid 24 als Donoren akzeptiert.

Bei aGaB handelt es sich eine thermophile a-Galactosidase, deren Optimum bei
65 °C liegt und die ausschlieRlich a(1—6) Spezifitat zeigt. Dieses Enzym war wegen
seiner Donorspezifitat weniger universell verwendbar als RAF-A und akzeptierte

neben pNP-Galactopyranosid 19 nur Mellibiose 27 und a-Galactopyranosylfluorid 18.

BgLT ist eine thermophile B-Galactosidase, die sich als Substitut fur das Enzym aus
Bovine testes herausstellte. Dieses Enzym zeigt eine ausgepragte Regiospezifitat zur
Bildung von B-(1—3) glycosidischen Bindungen und akzeptiert neben pNP-B-D-
Galactopyranosid (85), Lactose 28 und 4-Pyridinyl-B-D-galactopyranosid (20) auch
4-Pyridinyl-B-D-fucopyranosid (23) sowie 4-Pyridinyl-a-L-arabinopyranosid (26) als
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Donorsubstrate. Neben den Akzeptoren Saccharose (11), Isomalt (12), Isomaltulose
(13) und  Methyl-a-D-glucopyranosid (14) lied sich auch Allyl-a-N-
acetylglucosaminid 17, enzymatisch galactosylieren, was einen interessanten
Syntheseweg fur neuartige Chitooligomere eréffnen mag.

Ebenso gelang die Durchfuhrung von Transgalactosylierungsreaktionen mit den
spezifischen B-Galactosidasen aus Bovine testes und Aspergillus oryzae in sehr
guten Ausbeuten ohne Pufferlosung. Weiterhin konnte mit den beiden vorher
genannten Enzymen, sowie mit Bacillus circulans 3-(1—3)-, B-(1—4) sowie B-(1—6)-
galactosylierte Strukturen im Grammmalstab hergestellt werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt neue, interessante Synthesewege zur Darstellung
spezifischer Oligosaccharide und unterstreicht die vielseitige Einsatzmaoglichkeit von

Hydrolasen mit naturlichen und kunstlichen Donoren in der organischen Synthese.

83



Summary

7. Summary

In recent years, an increasing effort has been made to screen for functional food
components. In this context the definition of the term “functional” describes
components displaying health beneficial effects. Oligosaccharides are of particular
interest due to their prebiotic attributes, responsible for a proper intestinal flora and
thus stabilizing effects of the immune system. Synthetic access for these
oligosaccharides on larger scale of is of particular interest to the food industry.

In this work the selectivity and the donor specificity of the a-hydrolases RAF-A and
aGaB as well as the B-hydrolase BgLT were studied. Novel donors have been
synthesised, and enzymatic approaches for the synthesis of new oligosaccharides
were developed. Further, upscaling with B-galactosidases from bovine testes,
Bacillus circulans and Aspergillus oryzae were accomplished successfully.

RAF-A is an a-galactosidas with distinctive a(1—6) specificity for monomeric
acceptors such as methyl glucoside 14, methyl gactoside 15 or methyl mannoside
16. In case of methyl glucoside 14 the a(1—4) linked derivative was found as side
product. Further, it was possible to diversify the position of galactosylation employing
selectively 6-O-protected acceptors. Using disaccharide acceptors such as sucrose
and isomaltulose only the a(1—6) regioisomeric derivatives were obtained. RAF-A
showed other interesting donor specificities because in addition to pNP-a-D-
galactopyranoside (19), even mellibiose 27 and a-D-galactopyranosyl fluoride (18),
as well as partially a-D-fucopyranosyl fluoride (21) and (-L-arabinopyranosyl fluoride
(24) were accepted as a donor substrate.

aGaB is a thermophilic a-hydrolase with a temperature optimum at 65 °C, showing an
exclusive a-(1—6) specificity. This enzyme showed a significant selectivity and only
accepted pNP-a-D-galactopyranoside (19), mellibiose 27 und a-D-galactopyranosyl
fluoride (18).

BgLT is a thermophilic B-galactosidase, which turned out to establish novel B-(1—3)
linkages to the applied acceptors and thus may be considered a distinguished
substitute for the [-galactosidase from bovine testes. In addition to lactose 28,
pNP B-D-galactopyranoside (85) and pyridinyl B-D-galactopyranoside (20) BgLT
accepted even pyridinyl B-D-fucopyranoside (23) and pyridinyl a-L-arabinopyranoside
(26) as donor substrates and formed B-(1—3) bonds exclusively. In the range of
acceptor substrates sucrose (11), isomalt (12), isomaltulose (13) and methyl a-D-

glucopyranoside (14) also allyl-a-N-acetylglucosaminide 17, could be galactosylated
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successfully wich this may open an interesting synthetic passway to new
chitooligomers.

Further it was shown, that transglycosylation succeeded well with both the -
galactosidases from bovine testes and Aspergillus oryzae without a specific buffer
only in pH adjusted aqueous media. Finally these enzymes, as well as the [-
galactosidase from Bacillus circulans could be employed to attain B-(1—3)-, B-(1—4)
and B-(1—6)-galactosylated structures on a gram scale.

The present work shows novel pathways for the enzymatic synthesis of
oligosaccharides and emphasises the versatile applications of hydrolases with

natural and artificial donors in organic synthesis.
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8. Experimenteller Teil

Allgemeine Methoden:

Reaktionsfuhrung und Reaktionsverfolgung:

Zur analytischen Dunnschichtchromatographie (DC) wurden Kieselgel-Folien der
Firma Merck verwendet (Kieselgel 60 F2s4, Merck). Die Detektion der Substanzen
erfolgte durch UV-Absorption, besprihen mit 10 %iger ethanolischer Schwefelsaure
mit anschliellender Hitzebehandlung oder durch Bespruhen mit einer 10 %igen

Molybdatophosphorsaure-Losung und anschlieRender Hitze-Behandlung.

Mit Ausnahme der Reaktionen an denen Wasser direkt als Losungsmittel, respektive
Reaktand beteiligt war, wurden alle Reaktionen in nach den ublichen Methoden
absolutierten organischen Losungsmitteln durchgefihrt. Alle Pufferldsungen wurden
mit deionisiertem Wasser hergestellt und zur Unterbindung einer eventuellen
Kontamination durch Mikroorganismen mit 0.5 % Natriumazid versetzt.
pH-Messungen erfolgten mit einem pH-Meter: Mettler ,Toledo“ MP 220

Die Inkubation der Enzymansatze bis zu einem Gesamtvolumen von 2 ml erfolgte in
einem Eppendorf Thermomixer comfort. Grolkere Ansatze wurden in einem
Schuttelautomaten GFL 1086 durchgeflhrt. Zentrifugiert wurde mit einer Beckmann
Klhlzentrifuge J2-21 oder einer Eppendorf Zentrifuge 5415. Gefriertrocknung erfolgte
mit einem Leybold-Heraeus Lyovac GT2 Gerat.

Folgende Enzyme kamen zum Einsatz:

Von Prof. Dr. R. Mattes, Institut fur Industrielle Genetik, Stuttgart, geklonte und in
E. coli exprimierte Enzyme:

o-Galactosidase RAF-A, a-Galactosidase agaB, p-Galactosidase BgLT.
B-Galactosidase aus Rinderhoden (EC 3.2.1.23), isoliertes Rohenzym.
B-Galactosidase aus Bacillus circulans (EC 3.2.1.23), Biolacta Daiwa Kasei Co.,
Japan.

B-Galactosidase aus Asperqgillus oryzae (EC 3.2.1.23), Sigma-Aldrich.

Lipase aus Schweineleber, (EC 3.1.1.3) Sigma-Aldrich.
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Saulenchromatographie:

Saulenchromatographische Trennungen wurden, nach dem Flashverfahren an
Kieselgel 60 (230 — 400 mesh, KorngroRe 40 — 63 um, Merck), durchgefuhrt. Fur
Chromatographie an Kieselgel wurden ausschliel3lich destillierte organische
Solventien verwendet. Gelpermeationschromatographie wurde an Biogel® P2 (fine, 2
x 100 cm) mit den Eluenten Wasser oder 0.25 M Ammoniumhydrogencarbonat-
Lésung durchgeflhrt.

FUr chromatographische Trennungen an Sephadex® LH-20 (fine, 2 x 100 cm) wurde
eine Mischung aus Ethanol / Wasser 1:5 verwendet.

Zur analytischen HPLC (Hochdruckflissigkeitschromatographie) an einem
LaChrom®-HPLC-System wurden neben LiChrosorb® RP-18 und LiChrosorb® NH,
Saulen (250 x 4 mm, 5 um) hauptsachlich Polyspher® NA, CA, sowie PB (300 x 6.5
mm) zur Analytik von oligomeren Zuckergemischen eingesetzt. Die Detektion erfolgte
substanzspezifisch mittels UV-(L-7455) oder RI-(L-7490) Detektor der Firma Merck.
Zur Trennung der Enzymansatze im Grammmalstab wurde eine GPC-Trennanlage
mit drei Trennsaulen besteht (Saulen Durchmesser 10 cm, Lange 121.8 cm)
eingesetzt. Bei der stationdren Phase handelt es sich um Fractogel® HW40S Wasser

wurde als Eluenten verwendet. %8

Analytik:

FUr photometrische Messungen wurde ein Shimadzu Spektrophotometer UV-160-A
benutzt.

Spezifische Drehwerte wurden an einem Polarimeter der Firma Perkin-Elmer,
Modell 241 PE, in einer 1 dm Kuvette bei 589 nm und bei 20 °C bestimmt.
MALDI-TOF Massenspektren wurden mit einem Bruker Biflex Il (No-Laser, 337 nm,
extern kalibriert) in einer DHB-Matrix (2,5-Dihydroxybenzoesaure) gemessen.

NMR Spektren wurden an einem Bruker Spektrometer AMX-400 ('H: 400 MHz,
3C: 100 MHz) bzw. einem Bruker DRX-500 Spektrometer ('H: 500 MHz, '*C:
125 MHz) gemessen. Als interner Standard wurde Tetramethylsilan (0.00 ppm) in
CDCl; verwandt. Spektren, die in anderen deuterierten Losungsmitteln vermessen
wurden, wurden auf die jeweiligen spezifischen Solvenspeaks geeicht. Eine
vollstindige Zuordnung der Signale erfolgte falls erforderlich mit 'H-'H /
'H-*C COSY, TOCSY sowie HMQC und HMBC- Experimenten. Fiir die eindeutige
Zuordnung der Signale und zur Bestimmung der Regioselektivitat wurden die
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ungeschuitzten Saccharid-Derivate gemal® AAV1 Variante A acetyliert. Es sind dann
zusatzlich zu ausgesuchten Signalen der ungeschuitzten Verbindung die chemischen
Verschiebungen der jeweiligen acetylierten Produkte angegeben.

Eine Ausnahme bildet hier das Isomalt 12 und alle davon abgeleiteten Produkte. Weill
Isomalt als Diastereomerengemisch vorliegt, kommt es zu ausgepragten
SignalUberlagerungen und —verbreiterungen. Daher war eine eindeutige Zuordnung
der "H- und C- Signallagen nur durch Analogieiiberlegung unter Zuhilfenahme der

Literatur méglich. 19117

Aktivitatsmessungen:

1.) Assay zur Bestimmung der Aktivitdt der [-Galactosidase aus Bovine testes
(Rinderhoden) gegentiiber pNP-f-D-galactopyranosid:

Die p-Galactosidase katalysiert unter anderem die Spaltung des Substrats
p-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid. Die Menge des dabei freiwerdenden
p-Nitrophenols kann photometrisch quantifiziert werden. 75 pl 2 mM wassrige pNP-f3-
Galactosid Losung sowie 75 pyl 50 mM Mcllvane Puffer (NaH,PO4 < 12H,O /
Zitronensaure, pH = 4.3) werden mit 150 yl Enzymldsung bei 37 °C inkubiert. Parallel
wird eine Vergleichsldsung angesetzt, bei der die Substratldsung durch 75 pl Puffer
ersetzt wird. Nach jeweils 10, 20 und 30 min werden 100 pl Aliquote entnommen und
die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 0.25 M Glycinpuffer (pH = 10) terminiert. Die
Extinktion wurde bei 400 nm bestimmt. Die Konzentration an freiem p-Nitrophenol
ergibt sich aus einer Eichgeraden, die mit einem Standard aus 0 - 2 mM pNP-Lésung
in 0.25 M Glycinpuffer (pH = 10) aufgestellt wurde. Ein Unit enzymatischer Aktivitat
entspricht der Enzymmenge, die bendtigt wird, um 1 pmol
p-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid pro Minute unter den jeweils angegebenen

Bedingungen zu hydrolysieren.

2.) Assay zur Bestimmung der Aktivitdt der a-Galactosidase aus RAF-A gegeniiber
pNP-a-D-galactopyranosid:

Analog des ersten Assays zur Bestimmung der Aktivitat der p-Galactosidase aus
Bovine testes wird p-Nitrophenyl-a-D-galactopyranosid verwandt um die Aktivitat der

a-Hydrolase zu bestimmen.
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Isolierung der Enzyme
Alle eingesetzten Enzyme, bis auf die B-Galactosidase aus Rinderhoden, wurden von
Prof. Mattes (RAF-A, aGaB, BgLT) zur VerflUgung gestellt oder sind erworbene

Produkte kommerzieller Anbieter.

-Galactosidase aus Rinderhoden:

310 g Rinderhoden (die Tiere sollten nicht viel junger als 24 Monate sein) wurden
zerkleinert und in einem Mixer homogenisiert. Anschlielend wurden 310 ml 0.1 M
Essigsaure zugegeben und die Mischung mit 2 M Salzsaure auf pH 4 titriert. Das
Homogenisat wurde 30 min. geriihrt und weiterhin mit 10° m/s? 20 min. zentrifugiert
und der Uberstand (320 ml) mit 90 g gemdrsertem Ammoniumsulfat
(Endkonzentration 40 %) versetzt. Nach abermaligem Zentrifugieren wurde der
Niederschlag in 120 ml 50 mM Mcllvane Puffer (NaH,PO4 « 12 H,O / Zitronensaure,
pH = 4.3) geldst, 15 min. bei 50 °C erwarmt und erneut zentrifugiert. Abschliel3end
wurde der Uberstand 24 h bei 4 °C gegen Mcllvane Puffer (pH = 4.3) dialysiert. Das
Rohenzym ist nach Gefriertrocknung bei —20 °C haltbar.

Die spezifische Aktivitat der p-Galactosidase betragt 136 U/g.

Allgemeine Arbeitsvorschriften
AAV 1: Acetylierung

Variante A

Die ungeschutzte Verbindung wurde in trockenem Pyridin geldost und mit 5
Aquivalenten Essigsaureanhydrid pro OH-Gruppe versetzt und bei Raumtemperatur
Uber Nacht gerUhrt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Rickstand
mehrmals mit Toluol codestilliert. Falls erforderlich wurde das Produkt an Kieselgel

chromatographiert.

Variante B

Die ungeschiitzte Verbindung wurde mit 5 Aquivalenten Natriumacetat pro OH-
Gruppe sowie einem Uberschuss an Essigsaureanhydrid versetzt und langsam auf
130 °C erhitzt. Bei einsetzender exothermer Reaktion wurde die Heizquelle entfernt.

Nach Vollendung der Reaktion wurde der Ansatz noch 2 h unter Ruckfluss erhitzt,
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dann lie® man abkuhlen, goss den Ansatz auf Eiswasser und rihrte Uber Nacht. Das
Gemisch wurde mit Methylenchlorid extrahiert, die organische Phase abgetrennt und
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels
i. Vak. konnte der Rulckstand zur Reinigung kristallisiert oder an Kieselgel

chromatographiert werden.

AAV 2: Deacetylierung nach Zemplén

Die Verbindung wurde in absolutem Methanol geldst und mit einer frisch angesetzten
0.1 M methanolischen Natrium-methanolat-Losung bis pH = 8 — 9 versetzt. Der
Fortschritt der Reaktion wurde dunnschichtchromatographisch verfolgt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit Amberlite IR 120 (H") neutralisiert

und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

AAV 3: Enzymatische Transgalactosylierung mit der a-Galactosidase aus RAF-A

Die Donorverbindung (1 Aquivalent) wurde mit dem Akzeptorsubstrat (2 Aquivalente)
in Kaliumphospatpuffer (Konzentration gemaf Variante A oder B, KH,PO4 / KoHPOy,
pH = 6.5) geldst und mit der Galactosidase RAF-A (20 U / mmol Akzeptor) in 100 pl
des gleichen Puffers versetzt. Der Ansatz wurde 24 h bei 37 °C im Thermomixer
inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz fur 10 min auf 95 °C
erhitzt. Die Separation der Produkte von den Edukten erfolgte an Biogel® P2 mit dem

Eluenten Wasser oder an Sephadex® LH-20 mit dem Eluenten Wasser / Ethanol 1:5.

Variante A fiur Fluoride: 0.3 M, KH,PO4 / KoHPO,4, pH = 6.5
Variante B: 0.1 M, KH,PO, / K;HPO4, pH = 6.5
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AAV 4: Enzymatische Transgalactosylierung mit der a-Galactosidase aGaB

Die Donorverbindung (1 Aquivalent) wurde mit dem Akzeptorsubstrat (2.5
Aquivalente) in Kaliumphospatpuffer (0.3 M, KHaPO4 / KzHPO4, pH = 6.5) und mit der
thermophilen Galactosidase aGaB (10 U / mmol Akzeptor) in 100 pl des gleichen
Puffers versetzt. Der Ansatz wurde 24 h bei 65 °C im Thermomixer inkubiert. Zur
Inaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz fur 15 min auf 95 °C erhitzt. Die
Separation der Produkte von den Edukten erfolgte an Biogel® P2 mit dem Eluenten

Wasser oder an Sephadex® LH-20 mit dem Eluenten Wasser / Ethanol 1:5.

Variante A fur Fluoride: 0.3 M, KH,PO4 / KoHPO,4, pH = 6.5
Variante B: 0.1 M, KH,PO4 / KoaHPQOy4, pH = 6.5

AAV 5: Enzymatische Transgalactosylierung mit der 3-Galactosidase BgLT

Die Donorverbindung (1 Aquivalent) wurde mit dem Akzeptorsubstrat (2 Aquivalente)
in Kaliumphospatpuffer (0.1 M, KH;PO4 / KyHPO4, pH = 6.5) und mit der
thermophilen Galactosidase BgLT (10 U / mmol Akzeptor) in 100 ul des gleichen
Puffers versetzt. Der Ansatz wurde 24 h bei 65 °C im Thermomixer inkubiert. Die
Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Erhitzen des Ansatzes auf 95 °C fur 15
Minuten. Fir den Fall, dal das pNP-3-D-galactopyranosid als Donor verwandt wurde,
wurde das entstandene p-Nitrophenol durch Schitteln mit Essigester extrahiert. Die
Separation der Produkte von den Edukten erfolgte an Biogel® P2 mit dem Eluenten

Wasser oder an Sephadex® LH-20 mit dem Eluenten Wasser / Ethanol 1:5.
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C-NMR-Literaturwerte des Akzeptors Isomalt (12) ['%%"%

Glucosyla(1—6)  Glucitol Mannitol
C-1 98.55/98.51 63.63 62.79
C-2 71.67
C-3 73.28
C-4 69.80
C-5 72.23
C-6 60.86 68.90 / 69.16 68.90 / 69.16
Synthesen

Allyl-2-acetamido-2-desoxy-a-D-glucopyranosid (17)

OH
H 0

2 3
AcNH =
o—

A
17

10.0 g (45.2 mmol) N-Acetylglucosamin wurden in 160 ml Allylalkohol gelést und mit
0.6 ml Acetylchlorid versetzt. Der Ansatz wird 24 h unter Rickfluss erhitzt, dabei wird
der Fortgang der Reaktion dunnschichtchromatographisch verfolgt. Anschlieend
wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel (Essigester /
Methanol 6 : 1) chromatographisch gereinigt.

Als Produkt konnte 8.1 g (31.0 mmol, 68 %) eines weillen amorphen Feststoffes

isoliert werden

C11H1sNO11 (261.12)
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[a] 5= +156 (c=1 in H,0) Lit..[""" +154.8 (c=1.43 in H,0)

"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 7.70 (dddd, 1H, CH-allyl, J» 3 = 1.5 Hz, Jy.3 =
5.5 Hz, J1» = 10.4 Hz, J1» = 17.3 Hz), 5.10 (dd, 1H, CHx-allyl, J» 3 = 1.5 Hz, J1» =
17.3 Hz), 5.00 (dd, 1H, CHy-allyl, Jp 5 = 1.5 Hz, J1» = 10.4 Hz), 4.67 (d, 1H, H-1, J;»
= 3.6 Hz), 3.96 (dd, 1H, OCH.-allyl, Jy 1 = 5.5 Hz, J1» = 13.1 Hz), 3.77 (dd, 1H,
OCHo-allyl, J11 = 5.5 Hz, J1> = 13.1 Hz), 3.66 (dd, 1H, H-2, J1» = 3.6 Hz, Jo3 = 10.7
Hz), 3.62 (dd, 1H, H-6a, Jsea = 2.2 Hz, Jeasp = 12.1 Hz), 3.56 (vt, 1H, H-4, J34 = 10.7
Hz) 3.52 (dd, 1H, H-6b, Js = 5.3 Hz, Jeaso= 12.1 Hz), 3.45 (ddd, 1H, H-5, Js6a = 2.2
Hz, Jsep = 5.3 Hz, Jeasp = 12.1), 3.23 (vt, 1H, H-3, Jo3=Jss = 10.7 Hz).

3C-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 174.86 (C=0), 134.05, 118.30 allyl C, 96.50 (C-
1), 72.35 (C-5), 71.42 (C-2), 70.42 (C-3), 68.86 (C-4), 60.94 (C-6), 54.06 (CH.-allyl),
22.25 (COCHs).

a-D-Galactopyranosylfluorid (18)

HO OH

HO
OH

1.8g (5.0 mmol) Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylfluorid (30) werden unter
Zemplén-Bedingungen gemal AAV 2 unter DC-Kontrolle deacetyliert. Es werden 800
mg (4.4 mmol, 86 %) eines weillen amorphen Feststoffes erhalten, der aus Grinden

der Hydrolysesensibilitat moglichst trocken bei —20 °C gelagert werden sollte.

CeH11FO5 (182.15)
[a]g = +111 (c=1in Hz0) Lit.:1""2 +127 (c=1 in MeOH)
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"H-NMR (MeOH-d5, 500 MHz): & [ppm] = 5.42 (dd, 1H, H-1, J12 = 2.7 Hz, Jur = 54.7
Hz), 4.98 (br. d, 1H, H-4, J34 = 3.5 Hz), 4.56 (ddd, 1H, H-2, J12 = 2.7 Hz, J,5 = 9.0
Hz, Jur = 24.1 Hz), 3.67 (br. vt, 1H, H-3, Jo3 = 9.0 Hz), 3.59 — 3.50 (m, 1H, H-5),
3.46 — 3.42 (m, 1H, H-6a), 3.42 — 3.38 (m, 1H, H-6b).

BC-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & [ppm] = 109.73, 107.51 (C-1, "Jcr = 222 Hz),
74.30 (C-5), 74.27 (C-4), 69.41 (C-3), 68.19 — 67.95 (C-2, 2Jc.F = 24 Hz), 60.69 (C-6).

p-Pyridinyl-B-D-galactopyranosid (20)
HO
0
Ho o@N
HO —
20

0.9 g (2.1 mmol) des peracetylierten Pyridinylgalactosids 56 wurden gemafl AAV2
unter DC Kontrolle deacetyliert. Es konnten 541 mg (2.0 mmol, 95.2 %) eines weillen

amorphen Feststoffes erhalten werden.

C11H1sNOg (257.08)
[a]2 = +102 (c=0.2 in H,0)

berechnet: C 51.36 H 5.88 N 5.44
gefunden: C 50.92 H 6.03 N 5.27

"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 8.4 (br. s, 2H, Ar), 7.25 (d, 2H, Ar, J = 5.8 Hz),
5.19 (d, 1H, H-1, J12 = 7.9 Hz), 3.97 (d, 1H, H-4, J3.4 = 2.8 Hz), 3.89 (dd, 1H, H-3, J3 4
= 2.8 Hz, Jo3 = 9.8 Hz), 3.81 (dd, 1H, H-2, J1» = 7.9 Hz, J,3 = 9.8 Hz), 3.76 — 3.72
(m, 3H, H-5, H-6a, H-6b).

94



Experimenteller Teil

BC-NMR (D,0O, 100 MHz): & [ppm] = 150.19 (Ar), 112.68 (Ar), 99.75 (C-1), 76.11
(C-3), 72.81 (C-5), 70.63 (C-2), 68.77 (C-4), 61.09 (C-6).

a-D-Fucopyranosylfluorid (21)

HO

o
HO
OH

21 F

1.81 g (6.21 mmol) Des peracetylierten D-Fucopyranosylfluorids 36 wurden gemaf
AAV 2 unter DC-Kontrolle deacetyliert. Nachdem das Losungsmittel i.Vak entfernt
wurde, konnten 0.9 g (5.4 mmol) 87 % eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert

werden.

CoH11FO4 (166.15)
[a] 2= +137 (c=1 in MeOH)

"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & [ppm] = 5.60 (dd, 1H, H-1, J12 = 3.2 Hz, Jur = 54.0
Hz), 5.13 (br. d, 1H, H-4, Js4 = 3.8 Hz), 4.21 (br. vt, 1H, H-3, Jo3 = 10.1 Hz), 3.84
(ddd, 1H, H-2, J12 = 3.1 Hz, Jo3 = 10.1 Hz, Ji.r = 23.1 Hz), 3.80 — 3.76 (m, 1H, H-5),
1.13 (d, 3H, H-6, Js6 = 6.6 Hz).

BC-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & [ppm] = 98.46, 96.63 (C-1, "Jc.r = 183 Hz), 73.33
(C-4), 72.29 (C-5), 71.87, 71.81, (C-2,%Jc.F = 12 Hz), 69.67 (C-3), 14.93 (C-6).
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para-Nitrophenyl-a-D-fucopyranosid (22)

HO

HO
OH
22 0,0NP

1.51 g (3.67 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-p-nitrophenyl-a-D-fucopyranosid wurden
gemall AAV2 unter DC-Kontrolle deacetyliert. Nach Entfernen des Methanols i. Vak.
konnten 0.83 g (2.90 mmol, 79%) leicht gelber, amorpher Feststoff isoliert werden.

C12H1sNO7 (285.08)
[a] 2= +198 (c=0.3 in MeOH) Lit.:'""%1 +249 (c=1 in MeOH)

"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 8.20 (d, 2H, Ar, J = 9.1), 7.20 (d, 2H, J = 9.1 Hz
Ar), 5.75 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 4.09 (dd, 1H, H-5, Js5 = 3.3 Hz, Js¢ = 6.6 Hz),
4.05 (dd, 1H, H-3, Js4 = 3.1 Hz, Jo3 = 10.2 Hz), 3.49 (dd, 1H, H-2, J:12 = 3.8 Hz, Jo3 =
10.2 Hz), 3.82 (br. d, 1H, H-4, J3.4 = 3.1 Hz), 1.10 (d, 3H, H-6, Js¢ = 6.6 Hz).

BC-NMR (D0, 100 MHz): & [ppm] = 126.45, 117.16 (Ar), 97.23 (C-1), 71.99 (C-4),
69.85 (C-3), 68.43 (C-5), 68.01 (C-2), 15.62 (C-6).

Pyridinyl-B-D-fucopyranosid (23)
HO
0
Ho o@N
HO —
23

183 mg (0.5 mmol) des peracetylierten [B-D-Pyridinylfucosids 61 wurden gemaf
AAV2 unter DC-Kontrolle deacetyliert. Nach Entfernen des Methanols i. Vak. konnten
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110 mg (0.46 mmol, 92.3 %) eines blassgelben, amorphen Feststoffes erhalten

werden.

C11H1sNOs (241.24)
[a] 2= +129 (c=0.2 in H.0)

berechnet: C 54.77 H6.27 N 5.81
gefunden: C 54.26 H 6.39 N 5.49

"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & [ppm] = 8.41 (d, 2H, Ar, J = 6.3 Hz), 7.05 (d, 2H,
Ar, J = 6.3 Hz), 5.03 (d, 1H, H-1, J12 = 7.5 Hz), 3.84 (m, 1H, H-5), 3.57 (dd, 1H, H-2,
J12=7.5Hz, Jo3 = 9.8 Hz), 3.51 (br. d, 1H, H-4, J34 = 3.2 Hz), 3.44 (dd, 1H, H-3, J3 4
= 3.2 Hz, Js4 = 9.8 Hz), 1.18 (d, 3H, H-6, Js¢ = 6.3 Hz).

3C-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & [ppm] = 151.29 (Ar), 111.86 (Ar), 99.75 (C-1),
73.67 (C-3), 71.19 (C-4), 70.86 (C-5), 69.98 (C-2), 16.83 (C-6).

B-L-Arabinopyranosylfluorid (24)

HO

o
HO
OH

24 F

1.17 g (4.2 mmol) des per-O-acetylierten a-L-Arabinosylfluorids 39 wurde nach
Zemplén gemall AAV 2 unter DC-Kontrolle deacetyliert. Nach Entfernen des
Losungsmittels i. Vak. wurden 548 mg (3.6 mmol) 86 % eines weil3en, sehr harten,

amorphen Feststoffes erhalten, der trocken bei -20 °C gelagert werden kann.

CsHgoFO4 (152.04)
[a] 2= +129 (c=0.8 in MeOH) Lit.:"" +138.2 (c=0.4 in H,0)
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"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & [ppm] = 5.90 (dd, 1H, H-1, J1 = 3.5 Hz, Ju.r = 53.0
Hz), 5.61 (dd, 1H, H-3, J3.4 = 3.4 Hz, J»5 = 10.5 Hz), 5.48 (dd, 1H, H-4, Js5 = 1.7 Hz,
Jas = 3.4 Hz), 5.39 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.5, Jo3 = 10.5 Hz, Ju.r = 22.3 Hz), 3.93 (dd,
1H, H-5a, Jas = 1.8 Hz, Jsas = 13.0 Hz), 3.79 (dd, 1H, H-5b, Js5 = 1.8 Hz, Jsasp =
13.0 Hz).

3C-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & [ppm] = 98.35, 96.56, "Jc.r = 179 Hz (C-1), 73.53
(C-4), , 71.91, 71.80, 2Jc.r = 11 Hz (C-2), 68.53 (C-5), 68.11 (C-3).

p-Nitrophenyl-B-L-arabinopyranosid (25)

HO

HO
OH
25 OpNP

1.03 g (2.58 mmol) des 2,3,4-Tri-O-acetyl-p-L-arabinopyranose (49) werden gemaf
AAV2 deacetyliert. Als Produkt konnten 545 mg (2.01 mmol 81 %) eines leicht

orangen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

C11H1sNO7 (271.06)
[0] 2= +196.5 (c=0.3 in MeOH) Lit.:L""® +260 (c=0.5 in MeOH)

"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 8.12 (d, 2H, Ar, J = 9.1 Hz), 7.15 (d, Ar, 2H, J =
9.1 Hz), 5.65 (d,1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 4.02 (dd, 1H, H-5a, Jssa = 0.6 Hz, Jsasp =
13.1 Hz), 3.95 (dd, 1H, H-5b, Jaso = 1.9 Hz, Jsasp = 13.1 Hz) 3.89 (dd, 1H, H-3, J3.4 =
3.4 Hz, Jo3 = 10.3 Hz), 3.49 (dd, 1H, H-2, J1» = 3.8 Hz, J»5 = 10.3 Hz), 3.82 (d, 1H,
H-4, J34 = 3.4 Hz).

3C-NMR (D0, 125 MHz): & [ppm] = 126.45, 117.16 (Ar), 97.23 (C-1), 71.99 (C-4),
69.85 (C-3), 68.43 (C-5), 68.01 (C-2).
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p-Pyridinyl-B-L-arabinopyranosid (26)

1.76 g (5.0 mmol) des acetylierten Pyridinylarabinosids 62 wurden in Methanol geldst
und gemal AAV2 unter DC Kontrolle deacetyliert. Nachdem das Losungsmittel i.Vak
entfernt worden war konnten 932 mg (4.1 mmol, 89.2 %) eines orangefarbenen

Feststoffes isoliert werden.

C1oH13NO5 (227.27)

[a] 2= +5 (c=0.15 in H,0)

berechnet: C 52.86 H5.77 N 6.16
gefunden: C 51.98 H 5.89 N 6.29

"H-NMR (DsCOD, 500 MHz): & [ppm] = 8.42 (d, 2H, Ar, J = 5.7 Hz), 7.05 (d, 2H, Ar, J
= 5.7 Hz), 5.03 (d, 1H, H-1, J1, = 6.9 Hz), 3.76 — 3.71 (m, 2H, H-5a, H-4), 3.68 — 3.62
(m, 2H, H-2, H-5b), 3.48 (me, 1H, H-3).

3C-NMR (DsCOD, 100 MHz): & [ppm] = 151.31 (Ar), 111.90 (Ar), 99.81 (C-1), 72.67
(C-3), 70.34 (C-4), 67.74 (C-2), 66.10 (C-5).

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylfluorid (30)
AcO OAc
0
AcO
AcO
F
30
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In einem Kunststoffgefall wurden Galactoseperacetat 35 (2.15 mg, 5.50 mmol) in 4
ml HF / Pyridin — Lésung (65 % HF in Pyridin, 5 = 1.14 g/cm®, 110 mmol HF), geldst
und 3 h geruhrt. Anschlielfend wurden 20 ml Dichlormethan zugegeben und zweimal
mit je 30 ml Wasser und im Anschluss so haufig mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat Lésung gewaschen, bis kein Kohlendioxid mehr entstand.
Nach erfolgter Phasentrennung wurde die organische Phase Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der verbleibende, blassgelbe
Ruckstand wird an Kieselgel (EE / PE 1:1) chromatographiert. Es werden 1.8 g (5

mmol, 90 %) eines weilRen, amorphen Feststoffes erhalten.

C14H19FOg (350.30)
[a] 2= +98.5 (c=1 in CHClI3) Lit..""® +96.5 (c=1 in CHCI5)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 5.81 (dd, 1H, H-1; J1» = 2.5 Hz, Jur = 53.3
Hz), 5.54 (br. d, 1H, H-4, J3.4 = 3.2 Hz), 5.36 (dd, 1H, H-3, J34 = 3.2 Hz, Jo5 = 10.9
Hz), 5.19 (ddd, 1H, H-2, J12 = 2.5 Hz, J»3 = 10.9 Hz, Jur = 23.8 Hz), 4.41 (vt, 1H, H-
5, Jsg = 6.3 Hz), 4.19 — 4.09 (m, 2H, H-6a, H-6b, Jss = 6.3 Hz, Jeago = 11.35 Hz),
2.15, 2.12, 2.06, 2.01 (4s, je 3H, CO-CH).

3C-NMR (CDCls, 100 MHz): & [ppm] = 170.72, 170.61, 170.36, 170.25 (C=0),

105.84, 103.58 (C-1, "Jor = 226 Hz), 69.29 (C-5), 69.25 (C-4), 67.93, 67.75, (C-2,
2Jor = 18 Hz), 67.69 (C-3), 61.65 (C-6), 21.03 (CO-CHs).

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid (31)

AcO

OAc
(@]
AcO
AcO

Br
31
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18 g (100 mmol) Galactose 33 wurden unter Eiskihlung in 100 ml Essigsaure-
anhydrid suspendiert. AnschlieRend wurde innerhalb von 30 min. 20 ml HBr /
Eisessig (33 %) zugegeben und solange geruhrt bis sich die gesamte Galactose
gelost hatte. Im Anschluss wurden weitere 100 ml HBr / Eisessig (33 %) unter
Eisklhlung zugegeben und die Lésung noch 3 h bei Raumtemperatur weitergerinhrt.
Zur Aufarbeitung wurden dem Ansatz 200 ml Methylenchlorid zugeflgt, die Mischung
auf Eiswasser gegeben und in Folge mit jeweils 60 ml Wasser, 60 ml ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Losung sowie 60 ml ges. Kochsalzlésung gewaschen. Nach
erfolgter Phasentrennung wird die organische Phase Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde aus
Diethylether / Petrolether umkristallisiert.

Ausbeute: 21. 6 g (62.5 mmol, 52 %) farbloser Nadeln

C14H1gBr09 (41 1 20)
Smp.: 87 °C Lit.:"'"1 87 °C

"H-NMR (CsDs, 500 MHz): & [ppm] = 6.81 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 5.8 (dd, 1H, H-
3, Jaa4 = 2.2 Hz, Jo.3 = 10.6 Hz), 5.67 (d, 1H, H-4, J3.4 = 2.2 Hz), 5.37 (dd, 1H, H-2, J1
= 3.8 Hz, Jo3 = 10.6 Hz), 4.38 (vt, 1H, H-5, Jss = 6.3 Hz), 4.18 (dd, 1H, H-6a, Js¢ =
6.3 Hz, Jeaso = 11.4 Hz), 4.12 (dd, 1H, H-6b, Jss = 6.3 Hz, Jeaso = 11.4 Hz), 1.82,
1.72,1.71, 1.70 (3s, je 3H, CO-CHs)

BC-NMR (CeDs, 125 MHz): & [ppm] = 169.97, 169.83, 169.58 (C=0), 89.35 (C-1),
71.91 (C-5), 68.78 (C-3), 68.48 (C-2), 67.60 (C-4), 61.03 (C-6), 20.30, 20.07 (CO-
CHa).
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2,3,4-Tri-O-acetyl-a-D-fucopyranosylfluorid (37)

AcO

AcO
AcO

37

3 g (9 mmol) 2,3,4-Tetra-O-acetyl-B-D-fucopyranose (36) wurden mit 6 ml (165 mmol)
HF / Pyridin Loésung in einem Kunststoff-Behalter fiur 3 h unter
Feuchtigkeitsauschluss gerthrt. AnschlieRend wurden 30 ml Dichlormethan
zugegeben und der Ansatz zweimal mit je 45 ml Wasser und dann so haufig mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, bis kein CO; mehr
entstand. Die organische Phase wurde separiert und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Nach Entfernen des Losungsmittels wird der Rickstand an Kieselgel (EE / PE 1 : 2)
chromatographiert. Als Produkt konnten 1.81 g (6.21 mmol, 69 %) eines farblosen

Sirups isoliert werden.

C12H17FO7 (292.09)
[a]2 = +148 (c=0.4 in CHCl3)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 5.76 (dd, 1H, H-1, J1» = 2.5 Hz, Jur = 53.8
Hz), 5.39 —5.34 (m, 2H, H-3, H-4), 5.17 (ddd, 1H, H-2, J1» = 2.5 Hz, J,3 = 10.8 Hz,
Jir = 24 Hz), 4.35 (vt, 1H, H-5, Js5 = 6.6 Hz), 2.17, 2.11, 2.00 (s, 3H, CO-CHs), 1.2
(d, 3H, H-6, Js = 6.6 Hz).

3C-NMR (CDCls, 100 MHz): & [ppm] = 105.45, 103.65 (C-1, 'Jcr = 181 Hz), 70.38

(C-4), 67.61 (C-5), 67.48, 67.42 (C-2, 2Jcr = 12 Hz), 67.36 (C-3), 20.70, 20.64, 20.58
(CO-CH3), 15.79 (C-6).
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Tri-O-acetyl-B-L-arabinopyranosylfluorid (39)

AcO

AcO
AcO

39

2 g (6.3 mmol) 2,3,4-Tetra-O-acetyl-a-L-arabinopyranose (38) wurden in einem
Kunststoffbehalter mit 4 ml (110 mmol) HF / Pyridin versetzt und 3 h gerthrt. Nach
Zugabe von 20 ml Dichlormethan wurde zweimal mit je 30 ml Wasser und dann so
haufig mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat Losung gewaschen, bis kein CO,
mehr entstand. Nach Phasentrennung und Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
wurde der verbleibende Ruckstand an Kieselgel (PE / EE 2 : 1) chromatographiert.
Ausbeute 1.17 g (4.2 mmol 67%) farbloser Sirup.

C11H1sFO7 (278.23)
[a] 2= +117 (c=0.7 in CHCl3) Lit..""® +136 (c=1 in CHCI5)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 5.81 (dd, 1H, H-1, J1» = 3.4 Hz, Jur = 52.7
Hz), 5.60 (dd, 1H, H-3, J3.4 = 3.4 Hz, Jo5 = 10.7 Hz), 5.44 (dd, 1H, H-4, Js5 = 1.6 Hz,
Jss = 3.4 Hz), 5.33 (ddd, 1H, H-2, J12 = 3.4, Jo3 = 10.7 Hz, Jur = 22.0 Hz), 3.97 (dd,
1H, H-5a, Jas = 1.6 Hz, Jsaso = 13.2 Hz), 3.79 (dd, 1H, H-5b, Js5 = 1.6 Hz, Jsasp =
13.2), 1.99, 1.98, 1.95 (s, je 3H, CO-CH).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): d [ppm] = 171.55, 171.42, 171.15 (C=0), 95.11 (C-1),
68.53 (C-4), 67.49 (C-2), 66.81 (C-3), 61.71 (C-5), 20.89, 20.71 (CO-CHy).
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p-Nitrophenyl-2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-fucopyranosid (47)

AcO

AcO
AcO
OpNP
47

3.0 g (9.0 mmol) Tetra-O-acetyl-B-D-fucopyranose (36) wurde mit 1.5 g (10.8 mmol)
p-Nitrophenol unter Argon in trockenem Dichlormethan gelést und mit 12.5 ml (45
mmol) BF3Et,0 (Gehalt: ~ 46.5 %, p = 1.13 g/cm®) versetzt und 4 h geriihrt.
AnschlieRend wurde erst 20 ml eisgekuhltes Wasser zugegeben und dann mehrmals
mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Nach Entfernen des
Lésungsmittels bei vermindertem Druck wurde das als Hauptprodukt entstandene
a-Anomer vom [3-Anomer an Kieselgel (Toluol/Aceton 30:1) separiert.

R =0.32

R =0.21

Als Produkt konnte 1.51 g (3.67 mmol, 40.7 %) eines blassgelben Sirups isoliert

werden.

C1gH21NO1o (411.11)
[a] 2= +201 (c=0.5 in CHCl5) Lit..""® +229 (c=1 in MeOH)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 8.15 (d, 2H, J = 9.3 Hz, Ar), 7.11 (d, 2H, J =
9.3 Hz, Ar), 5.80 (d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 5.51 (dd, 1H, H-3, J34 = 3.1 Hz, Jo3 =
10.9 Hz), 5.31 (d, 1H, H-4, Js4 = 3.1 Hz), 5.25 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.8, J»3 = 10.9 Hz),
413 (t, 1H, H-5, Jsg = 6.3 Hz), 2.14, 2.01, 1.98 (3s, 9 H, HsC-CO), 1.07 (d, 3H,
H3C-C-5).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & [ppm] = 170.84, 170,49 (C=0), 161.60 (C-O, Ar),

143.31 (C-NO,, Ar), 126.32, 116.78 (Ar), 95.24 (C-1), 71.02 (C-4), 68.04 (C-3), 67.88
(C-2), 66.58 (C-5), 21.12, 21.09, 21.01 (CO-CHs), 16.26 (C-6).
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p-Nitrophenyl 2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-arabinopyranosid (49)

AcO

AcO
AcO

40 OPNP
2.2 g (6.6 mmol) Tetra-O-acetyl-L-arabinopyranose 38 wurde mit 1.1 g (7.9 mmol) 4-
Hydroxynitrobenzol unter Argon in trockenem Dichlormethan gelést und mit 8.9 ml
(33 mmol) BF3*Et,O (Gehalt: ~ 46.5 %, p = 1.13 g/cm®) versetzt und 4 h geriihrt. Zur
Aufarbeitung wurde dem Ansatz zuerst 15 ml eisgeklhltes Wasser zugefligt und
anschlieBend mehrmals mit gesattigter = Natriumhydrogencarbonat-Losung
gewaschen. Nachdem das Losungsmittel i. Vak. entfernt wurde, wurde das als
Hauptprodukt entstandene a-Anomer vom B-Anomer an Kieselgel (Toluol/Aceton
10:1) separiert. Rqa = 0.29; R = 0.22

Als Produkt konnten 1.03 g (2.58 mmol 39.2 %) eines blassorangenen Sirups

erhalten werden.

C17H19NO1 (397.10)
[a]2 = +176 (c=0.6 in CHClI3)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 8.23 (d, 2H, Ar, J = 9.3 Hz), 7.16 (d, 2H, J
9.3 Hz, Ar), 5.87 (d, 1H, H-1, J1 = 3.5 Hz), 5.57 (dd, 1H, H-3, J34 = 3.4 Hz, Js3
10.7 Hz), 5.42 (br. dd, 1H, H-4, Jss = 1.6 Hz, Js4 = 3.4 Hz), 5.36 (dd, 1H, H-2, J1, =
3.5, Jo3 = 10.7 Hz), 3.97 (dd, 1H, H-5a, J45 = 1.6 Hz, Jsasy = 13.2 Hz), 3.79 (dd, 1H,
H-5b, Js5 = 1.6 Hz, Jsass = 13.2), 1.91, 1.90, 1.88 (s, je 3H, CHa).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & [ppm] = 170.35, 170.19, 170.05 (C=0), 161.03 (C-O,
Ar), 143.01 (C-NOy, Ar), 125.91, 116.44 (Ar), 95.11 (C-1), 68.53 (C-4), 67.49 (C-2),
66.81 (C-3), 61.71 (C-5), 20.89, 20.71 (CO-CH).
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Silber-p-pyridinolat (55)

e

55

5.20 g (54 mmol) 4-Hydroxypyridin (54) wurden in 200 ml bidest. Wasser gelost und
mit 2.16 g (54 mmol) Natriumhydroxid versetzt. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur ca. 15 min. gerthrt bis alle Feststoffe geldst waren. Anschlie3end
wurden 100 ml einer frisch bereiteten Silbernitratiosung (9.17 g, 54 mmol) zu der
basischen  Hydroxypyridin-Losung gegeben. Der entstandene braungraue
Niederschlag wurde Uber einen Hirschtrichter abgesaugt und zuerst mit Methanol
und anschlieend mit Diethylether gewaschen. Nachdem das Produkt unter
Lichtausschlu® im Exsikkator getrocknet wurde, konnten 9.69 g (89 %, 48 mmol)
eines braun-grauen amorphen Feststoffes erhalten werden. Das Produkt ist im

Eisfach unter Lichtausschluf} stabil und wurde ohne weitere Analytik eingesetzt.

CsH4AgNO (201.96)

p-Pyridinyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosid (56)
AcO OAc
S
AcO o@N
AcO —
56

2.0 g (4.8 mmol) a-Acetobromgalactose 31 wurden mit 970 mg (4.8 mmol)
Silber-4-pyridinolat (55) in einer Mischung aus 100 ml Acetonitril und 30 ml DMF
geldst und 5 h bei 80 °C unter Ruhren erhitzt. Nach Abkuhlen wurde der Ansatz uber

Celite filtriert und das LOsungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rulckstand wurde an
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Kieselgel, Eluent Toluol / Aceton 3:1 chromatographiert. Als Produkt konnte 900 mg

(2.1 mmol, 44 %) eines leicht gelben Sirups isoliert werden.

C19H23NO1 (425.13)
[a] ZDO= +112 (c=0.5 in CHCl3)

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 8.45 (d, 2H, Ar, J = 5.9 Hz), 6.65 (d, 2H, Ar, J
= 5.9 Hz), 5.91 (dd, 1H, H-2, J1» = 7.6, Jo3 = 10.4 Hz), 5.51 (d, 1H, H-4, J34 = 3.1
Hz), 5.21 (dd, 1H, H-3, J34 = 3.1 Hz, Jo3 = 10.4 Hz), 4.81 (d, 1H, H-1, J;, = 7.6 Hz),
4.09 (me, 2H, H-6a, H-6b, Jss = 6.3 Hz, Jeas, = 11.4 Hz), 3.38 (t, 1H, H-5, Js¢ = 6.3
Hz), 1.78, 1.73, 1.64, 1.59 (4s, 12 H, COCHs).

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & [ppm] = 152.07 (Ar), 112.04 (Ar), 98.19 (C-1), 71.64
(C-5), 71.36 (C-3), 68.98 (C-2), 67.31 (C-4), 61.47 (C-6), 20.47, 20.42, 20.27, 20.03
(CO-CH).

2,3,4-Tri-O-acetyl-a-D-fucopyranosylbromid (58)

AcO

AcO
AcO
Br
58

40 g (24 mmol) D-Fucose (57) wurden unter Eiskihlung in 25 ml
Essigsaureanhydrid suspendiert. Anschlielend wurde innerhalb von 30 min. 5 ml
HBr / Eisessig (33 %) zugegeben und solange geruhrt bis sich die gesamte Fucose
gelést hat. Dann werden weitere 25 ml HBr / Eisessig (33 %) unter Eiskuhlung
zugegeben und die Loésung noch 3 h bei Raumtemperatur weitergerihrt. Zur
Aufarbeitung werden 50 ml Dichlormethan dem Ansatz zugefigt, die Mischung auf
Eiswasser geschuttet und in Folge mit jeweils 20 ml Wasser, 20 ml ges.

Natriumhydrogencarbonatlésung sowie 20 ml ges. Kochsalzlésung gewaschen. Nach
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Phasentrennung wurde die organische Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether / Essigester 2 : 1) unter Zugabe einiger Tropfen Triethylamin pro 100 ml
Laufmittel chromatographiert.

Es wurden 430 mg (51 %, 1.22 mmol) eines gelben Sirups isoliert.

C12H17BrO7 (353.17)
[a] 2= +122 (¢c=0.3 in CHCl3) Lit.:""® +113 (c=0.5 in CHCI5)

"H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 6.85 (d,1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 5.78 (dd, 1H, H-
3, Js4 = 3.2 Hz, Jo3 = 10.7 Hz), 5.43 (br. d, 1H, H-4, J3» = 3.2 Hz), 5.35 (dd, 1H, H-2,
Ji2 = 3.8 Hz, Jo3 = 10.7 Hz), 4.10 (me, 1H, H-5), 1.83, 1.75, 1.72 (s, je 3H, COCHs),
0.95 (d, 3H, H-6, Js¢ = 6.6 Hz).

3C-NMR (CsDs, 100 MHz): & [ppm] = 163.98, 162.95, 162.77 (C=0), 90.50 (C-1),
71.29 (C-4), 70.74 (C-5), 69.10 (C-2), 21.36, 21.25, 21.00 (COCHj), 16.43 (C-6 CH).

2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-arabinopyranosylbromid (60)

AcO

AcO
AcO
Br
60

10 g (66 mmol) L-Arabinose (59) wurden unter Eiskuhlung in 50 ml Essigsaure-
anhydrid suspendiert. Anschlielend wurde innerhalb von 30 min. 12 ml HBr /
Eisessig (33 %) zugegeben und solange geruhrt bis sich die gesamte Arabinose
gelost hatte. Anschlieend wurden weitere 55 ml HBr / Eisessig (33 %) unter
Eiskuihlung zugegeben und die Losung noch 3 h bei Raumtemperatur weitergerihrt.
Zur Aufarbeitung wurde 100 ml Dichlormethan dem Ansatz zugefigt und in Folge mit

jeweils 50 ml Wasser, 50 ml ges. Natriumhydrogencarbonatlosung sowie 50 ml ges.
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Kochsalzlésung gewaschen. Nach Phasentrennung wurde die organische Phase
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der
Ruckstand wurde an Kieselgel (Laufmittel: Essigester / Petrolether 3:1)
chromatographiert. Es konnte 4.41 g (13.2 mmol, 20 %) eines orangefarbenen Sirups

isoliert werden.

C11H15BrO7 (339.14)
[a]®= +198 (c=0.8 in CHCl3) Lit.: "1 -302 (c=0.5 in CHCl)

"H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 6.83 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 5.73 (dd, 1H, H-
3, Js4 = 3.4 Hz, Jp3 = 10.4 Hz), 5.42 — 5.38 (m, 2H, H-4, H-2), 3.84 (dd, 1H, H-5a,
Jasa < 1Hz, Jsasp = 14.2 Hz), 3.50 (dd, 1H, H-5b, Jss, = 1.9 Hz, Jsasp = 14.2 Hz),
1.81,1.71, 1.70 (s, je 3H, COCHs).

3C-NMR (CgDs, 100.67 MHz): & [ppm] = 162.59, 162.51, 161.95 (C=0), 91.74 (C-1),
69.99 (C-4), 69.20 (C-3), 68.40 (C-2), 66.03 (C-5), 20.94, 20.75, 19.91 (COCHs).

2,3,4-Tri-O-acetyl-4-pyridinyl-B-D-fucopyranosid (61)

AcO

0]
\
AcO (0] / N

AcO —
61

430 mg (1.22 mmol) a-Acetobromfucose 58 wurden mit 246 mg (1.22 mmol)
Silber-4-pyridinolat 55 in einer Mischung aus 50 ml Acetonitril und 5 ml DMF gel6st
und 5 h bei 80 °C unter Ruhren erhitzt. Nach Abkuhlen wurde der Ansatz Uber Celite
filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird
chromatographisch an Kieselgel, Eluent Toluol / Aceton 10:1, gereinigt. Als Produkt

konnten 183 mg (0.5 mmol, 41 %) eines schwach gelben, Sirups isoliert werden.
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C17H21NOg (367.12)
[a]2 = +35.7 (c=0.3 in CHCls)

"H-NMR (CsDs, 500 MHz): & [ppm] = 8.51 (d, 2H, Ar, J = 6.0 Hz), 6.92 (d, 2H, Ar, J
6.0 Hz), 5.49 (dd, 1H, H-2, J12 = 7.8 Hz, Jo3 = 10.4 Hz), 5.33 (br. d, 1H, H-4, J34 =
3.4 Hz), 5.19 (d, 1H, H-1, J1» = 7.8 Hz), 5.14 (dd, 1H, H-3, J34 = 3.4 Hz, J,5 = 10.4
Hz), 4.05 (me, 1H, H-5), 2.20, 2.05, 2.02 (s, je 3H, COCHs), 1.28 (d, 3H, H-6, Js¢ =
6.3 Hz).

BC-NMR (CeDg, 100 MHz): [ppm] & = 170.53, 170.10, 169.34 (C=0), 151.14 (Ar),
111.62 (Ar), 97.78 (C-1), 71.05 (C-3), 69.91 (C-5), 69.82 (C-4), 68.37 (C-2), 20.69,
20.63, 20.59 (COCHs), 16.08 (C-6).

p-Pyridinyl-2,3,4-tri-O-acetyl-B-L-arabinopyranosid (62)

441 g (13.2 mmol) B-Acetobrom-L-arabinose 60 wurden mit 2.6 g (13.2 mmol)
Silber-4-pyridinolat 55 in einer Mischung aus 200 ml Acetonitril und 60 ml DMF gelost
und 5 h bei 80 °C unter Ruhren erhitzt. Nach Abkuhlen wurde der Ansatz Uber Celite
filtriert und das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Der Ruckstand wurde
chromatographisch an Kieselgel, Eluent Toluol / Aceton 10:1, gereinigt. Als Produkt

konnten 1.76 g (5.0 mmol, 38 %) eines gelben Sirups isoliert werden.

C16H1sNOs (353.33)
[a]2 =+ 115 (c=1 in CHCI,)
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"H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 8.49 (d, 2H, Ar, J = 6.3 Hz), 6.98 (d, 2H, Ar, J =
6.3), 5.41 (dd, 1H, H-2, J1» = 5.7 Hz, Jo3 = 8.2 Hz), 5.34 (m., 1H, H-4), 5.25 (d, 1H,
H-1, J12 = 5.7 Hz), 5.19 (dd, 1H, H-3, J; = 3.5 Hz, J, = 8.2 Hz), 4.10 (dd, 1H, H-5a,
Jasa = 4.7 Hz, Jsasp = 12.6 Hz), 3.79 (dd, 1H, H-5b, Jasp = 2.2 Hz, Jsasp = 12.6 Hz),
2.14, 2.09, 2.05 (s, je 3H, COCHs).

3C-NMR (CeDs, 100 MHz): & [ppm] =170.10, 169.99, 169.30 (C=0), 151.39 (Ar),
111.61 (Ar), 96.91 (C-1), 69.24 (C-3), 68.58 (C-4), 66.57 (C-2), 62.27 (C-5), 20.84,
20.72, 20.68 (COCHs).

Methyl-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosid (65) [a-D-Galp-(1—6)-a-
D-Glcp-OMe), und Methyl-a-D-galactopyranosyl-(1—4)-a-D-glucopyranosid (66)
[a-D-Galp-(1—4)-a-D-Glcp-OMe)

RO +—OR
N —Q RO _oRrR
R ’ 4 (0]
: RS RO, OR
4 ¥ OR| 4
R 5 2 ? 5 R
R 1 RO ]
s OR 3 OR
OMe OMe
R=H 65 R=H 66
R =Ac 65a R =Ac 66a

242 mg (1.25 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid (14) wurden mit:

a) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol)

b) p-Nitrophenyl- a-D-galactopyranosid (19) (150 mg, 0.5 mmol)

c) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol)

fur a) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.3 M, KH,PO4 / K;HPO4, pH = 6.5),

fur b) und c) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH,PO4 / K;HPO4, pH = 6.5)
geldst und gemaf AAV 4 a/b mit der a-Galactosidase aus aGaB inkubiert.

194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid (14) wurden mit
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d) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2PO4 / K;HPOy4, pH = 6.5) geldst und gemalt AAV3 Variante A inkubiert.

Der Ansatz b) wurde nach Beendigung der Reaktion mit Essigester ausgeschuttelt.
Nach Chromatographie der Ansatze an Biogel P2 wurden fur:

a) 16.0 mg (45.0 pmol, 9 %)

b) 39.2 mg (110.0 umol, 22 %)

c) 26.7 mg (75.0 ymol, 15 %)

d) 33.8 mg (95 pmol, 19%)

farbloser, amorpher Feststoff isoliert.

Die Produkte aus a), b) und c) wurden als a(1—6) galactosyliertes Methylglucosid 65

identifiziert.

Ci13H24011 (356.13)
[a]® = +106 (c=0.7 in H.0)

Masse des Acetats 65a / 66a: Co7H33015 (650.20)
MALDI-TOF m/z 673.05 [M+Na]", 689.19 [M+K]"

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung 65:

'H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 4.93 (d, 1H, H-1’, Jy» = 3.8 Hz), 4.76 (d, 1H, H-
1, Jr2 = 3.8 Hz), 3.97 — 3.91 (m, 3H, H-4’, H-6a, H-6b), 3.82 (br. dd, 1H, H-3’, J3 4 =
3.5 Hz, J»3 = 9.9 Hz), 3.77 (m., 1H, H-2’), 3.72 — 3.67 (m, 3H, H-5, H-6’'a, H-6'b),
3.64 — 3.59 (m, 1H, H-3), 3.52 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.8, J23 = 9.8 Hz), 3.46 (vt, 1H, H-
4,34 =Jds5=9.8 Hz).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): 5 [ppm] = 99.76 (C-1), 98.47 (C-1’), 73.68 (C-3), 71.56 (C-
2), 71.35 (C-4), 68.83 (C-2’), 66.01 (C-6), 61.48 (C-6'), 55.57 (OCH3).

Acetylierte Verbindung 65a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.50 (vt, 1H, H-3, Jo3 = J34 = 9.8 Hz), 5.46 (br.
s, 1H, H-4’, J < 1), 5.36 (dd, 1H, H-3’, J3 4 = 3.5 Hz, J» 4+ = 11.0 Hz), 5.18 (d, 1H, H-
1, Jr2 =3.5Hz), 5.11 (dd, 1H, H-2’, Jy » = 3.5 Hz, J> 3 = 11.0 Hz), 5.02 (vt, 1H, H-4,
Jos =Jss = 9.8 Hz), 4.91 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5 Hz), 4.85 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.5 Hz,
Jos = 9.8 Hz), 4.28 (vt, 1H, H-5', Js ¢ = 6.5 Hz), 4.12 (dd, 1H, H-6'a, Js ¢ = 6.5 Hz,
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Joao = 11.4 Hz), 4.06 (dd, 1H, H-6'b, Js ¢ = 6.5 Hz, Jsaen = 11.4 Hz), 3.95 (ddd, 1H,
H-5, Jas = 2.2 Hz, Jse = 5.8 Hz, Js¢ = 11.1 Hz), 3.73 (dd, 1H, H-6a, Js¢ = 5.8 Hz,
Joaso = 11.1 Hz), 3.53 (dd, 1H, H6b, J; = 2.2 Hz, J» = 11.1 Hz), 3.35 (s, 3H, OCHg),
2.14,2.12, 2.08, 2.06, 2.04, 2.01, 1.99 (7s, je 3H, CO-CHs).

3C-NMR (C¢Ds, 100 MHz): & [ppm] = 170.80, 170.59, 170.45, 170.29, 169.93 (C=0),
96.90 (C-1'), 96.52 (C-1), 71.22 (C-3), 70.54 (C-2), 69.48 (C-5), 68.53 (C-4’), 68.47
(C-2’, C-4), 67.85 (C-5'), 66.82 (C-6), 66.50 (C-3'), 62.20 (C-6'), 55.75 (OCHs3), 20.41
—19.95 CO-CHs.

Das Produkt aus d) wurde als eine Mischung aus a(1—6) und a(1—4)
galactosylierter Verbindungen 65 und 66 identifiziert. Verhaltnis (Integrale "H-NMR):
71 % 65 und 29 % 66.

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung 66:

'H-NMR (D20, 500 MHz): & [ppm] = 5.10 (d, 1H, H-1’, J;» = 3.8 Hz), 4.92 (d, 1H, H-
1, J12=3.8 Hz), 4.18 (vt, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J23 = 10.2 Hz), 4.10 (vt, 1H, H-3, J23
=J34=10.2).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 96.96 (C-1), 96.53 (C-1’), 71.45 (C-3), 68.97 (C-
2).

Acetylierte Verbindung 66a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.42 (br. vt, 1H, H-4, J34 J45 = 9.8 Hz), 5.32 (d,
1H, H-1’, Jy» = 3.5 Hz), 5.25 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 3.5 Hz, J> 3 = 10.8 Hz), 4.97 (vt,
1H, H-3’, J34 = 10.8 Hz), 4.82 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5 Hz), 4.45 (vt, 1H, H-3, J23 = J34
=11.2 Hz), 4.23 — 4.16 (m, 3H, H-4’, H-6a, H-6b), 4.09 (m., 1H, H-6'a), 4.04 (m,, 1H,
H-6’b), 4.01 (vt, 1H, H-5’, J5 ¢ = 6.0 Hz), 3.85 (ddd, 1H, H-5, J45 = 2.5 Hz, J564 = 6.5
Hz, Jsep = 12.1 Hz), 3.80 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.5 Hz, Jo3 = 11.2 Hz), 3.42 (s, 3H,
OCHy).

3C-NMR (CeDs, 100 MHz): & [ppm] = 96.87 (C-1), 96.48 (C-1’), 75.17 (C-2), 71.83
(C-4), 70.84 (C-3), 69.84 (C-5), 69.53 (C-2'), 68.92 (C-3), 67.89 (C-5'), 66.54 (C-4'),
62.43 (C-6), 62.29 (C-6'), 54.98 (OCHs), 20.41 — 19.95 CO-CHs.
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Methyl-a-D-fucopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosid (67) [a-D-Fucp-(1—6)-a-D-
Glcp-OMe), Methyl-a-D-fucopyranosyl-(1—4)-a-D-glucopyranosid (68) [a-D-
Fucp-(1—4)-a-D-Glcp-OMe]

RO
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>
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OMe
R=H 67 R=H 68
R =Ac 67a R =Ac 68a

194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid (14) wurden mit

d) a-D-Fucopyranosylfluorid (21) (83 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) gelost und gemall AAV3 Variante A inkubiert.
Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz an Sephadex LH-20
chromatographiert. Es wurden 27.2 mg (0.08 mmol, 16 %) eines farblosen,
amorphen Feststoffes isoliert, der nach Acetylierung gemall AAV1 Variante A als
eine Mischung von a(1—6) und a(1—4) fucosylierten Verbindungen 67 und 68
charakterisiert werden konnte. Verhaltnis (Integrale "H-NMR): 69 % fiir 67 und 31 %
fur 68.

C13H2401o (34013)
Moleklilmasse der Acetate 67a / 68a:C,s5H3016 (592.20)
MALDI-TOF m/z 615.07 [M+Na]", 631.25 [M+K]"

Acetylierte Verbindung 67a:

'H-NMR (CsDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.91 (vt,1H, H-3, J23 = J34 = 9.8 Hz), 5.80 (dd,
1H, H-3’, J3 4 = 3.2 Hz, J» 3 = 11.3 Hz), 5.60 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 3.8 Hz, J, = 11.3
Hz), 5.55 (d, 1H, H-4’, J3 » = 3.2 Hz), 5.40 (d, 1H, H-1’, J; » = 3.8 Hz), 5.33 (vt, 1H,
H-4, J34 = Js5 = 9.8 Hz), 5.09 (d, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J,3 = 10.3 Hz), 4.93 (d, 1H,
H-1, J12 = 3.8 Hz), 4.11 (br. d, 1H, H-5’, Js ¢ = 5.8 Hz), 3.96 (ddd, 1H, H-5, J45 = 2.2
Hz, Js6a = 5.4 Hz, Js6, = 11.4 Hz), 3.70 (dd, 1H, H-6a, Js6a = 5.4 Hz, Jsaepr = 11.4
Hz), 3.49 (dd, 1H, H-6b, Jsaep = 2.2 Hz, J> = 11.4 Hz), 1.05 (d, 3H, 3H-6’, Js ¢ = 5.4
Hz).
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BC-NMR (CgDs, 100 MHz): & [ppm] = 169.76, 169.62, 169.56, 169.49, (C=0), 96.58
(C-1), 96.29 (C-1'), 71.35 (C-4'), 70.90 (C-3), 70.40 (C-4), 69.30 (C-2’), 68.32 (C-5),
68.27 (C-5), 68.01 (C-2’), 67.98 (C-3'), 65.74 (C-6), 15.47 (C-6').

Acetylierte Verbindung 68a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.76 (vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 9.2 Hz), 5.67 (dd,
1H, H-3’, J3 4+ = 3.2 Hz, J2»,3 = 10.7 Hz), 5.45 (br. s, 1H, H-4"), 5.42 (dd, 1H, H-2’, J1 »
= 3.8 Hz, J» 3 = 10.7 Hz), 5.30 (vt, 1H, H-4, J34 =J45 = 9.2 Hz), 5.27 (d, 1H, H-1’, J1 2
= 3.8 Hz), 4.69 (d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 4.38 — 4.33 (m, 2H, H6a, H6b), 4.14 (br. d,
1H, H-5’, Js ¢ = 5.8 Hz), 3.87 (ddd, 1H, H-5, J45 = 2.2 Hz, J562 = 5.8 Hz, J56, = 11.1
Hz), 3.63 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.8 Hz, J23 = 9.2 Hz), 3.07 (s, 3H, OCHs), 1.00 (d, 3H,
H-6’, Js ¢ = 5.8 Hz),

3C-NMR (C¢Ds, 100 MHz): & [ppm] = 169.29, 169.19, 169.12, 169.01, 168.77 (C=0),
96.58 (C-1"), 95.87 (C-1), 75.99 (C-4), 73.56 (C-2), 72.35 (C-2’), 71.35 (C-4’), 70.97
(C-3), 68.54 (C-3'), 67.98 (C-5), 67.74 (C-5), 61.61 (C-6), 15.27 (C-6").

Methyl-B-L-arabinopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosid (69) [B-L-Arap-(1—6)-a-
D-Glcp-OMe], Methyl-B-L-arabinopyranosyl-(1—4)-a-D-glucopyranosid (70) [B-L-
Arap-(1—3)-a-D-Glcp-OMe], Methyl-B-L-arabinopyranosyl-(1—3)-a-D-gluco-
pyranosid (71) [B-L-Arap-(1—3)-a-D-Glcp-OMe]
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194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid 14 wurden mit
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B-L-Arabinosylfluorid 24 (76 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.3 M,
KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemal AAV3 Variante A inkubiert. Nachdem
das Enzym inaktiviert wurde, wurde der Ansatz an Sephadex® LH 20
chromatographiert. Als Produkt wurde 19.5 mg (0.06 mmol, 12 %) eines farblosen
amorphen Feststoffes isoliert. Nachdem das Produkt gemals AAV1 Variante A
acetyliert wurde, konnte es als eine Mischung aus a(1—6), a(1—4) und a(1—3)
arabinosylierter Verbindung 69, 70 und 71 identifiziert werden. Verhaltnis (Integrale
'H-NMR): 65 % fiir 69, 23 % fiir 70 und 12 % fiir 71.

C12H2201¢ (326.12)
Molekulmasse der Acetate 69a / 70a / 71a:C24H34016 (578.13)
MALDI-TOF m/z 600.71 [M+Na]*, 618.65 [M+K]"

Acetylierte Verbindung 69a:

'H-NMR (C¢Dg, 500 MHz): & [ppm] = 5.90 (vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 10.1 Hz), 5.74 (dd,
1H, H-3’, J3 4 = 1.6 Hz, J» 3 = 11.0 Hz), 5.63 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 3.8 Hz, J> 3 = 11.0
Hz), 5.55 (br. d, 1H, H-4’, J3+ = 1.9 Hz), 5.40 (d, 1H, H-1’, Jy 2 = 3.8 Hz), 5.29 (vt,
1H, H-4, J34 = J45 = 10.1 Hz), 5.08 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J>3 = 10.1 Hz), 4.90
(d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 3.95 (m., 1H, H-5), 3.89 (br. d, 1H, H-5'a, Jsa5p, = 12.9
Hz), 3.67 (dd, 1H, H-6a, Jsg = 5.7 Hz, Jeaep = 11.8 Hz), 3.54 (dd, 1H, H-5'b, Js 5 =
1.9 Hz, Jsasb = 12.9 Hz), 3.45 (dd, 1H, H-6b, Js6, = 3.1 HZz, Jsaep = 11.8 HZz), 3.11 (s,
3H, OCHs).

C-NMR (CsDs, 100 MHz): & [ppm] = 170.51, 170.30, 170.15, 170.10, 170.00,
169.91 (C=0), 97.70 (C-1), 97.41 (C1’), 71.71 (C-2’), 71.19 (C-2), 70.07 (C-3), 69.68
(C-4), 69.46 (C-4), 69.32 (C-3'), 68.05 (C-5), 66.54 (C-6), 61.13 (C-5'), 55.40
(OCHs).

Acetylierte Verbindung 70a:

'H-NMR (CsDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.78 (vt, 1H, H-4, J34 = J45 = 10.1 Hz), 5.74 (dd,
1H, H-3’, J3 4 = 1.6 Hz, J» 3 = 10.9 Hz), 5.54 (d, 1H, H-4’, J3 4+ = 1.6 Hz), 5.50 (m,,
1H, H-2’), 5.45 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J23 = 10.1 Hz), 5.25 (d, 1H, H-1", J¢»
3.8 Hz), 4.64 (d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 4.34 (dd, 1H, H-5a, Js 52 = 4.4 Hz, Jsa5p =
12.3 Hz), 4.22 (m¢, 1H, H-3), 4.10 (dd, 1H, H-5'b, Ja5p = 2.2 Hz, Jsa5p = 12.3 Hz),
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3.95 — 3.91 (m, 1H, H-5), 3.60 (dd, 1H, H-6a, Jsea = 4.7 Hz, Jeago = 11.3 Hz), 3.48
(dd, 1H, H-6b, Js .60 = 2.8 Hz, Jeae = 11.3 Hz), 3.06 (s, 3H, OCHs).

3C-NMR (CeDs, 100 MHz): & [ppm] = 97.70 (C-1), 96.42 (C-1’), 73.87 (C-4), 73.03
(C-3), 71.88 (C-3), 70.92 (C-2), 69.98 (C-4'), 69.92 (C-2’), 67.72 (C-5), 62.46 (C-5),
61.65 (C-6), 55.51 (OCHs).

Acetylierte Verbindung 71a:

'H-NMR (C¢Ds, 500 MHz): & [ppm] = 5.58 (d, 1H, H-1’, Jy» = 3.8 Hz), 5.49 (m,, 1H,
H-2’), 5.32 (d, 1H, H-4’, J3» = 1.8 Hz), 5.01 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5 Hz), 4.85 (dd, 1H,
H-2, J12 = 3.5 Hz, Jo3 = 9.9 Hz), 4.46 (t, 1H, H-3, J23 =J34 = 9.9 Hz), 3.84 (ddd, 1H,
H-5, Ja5=2.2 Hz, 5602 = 4.7 Hz, J56p = 12.3 HZ), 2.97 (s, 3H, OCH5).

BC-NMR (CgDs, 100 MHz): & [ppm] = 99.51 (C-1), 97.91 (C-1’), 76.26 (C-3), 71.45
(C-4’), 71.02 (C-2), 69.91 (C-2’), 62.53 (C-5), 55.19 (OCHs).

Die Signale der Protonen: H-4, H-6a, H6b, H-3’, H-5, H-6'a, H-6'b sowie die
dazugehdrenden C-Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Dennoch
konnte die Konnektivitat der Verbindung 71 zweifelsfrei durch HMBC-Experimente

festgestellt werden.

Methyl-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-a-D-galactopyranosid (72) [a-D-Galp-(1—6)-
a-D-Galp-OMe]

R=H 72
R=Ac 72a
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194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-galactopyranosid (15) wurden mit 91 mg (0.5 mmol)
a-D-Galactopyranosylfluorid (18) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.3M, pH = 6.5)
geldst und gemald AAV3 Variante A mit RAF bei 37 °C inkubiert. Die nach 24 h
beendete Reaktion ergab nach saulenchromatographischer Trennung an Biogel P2

37.4 mg (105 ymol, 21 %) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

[a] 2=+ 13 (c=0.7 in H,0)

C13H24011 (356.13)

Masse des Acetats 72a: C,7H33015 (650.20)
MALDI-TOF m/z 673.12 [M+Na]", 689.13 [M+K]"

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:
'H-NMR (D20, 500 MHz): & [ppm] = 4.76 (d, 1H, H-1’, J;» = 3.2 Hz), 4.61 (d, 1H, H-
1, J12 = 3.5 Hz).

3C-NMR (D0, 100 MHz): & [ppm] = 99.87 (C-1), 98.67 (C-1’), 66.88 (C-6), 61.58 (C-
6'), 55.53 (OCHs).

Acetylierte Verbindung 72a:

'H-NMR (C¢Ds, 500 MHz): & [ppm] = 5.87 (dd, 1H, H-3’, J34 = 3.0 Hz, Jo3 = 10.7
Hz), 5.82 (br. d, 1H, H-4, J34 = 2.2 Hz), 5.79 (dd, 1H, H-3, J34 = 2.2 Hz, J,3 = 10.8
Hz), 5.71 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.5 Hz, J»3 = 10.7 Hz), 5.67 (br. d, 1H, H-4’, J3 » = 3.0
Hz), 5.60 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 3.5 Hz, J» 3 = 10.7 Hz), 5.28 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5
Hz), 5.21 (d, 1H, H-1’, Jy» = 3.5 Hz), 4.45 (br. vt, 1H, H-5’, J5 ¢ = 6.0 Hz), 4.38 (dd,
1H, H-6’a, J5 62 = 6.0 Hz, Jsasp = 11.1 HZ), 4.22 (dd, 1H, H-6’b, J5 61 = 7.3 Hz, Jsaeb
= 11.1 Hz), 3.94 (br. vt, 1H, H-5, Js6 = 6.0 Hz), 3.85 (dd, 1H, H-6a, Js6, = 6.0 Hz,
Jeaep = 10.1 Hz), 3.34 (dd, 1H, H-6b, Js6, = 5.0 Hz, Jsasp = 10.1 Hz), 3.28 (s, 3H,
OCHs), 2.04, 2.01, 1.86, 1.84, 1.75,1.73, 1.72 je ein (s, je 3H, CCH,).

),
),
),
),

BC-NMR (CsDs, 100 MHz): & [ppm] = 170.47, 170.39, 170.32, 170.19, 170.08,
169.95 (C=0), 97.93 (C-1), 97.10 (C-1'), 69.45 (C-4’), 69.11 (C-2), 68.98 (C-2),
68.69 (C-4), 68.62 (C-3), 68.43 (C-3'), 67.84 (C-5), 67.52 (C-5), 66.68 (C-6'), 62.35
(C-6), 55.58 (OCHs), 20.85, 20.73, 20.71, 20.65, 20.58, 20.23 (CCHs)
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Methyl-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-a-D-mannopyranosid (73) [a-D-Galp-(1—6)-
a-D-Manp-OMe]

194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-mannopyranosid (16) wurden mit

a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemald AAV3 Variante A inkubiert.
Nachdem der Ansatz chromatographisch an Biogel® P2 gereinigt wurde, konnten

35.6 mg (0.1 mmol, 20 %) eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

Ci13H24011 (356.13)
[0] 2= +18 (c=1in H,0)

Masse des Acetats 73a: C,7H33015 (650.20)
MALDI-TOF m/z 673.27 [M+Nal"*, 689.23 [M+K]*

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:

'H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 4.84 (d, 1H, H-1’, J» = 3.8 Hz), ca. 4.60 (H-1,
unter HDO-peak), 3.85 — 3.83 (m, 2H, H-6a, H-6b) 3.78 (dd, 1H, H-2, J12 = 1.6 Hz,
Jo3 = 3.8 Hz), 3.67 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 3.8 Hz, J> 3 = 10.1 Hz), 3.60 — 3.58 (m, 2H,
H-6’a, H-6’b), 3.25 (s, 3H, OCHs).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 101.51 (C-1), 98.46 (C-1’), 71.23 (C-2), 71.15
(C-2), 66.02 (C-6), 61.53 (C-6), 55.23 (O-CHs).
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Acetylierte Verbindung 73a:

'H-NMR (C¢Ds, 500 MHz): & [ppm] = 5.91 (dd, 1H, H-3’, J34 = 3.5 Hz, Jo3 = 10.9
Hz), 5.84 (br. d, 1H, H-4’, J3 » = 2.9 Hz), 5.80 (dd, 1H, H-3, J23 = 3.5 Hz, J34 = 10.1
Hz), 5.72 - 5.69 (m, 1H, H-4), 5.67 — 5.65 (m, 2H, H-2, H-2"), 5.41 (d, 1H, H-1", J =
3.5 Hz), 4.64 (d, 1H, H-1, J12 = 1.3 Hz), 4.45 (br. vt, 1H, H-5', Js ¢ = 6.6 Hz), 4.33
(dd, 1H, H-6'a, Js ¢ = 6.6 Hz, Jsasb = 11.2 Hz), 4.29 (dd, 1H, H-6'b, J5 ¢ = 6.6 Hz,
Jeaep = 11.2 Hz), 4.09 (ddd, 1H, H-5, J45 = 2.6 Hz, Js564 = 6.4 Hz, J56, = 10.7 HZ),
3.94 (dd, 1H, H-6a, Js = 6.4 Hz, Jeaepr = 10.7 Hz), 3.63 (dd, 1H, H-6b, J56, = 2.6 Hz,
Jeaep = 10.7 Hz), 1.87, 1.85, 1.84, 1.82, 1.79, 1.77, 1.74 je ein (s, 3H, CCH5).

BC.NMR (CeDs, 125 MHz): & [ppm] = 170.36, 170.33, 170.04, 169.93, 169.81,
169.79 (C=0), 99.17 (C-1), 96.54 (C-1’), 70.36 (C-3), 70.11 (C-2), 69.00 (C-5'), 68.86
(C-4), 68.37 (C-2)), 67.39 (C-4), 67.35 (C-5), 67.12 (C-6), 61.97 (C-6), 55.25
(OCHs), 20.68, 20.66, 20.63, 20.60, 20.49, 20.29 (CCHs).

Methyl-6-O-acetyl-a-D-glucopyranosid (74)

OAc

Hol |
74 ©

1.00 g (5.15 mmol) a-Methylglucopyranosid (14) wurden in 10 ml trockenem Pyridin
geldst und mit 2 ml (p = 0.926 g/cm?®, 2.16 g, 38.48 mmol) Vinylacetat sowie mit 5 g
Lipase aus Schweineleber (Sigma, EC 3.1.1.3) versetzt und bei 55 °C fur 72 h
inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz zentrifugiert und der produkthaltige
Uberstand separiert. Es wurde noch dreimal je 5 ml Pyridin zugegeben,
aufgeschiittelt, zentrifugiert und der Uberstand jeweils gesammelt. Das Pyridin aus
den vereinigten organischen Phasen wurde mit Toluol codestilliert. Der braune,
sirupése Ruckstand wurde an Kieselgel (Methylenchlorid / Methanol 9 : 1)

chromatographiert.
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Ausbeute war 0.77 g (3.25 mmol, 63 %) eines leicht braunen Sirups.

[a] 5= +145.5 (c=0.8 in H20) Lit.:1"2% +147.5 (c=1 in Aceton)
C9H1507 (236.08)

"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & [ppm] = 4.48 (d, 1H, H-1, J;, = 3.8 Hz), 4.19 (dd,
1H, H-6a, Jsga = 2.0 Hz, Jeago = 11.8 Hz), 4.03 (dd, 1H, H-6b, Jse = 5.8 Hz, Jeaso =
11.8 Hz), 3.54 (M., 1H, H-5), 3.44 (vt, 1H, H-3, Jo3 = J34 = 9.4 Hz), 3.25 — 3.20 (m,
4H, H-2, OCHs), 3.10 (dd, 1H, H-4, J34 = 9.4, J45 = 10.0 Hz), 1.90 (s, 3H, OCOCHs).

C-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & [ppm] = 100.18 (C-1), 72.36 (C-2), 70.74 (C-4),
70.53 (C-3), 70.41 (C-5), 63.86 (C-6), 54.38 (OCHs), 19.88 (CO-CHs).

Methyl-a-D-galactopyranosyl-6-O-acetyl-a-D-glucopyranosid (75)

HO - OH
4 (6]
5 9
HO 1 OAc
3 OH| 4 0
HO\ o\,
3 OH
75 OMe

236 mg (1 mmol) Methyl-6-O-acetyl-a-D-glucopyranosid (74) wurden mit

d) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemall AAV3 Variante A inkubiert.
Nachdem der Ansatz an Biogel® P2 chromatographiert wurde, konnten 23.9 mg (0.06

mmol, 12 %) eines farblosen Schaums isoliert werden.

[a]2 = +111 (c=1 in H,0)
C15H26012 (39814)
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MALDI-TOF m/z 421.31 [M+Na]*, 437.59 [M+K]*

"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 4.75 (d, 1H, H-1", J3» = 3.5 Hz), ~ 4.70 (H-1,
unter HDO-peak), 4.34 (dd, 1H, H-6a, Jsg = 1.6 Hz, Jeaen = 12.0 Hz), 4.23 (dd, 1H, H-
Bb, Jsep = 5.4 Hz, Jeasp = 12.0 Hz), 3.91 (br. s, 1H, H-4), 3.80 (dd, 1H, H-6'a, Js ¢a =
1.9 Hz, Jsags = 12.5 Hz), 3.76 (ms, 1H, H-5), 3.68 (dd, 1H, H-6'b, Js g = 5.7 Hz,
Joash = 12.5 Hz), 3.61 — 3.56 (m, 3H, H-4’, H-3', H-5'), 3.52 (dd, 1H, H-2', Jy» = 3.5
Hz, J»s = 8.2 Hz), 3.46 (dd, 1H, H-2, J1» = 3.8 Hz, J3 = 9.5 Hz), 3.34 (s, 3H, OCHs),
3.31 (vt, 1H, H-3, Jo.3 = J3.4 = 9.5 Hz), 2.07 (s, 3H, OCCHs).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 174.45 (C=0), 99.69 (C-1), 99.46 (C-1'), 73.43
(C-2), 73.26 (C-2'), 71.93 (C-4), 71.71 (C-5), 71.56 (C-3), 71.46 (C-5'), 71.37 (C-4’),
69.91 (C-3'), 63.74 (C-6), 60.64 (C-6), 55.46 (OCHs), 20.56 (CCH3).

Methyl-6-O-acetyl-a-D-galactopyranosid (76)

HO

OAc
(o]
HO
HO

OMe
76

0.6 g (3.1 mmol) Methyl-a-D-galactopyranosid (15) wurden zusammen mit 5 ml
Pyridin, 1 ml (p = 0.926 g/cm®, 1.1g 11 mmol) Vinylacetat sowie 2.5 g Lipase aus
Schweineleber (Sigma, EC 3.1.1.3) versetzt und bei 55 °C fir 72 h inkubiert.
AnschlieRend wurde der Ansatz zentrifugiert und der produkthaltige Uberstand
separiert. Es wurde noch dreimal je 5 ml Pyridin zugegeben, aufgeschuttelt,
zentrifugiert und der Uberstand jeweils gesammelt. Das Pyridin wurde codestillativ
mit Toluol aus der Produktldsung i.Vak entfernt. Nach chromatographischer
Trennung an Kieselgel (Methylenchlorid / Methanol 9 : 1) konnten 0.45 g (1.89 mmol)

61 % eines leicht braunen sirupésen Feststoffes isoliert werden.

CoH1607 (236.08)
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[a]% =+ 146.5 (c=1 in Hz0) Lit.."?" +148 (c=0.4 in H,0)

'H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & [ppm] = 4.72 (d, 1H, H-1, J;» = 3.8 Hz), 4.28
(dd,1H, H-6a, Js6a = 7.5 Hz, Jeaer = 11.3 Hz), 4.26 (dd, 1H, H-6b, Js.6 = 5.0 Hz, Jeab
= 11.3 Hz), 3.97 (dd, 1H, H-5, Jseo = 5.0 Hz, Jsea = 7.5 Hz), 3.87 (br. d, 1H, H-4, Js4
= 3.2 Hz), 3.79 (dd, 1H, H-2, J1» = 3.8 Hz, J,3 = 10.1 Hz), 3.73 (dd, 1H, H-3, J34 =
3.2 Hz, Jo3 = 10.1 Hz), 3.41 (s, 3H, OMe), 2.07 (s, 3H, CO-CHs).

3C-NMR (MeOH-d4, 125 MHz): & [ppm] = 173.06 (C=0), 101.91 (C-1), 71.66 (C-4),
71.32 (C-2), 70.49 (C-3), 70.04 (C-5), 65.54 (C-6), 55.99 (O-CHs), 21.10 (CO-CHs)

a-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-B-D-fructofuranosid (78)
[a-D-Galp-(1—4)-a-D-Glcp-(1+2)--D-Fruf]

R=H 78
R=Ac 78a

342 mg (1 mmol) Saccharose (11) wurden mit

a) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) gelést und gemall AAV3 Variante A mit RAF-A
inkubiert.

b) p-Nitrophenyl-a-D-galactopyranosid (19) (150 mg, 0.5 mmol) und
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c) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in je 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M,
KH2PO4 / KoaHPO4, pH = 6.5) geldst und gemal AAV3 Variante B mit RAF-A inkubiert

427 mg (1.25 mmol) Saccharose wurde mit

d) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH2POy4 / KoHPOy4, pH = 6.5) geldst und gemal AAV4 Variante A mit aGaB
inkubiert.

e) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO, /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und nach AAV4 Variante B mit aGaB inkubiert.

b) Der Reaktionsansatz wird nach Beendigung der Reaktion mit Essigester
extrahiert.

Die Reaktionsansatze wurden chromatographisch an Biogel P2 von den Edukten
separiert. Es wurden:

a) 38.8 mg (0.077 mmol, 15.4%)

b) 42.9 mg (0.085 mmol, 17 %)

c) 17.6 mg (0.035 mmol, 7%)

d) 8.6 mg (0.017 mmol, 3.4 %)

e) 22.7 mg (0.045 mmol, 9 %)

weilder, amorpher Feststoff isoliert.

C1gH32015 (504.44)
MALDI-TOF m/z 527.51 [M+Na]*, 543.45 [M+K]*

[a] 3 = +73 (c=1in H,0) Lit.:1"?2 +122.8 (c=2 in H,0)

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:

'H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 5.27 (d, 1H, H-1”, J = 3.8 Hz), 4.84 (br. d, 1H, H-
1,J = 3.5 Hz), 3.41 (dd, 1H, H-2, J; = 3.8 Hz, J; = 9.8 Hz), 3.26 (vt, 1H, H-3J =9.8
Hz).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 104.20 (C-2’), 98.87 (C-1"), 92.49 (C-1), 72.75
(C-2), 71.79 (C-3).
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Acetylierte Verbindung 78a:

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & [ppm] = 6.08 (d, 1H, H-1”, J;»2» = 3.5 Hz), 5.97 (br. d,
1H, H-4”, J3»4» = 1.3 Hz), 5.95 - 5.92 (m, 2H, H-3”, H-6a), 5.87 (dd, 1H, H-6b, J4 =
2.5 Hz, J, =119 Hz), 5.72 (d, 1H, H-3, J3+ = 7.9 Hz), 5.68 (dd, 1H, H-2, J1» = 3.8
Hz, J23 = 10.9 Hz), 5.62 — 5.58 (m, 1H,H-5"), 5.43 (d, 1H, H-1, J1> = 3.8 Hz), 5.30
(vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 10.9 Hz), 5.10 (dd, 1H, H-2", J4»»» = 3.8 Hz, J2» 3 = 10.4 HZz),
482 (vt, 1H, H-4', J3 » = 7.9 Hz), 4.72 — 4.64 (m, 5H, H-1’a, H-1’b, H-6’a, H-6'b, H-5),
452 — 447 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.35 (dd, 1H, H-5, Js g4 = 6.9 Hz, Jsep = 11.1 Hz),
3.93 (dd, 1H, H-6"a, J5 62 = 6.9 Hz, Jsaeb = 10.8 Hz), 3.70 (dd, 1H, H-6"b, J5 6 =
1.9 Hz, Jsagb = 10.8 Hz), 2.07, 2.05, 2.03, 2.02, 1.98, 1.97, 1.96 (s, insg. 33H,
OCCHs,).

C.NMR (CDCls, 100 MHz): & [ppm] = 171.06, 170.73, 170.61, 170.47, 170.16,
170.09, 169.81, 169.53 (C=0), 104.14 (C-2'), 96.55 (C-1"), 91.03 (C-1), 81.17 (C-5),
77.37 (C-3), 77.11 (C-3), 76.15 (C-3”), 71.38 (C-2"), 70.40 (C-4’), 70.15 (C-5"),
69.83 (C-4”), 69.05 (C-4’), 68.55 (C-2), 67.23 (C-5'), 66.94 (C-6), 64.19 (C-1'), 62.27
(C-6), 62.14 ( C-6"), 20.77, 20.69, 20.62, 20.59, 20.55, 20.53, 20.40, 20.31 (CCHy).

a-D-Fucopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1-2)--D-fructofuranosid (79)
[a-D-Fucp-(1—6)-a-D-Glcp-(1+2)-B-D-Fruf]
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342 mg (1 mmol) Saccharose (11) wurden mit a-D-Fucopyranosylfluorid (21) (83 mg,
0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.3 M, KH,PO,4 / K;HPO4, pH = 6.5) geldst
und gemal® AAV3 Variante A mit RAF-A inkubiert. Nachdem das Enzym durch
Erhitzen inaktiviert wurde, wurde das Produkt an Biogel P2 von den Edukten
separiert. Nach Gefriertrocknung konnten 5.1 mg (0.01 mmol, 2 %) eines farblosen

amorphen Feststoffes isoliert werden.

[a]2 +41 (c=0.2 MeOH)
C1gH32015 (488.44)
MALDI-TOF m/z 511.45 [M+Na[*, 527.47 [M+K]*

"H-NMR (D-0, 500 MHz): & [ppm] = 5.38 (d, 1H, H-1", J1-» = 3.5 Hz), 4.82 (d, 1H, H-
1, J12 = 3.8 Hz), 4.22 (m¢, 1H, H-3"), 4.16 (d, 1H, H-3', J3 4 = 8.4 Hz), 4.05 — 3.98 (m,
3H, H-4”, H-3, H-4), 3.93 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.5 Hz, J»3 = 9.1 Hz), 3.86 — 3.83 (m,
2H, H-2”, H-57), 3.80 (M, 1H, H-5), 3.77 — 3.73 (m, 4H, H-1’a, H-1’b, H-6’a, H-6'b),
3.66 — 3.63 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.42 (vt, 1H, H-4’, J3.4 = 8.4 Hz), 1.16 (d, 3H, H-6",
Jsr 6" = 6.3 Hz).

3C-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 104.53 (C-2’), 98.65 (C-1"), 96.83 (C-1), 81.71
(C-5), 77.49 (C-5), 73.53 (C-3"), 72.37 (C-4'), 72.32 (C-3), 72.24 (C-3"), 72.15 (C-5"),
72.00 (C-2), 71.19 (C-2"), 69.84 (C-4"), 68.54 (C-6), 67.39 (C-4), 62.69 (C-6'), 61.76
(C-1'), 15.65 (C-6").
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a-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-D-glucitol/mannitol (80)
[a-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1—6)-D-Glc-ol/Man-ol]

HO o
o o)
5" 2"
HO -
3 OH
4 6
HO Q
5 2
H 1
3 HO
o0
HO — OH
HO OH
3 OH"

344 mg (1 mmol) Isomalt (12) wurden zusammen mit:

a) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemall AAV3 Variante A mit der
Galactosidase aus RAF-A inkubiert.

b) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO4 /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemal AAV3 Variante B mit der Galactosidase aus
RAF-A inkubiert.

430 mg (1.25 mmol) Isomalt (12) wurden zusammen mit

c) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemall AAV4 Variante A mit der
Galactosidase aus aGaB inkubiert.

d) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO, /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemals AAV4 Variante B mit der Galactosidase aus
aGaB inkubiert.

Nach Abbruch der Reaktionen und chromatographischer Reinigung an Biogel P2
konnten fur:

a) 43.0 mg (0.085 mmol, 17 %)

b) 22.8 mg (0.045 mmol, 9 %)

c) 15.3 mg (0.03 mmol, 6 %)

d) 30.5 mg (0.06 mmol, 12 %)

eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.
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[a]2 = +141 (c=1 in H;0)
C1H34015 (506.18)
MALDI-TOF m/z 529.35 [M+Na]", 545.53 [M+K]"

berechnet: C 42.69 H6.77
gefunden:* C 37.98 H 6.66
* die Differenz ist durch Reste von gebundenen Wasser in dem Produkt zu

begrinden

"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 4.94 (d, 1H, H-17, J1-»» = 3.8 Hz), 4.88 (m., 2H,
2H-1).

BC-NMR (D,O, 100 MHz): 5 [ppm] = 98.70, 98.57 (C-1”), 98.53 (C-1), 73.68 (C-5"),
73.49 (C-3), 73.27 (C-3”), 72.15 (C-5), 71.97 (C-2), 71.88 (C-2"), 69.84 (C-4), 68.80
(C-6'), 69.58 (C-6), 68.89 (C-4"), 63.64 (C-1’, Man-ol), 62.79 (C-1’, Glc-ol), 61.61 (C-
6").

a-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-p-D-fructofuranose (81)
[a-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1—6)-pB-D-Fruf]

342 mg (1 mmol) Isomaltulose (13) wurden zusammen mit:
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a) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemall AAV3 Variante A mit der
Galactosidase aus RAF-A inkubiert.

b) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO4 /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemal AAV3 Variante B mit der Galactosidase aus
RAF-A inkubiert.

427 mg (1.25 mmol) Isomaltulose (13) wurden zusammen mit

¢) a-D-Galactopyranosylfluorid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.3 M, KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemall AAV4 Variante A mit der
Galactosidase aus aGaB inkubiert.

d) Mellibiose (27) (171 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO, /
KoHPO,4, pH = 6.5) gelost und gemall AAV4 Variante B mit der Galactosidase aus
aGaB inkubiert.

Nach Beendigung der Reaktion und chromatographischer Reinigung an Biogel P2
konnten far:

a) 30.3 mg (0.06 mmol, 12 %)

b) 20.2 mg (0.04 mmol, 8 %)

c) 17.7 mg (0.035 mmol, 7 %)

d) 32.8 mg (0.065 mmol, 13 %)

eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

[a]2 = +145 (c=1 in H;0)
C1H36016 (504.44)
MALDI-TOF m/z 527.45 [M+Na]*, 543.35 [M+K]*

berechnet: C 42.86 H 6.39
gefunden:* C 38.60 H 6.53
* die Differenz ist durch Reste von gebundenem Wasser in dem Produkt zu

begranden.

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:
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"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 4.80 (d, 1H, H-1, J1» = 3.5 Hz), 4.75 (d, 1H, H-
17, Jyno» = 3.1 Hz), 3.98 (M, 1H, H-6a), 3.90 (M., 1H, H-6b).

3C-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 102.11 (C-2’), 98.73 (C-1"), 98.42 (C-1), 69.88
(C-6).

Acetylierte Verbindung 81a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.85 — 5.76 (m, 2H, H-3”, H-3), 5.73 (d, 1H, H-
4", J3»4» = 2.2 Hz), 5.58 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.5 Hz, J»3 = 9.6 Hz), 5.51 (m., 1H, H-
5”), 5.20 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5 Hz), 5.13 (d, 1H, H-1", J1»»» = 3.8 Hz), 5.05 (dd, 1H,
H-2’ J1»2» = 3.8 Hz, J» 3 = 8.9 Hz), 5.00 (d, 1H, H-3’, J3 4+ = 8.9 Hz), 4.67 (vt, 1H, H-
4’ J3 4 =Jos =8.9Hz), 4.58 (m;, 1H, H-5’), 4.53 (m,, 1H, H-6a), 4.45 (m, 1H, H-6b),
4.32 - 4.22 (m, 4H, H-1’a, H-1’b, H-6’a, H-6'b), 3.70 (m¢, 1H, H-5), 3.64 — 3.59 (m, H-
6”a, H-6"b), 1.91, 1.90, 1.88, 1.87, 1.85, 1.82, 1.80, 1.78, (s, insg. 33H, OCHs).

C-NMR (CsDs, 125 MHz): & [ppm] = 170.95, 170.80, 170.67, 170.60, 170.40,
170.16, 169.82, 169.55 (C=0), 103.56 (C-2’), 96.79 (C-1), 95. 97 (C-1"), 82.26 (C-5),
79.87 (C-4’), 77.60 (C-57), 74.84 (C-3'), 71.60 (C-5), 71.10 (C-4), 69.88 (C-3"), 69.20
(C-3), 69.07 (C-4"), 68.95 (C-2), 68.38 (C-2"), 67.39 (C-6), 62.38 (C-6'), 62.27 (C-1"),
61.96 (C-67), 21.19, 21.08, 21.03, 20.98, 20.81, 20.74 (CCHs).

Allyl-a-D-galactopyranosyl-(1—6)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-
glucopyranosid (82) [a-D-Galp-(1—6)-a-D-GIcNAc-OAll]
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261 mg (1 mmol) Allyl-a-N-acetylglucosaminid (17) wurden mit Fluor-a-D-galacto-
pyranosid (18) (91 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphospatpuffer (0.3 M, KH,PO4 /
KoHPO4, pH = 6.5) gelost und gemall AAV3 Variante A inkubiert. Nachdem die
Reaktion beendet wurde und der Ansatz an Biogel® P2 chromatographisch gereinigt
wurde, konnte 10.9 mg (26.0 pymol, 5.2 %) eines farblosen, amorphen Feststoffes

isoliert werden.

berechnet: C:48.22 H: 6.90 N: 3.31
gefunden:* C:45.35 H: 6.99 N: 2.96

* die Differenz ist durch Reste von gebundenem Wasser zu erklaren.

[a] 2= +113 (c=0.5 in H.0)
C17H2oNO11 (423.42)
MALDI-TOF m/z 447.16 [M+Na]*, 462.17 [M+K]*

"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & = 6.10 (dddd, 1H, CH-allyl, J1= 1.2 Hz, J, = 5.5 Hz,
Js = 10.4 Hz, Js = 17.3 Hz), 5.34 (dd, 1H, CHy-allyl, J; = 1.2 Hz, J, = 17.3 Hz), 5.19
(dd, 1H, CHp-allyl, J1 = 1.2 Hz, J» = 10.4 Hz), 5.16 (d, 1H, H-1, J;» = 3.5 Hz), 4.85 (H-
1’, unter H,O peak), 4.23 (dd, 1H, OCHy-allyl, J1 = 5.5 Hz, J» = 12.9 Hz), 4.05 — 3.98
(m, 2H, OCHj-allyl, H-6a), 3.91 (m¢, 2H, H-2', H-6b), 3.86 — 3.81 (m, 2H, H-4’, H-2),
3.77 (dd, 1H, H-3", J3.4 = 3.2 Hz, Jo.3 = 8.5 Hz), 3.74 (m,, 1H, H-5), 3.72 — 3.68 (m,
3H, H-6'a, H-6'b, H-4), 3.62 (ddd, 1H, H-5, Js5 = 2.2 Hz, Js6a = 4.2 Hz, Jse = 8.8
Hz), 3.38 (dd, 1H, H-3, J,3 = 8.8 Hz, J34 = 10.1), 2.01 (s, 3H, COCHs).

BC-NMR (MeOH-d4, 100.67 MHz): & = 171.28 (C=0), 135.90, 117.88 allyl C, 99.23
(C-1), 98.09 (C-1), 75.94 (C-4), 74.43 (C-5'), 73.16 (C-3), 72.80 (C-2), 72.01 (C-5),
72.01 (C-2), 71.70 (C-3), 71.55 (C-4’), 69.53 (C-6), 62.93 (C-6'), 55.81 CHy-allyl,
22.93 (COCHs).
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Allyl-B-D-fucopyranosyl-(1—6)-2-N-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosid (83) [a-
D-Fucp-(1—6)-a-D-allyl-GIcNAc]
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261 mg (1 mmol) a-Allyl-N-acetylglucosaminid (17) wurden mit a-D-
Fucopyranosylfluorid (21) (83 mg, 0.5 mmol) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.3 M,
KH,PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemals AAV3 Variante A mit RAF-A
inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion und chromatographischer Aufreinigung des
Ansatzes an Biogel® P2, konnten 7.1 mg (17.0 ymol, 3.4 %) eines farblosen,

amorphen Feststoffes isoliert werden.

[a]2 = +8 (c=0.4 in MeOH)
MALDI-TOF m/z 430.32 [M+Na]", 446.21 [M+K]"
C17H29NO¢ (407.42)

"H-NMR (MeOH-d4, 500 MHz): & = 6.00 (dddd, 1H, CH-allyl, J1= 1.5 Hz, J, = 5.5 Hz,
Js = 10.4 Hz, J; = 17.3 Hz), 5.38 (dd, 1H, CHy-allyl, J; = 1.5 Hz, J, = 17.3 Hz), 5.22
(dd, 1H, CHy-allyl, J1 = 1.5 Hz, J, = 10.4 Hz), 4.97 (d, 1H, H-1, J1» = 3.6 Hz), 4.88 (d,
1H, H-1, J3» = 3.5 Hz), 4.25 (dd, 1H, OCHy-allyl, J; = 5.5 Hz, J» = 12.9 Hz), 4.05
(dd, 1H, OCH.-allyl, J; = 5.5 Hz, J, = 12.9 Hz), 3.95 (dd, 1H, H-2’, J1» = 3.5 Hz, J» 5
= 8.4 Hz), 3.90 (m¢, 1H, H-6a), 3.85 (br. d, 1H, H-4’, J3 4 = 2.1 Hz), 3.83 (dd, 1H, H-2,
Ji2 = 3.6 Hz, Jp3 = 8.6 Hz), 3.77 — 3.74 (m, 2H, H-3, H-5), 3.71 (M., 1H, H-6b), 3.67
—3.64 (m, 1H, H-4, H-5), 3.40 (dd, 1H, H-3, J,3 = 8.6 Hz, J34 = 9.4 Hz), 2.03 (s, 3H,
COCHs), 1.24 (d, 3H, H-6", Js6 = 6.6 Hz).

3C-NMR (MeOH-d4, 100 MHz): & = 169.98 (C=0), 133.95, 118.51 (allyl C), 98.73
(C-1'), 98.09 (C-1), 74.98 (C-4), 74.34 (C-5), 73.15 (C-3), 73.05 (C-2), 72.98 (C-5),
72.78 (C-2'), 72.56 (C-3'), 72.10 (C-4’), 69.52 (C-6), 55.79 CH,-allyl, 22.94 (COCHj),

17.21 (C-6)).
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Methyl-3-D-galactopyranosyl-(1—3)-a-D-glucopyranosid (84) [3-D-Galp-(1—3)-a-
D-Glcp-OMe]
RO _OR OR
R 5 2 5 2 1
¥ ORT ® OR
OMe
R=H 84
R =Ac 84a

194 mg (1 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid (14) wurden mit

a) 129 mg (0.5 mmol) p-Pyridinyl-B-D-galactopyranosid (20)

b) 171 mg (0.5 mmol) Lactose (28)

c) 150 mg (0.5 mmol) p-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid (85)

in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO4 / KoHPO4, pH = 6.5) gelost und
gemall AAVS mit der B-Galactosidase aus BgLT zur Reaktion gebracht. Nach
Beendigung der Reaktion wurden die jeweiligen Reaktionsgemische an Biogel® P2
chromatographisch gereinigt. Der Ansatz c) wird zum Entfernen des p-Nitrophenols
vor dem Auftragen auf Biogel P2 noch gegen Essigester geschuttelt.

Als Produkt konnten flr

a) 47.9 mg (0.135 mmol, 27 %)

b) 23.1 mg (0.065 mmol, 13 %)

c) 40.8 mg (0.115 mmol, 23 %)

eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

[a]2 = +97 (c=1 in H0)
C13H24011 (356.33)

berechnet: C 43.82 H6.79
gefunden: C 40.72 H 6.85
*die Differenz ist durch Reste von gebundenem Wasser in dem Produkt zu

begrinden.

Masse des Acetats: Cp7H35015 (650.20)
MALDI-TOF m/z 673.17 [M+Na]", 689.25 [M+K]"
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Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:

'H-NMR (D20, 500 MHz): & [ppm] = 4.77 (d, 1H, H-1, J1 2 = 3.78 Hz), 4.56 (d, 1H, H-
1, Jr2 =79 Hz), 3.87 (br. d, 1H, H-4’, J3 4+ = 3.1 Hz), 3.81 (br. s, 1H, H-3), 3.64 (dd,
1H, H-3’, J3 4 = 3.1 Hz, J»3 = 9.8 Hz), 3.55 (dd, 1H, H-2’, Jy» = 7.9 Hz, J>3 = 9.8
Hz).

BC-NMR (D0, 125 MHz): & [ppm] = 103.28 (C-1°), 99.41 (C-1), 82.98 (C-3), 75.72
(C-2), 71.72 (C-2"), 71.31 (C-3’), 71.06 (C-4).

Acetylierte Verbindung 84a:

'H-NMR (C¢Ds, 500 MHz): & [ppm] = 5.48 (dd, 1H, H-2', Jy» = 8.0 Hz, Jo3 = 10.7
Hz), 5.40 (d, 1H, H-4’, J3 » = 3.1 Hz), 5.16 (vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 10.1 Hz), 5.06
(dd, 1H, H-3’, J3 4 = 3.1 Hz, J> 3 = 10.7 Hz), 5.01 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J23 =
10.1 Hz), 4.78 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 4.62 (d, 1H, H-1’, Jy» = 8.0 Hz), 4.35 (vt,
1H, H-4, J34 = 10.1 Hz), 4.25 (dd, 1H, H6a, Js64 = 5.0 Hz, Jsaep= 12.1 Hz), 4.16 (dd,
1H, H6b, Js6, = 2.5 Hz, Jsaep = 12.1 Hz), 4.08 (dd, 1H, HE6’a, J5 52 = 6.5 Hz, Jsaep =
11.0 Hz), 4.01 (dd, 1H, H-6'b, Js b = 6.5 Hz, Jgaen = 11.0 Hz), 3.88 (ddd, 1H, H-5,
Jas =2.5Hz, Js6a = 5.0 Hz, J56p = 12.1 HZ), 3.27 (vt, 1H, H-5, J5 ¢4 = 6.5 Hz), 2.16,
2.14,2.10, 2.06, 2.04, 1.98, 1.96 (s, je 3H, CCH,).

BC-NMR (CsDs, 125 MHz): & [ppm] = 170.62, 170.58, 170.31, 170.10, 169.94,
169.83, 169.55, (C=0), 101.69 (C-1'), 97.24 (C-1), 76.59 (C-4), 73.65 (C-2), 71.89
(C-3)), 71.14 (C-5), 69.76 (C-2’), 69.27 (C-3), 68.24 (C-5), 67.30 (C-4'), 62.70 (C-6),
60.75 (C-6'), 54.96 (OCHs), 20.71, 20.44, 20.21, 20.03, 20.00, 19.98, 19.95
(CO-CH).
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B-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-D-glucopyranosyl-B-D-fructofuranosid (86) [B-D-
Galp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—2)B-D-Fruf]
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342 mg (1 mmol) Saccharose (11) wurde mit

a) 78 mg (0.3 mmol) p-Hydroxypyridinyl-B-D-galactopyranosid (20)

b) 171 mg (0.5 mmol) Lactose (28)

in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH,PO4 / K;HPO4, pH = 6.5) gelost und geman
AAV5 mit der B-Galactosidase aus BgLT inkubiert. Nachdem die Reaktion durch 5
min. erhitzen auf 99 °C beendet wurde, wurden die jeweiligen Ansatze an Biogel® P2
chromatographisch gereinigt.

Es wurden fur

a) 46.9 mg (0.093 mmol, 31 %)

b) 30.2 mg (0.06 mmol, 12 %)

eines farblosen amorphen Feststoffes isoliert.

Upscaling mit der B-Galactosidase aus Bovine testes:

17.1 g (50 mmol) Saccharose (11) und 10.8 g (30 mmol) Lactose (28) wurden in
50 ml deionisiertem Wasser pH = 4.3 (eingestellt mit verd. HCI) mit 25 Units der [3-
Galactosidase aus Bovine testes geldst. Der Ansatz wurde bei 37 °C fir 5 Tage
inkubiert und wahrend dieser Zeit HPLC-analytisch verfolgt. Die Reaktion wurde
durch 5 min. Erhitzen auf 90 °C beendet. Der gesamte Ansatz wurde lyophilisiert und
zur Trennung auf einer industriellen GPC-Saule an die Sudzucker AG geschickt.
Nach Separation der Produkte von den Edukten wurden 2.7 g (5.3 mmol, 17 %) der
Verbindung 86 erhalten.

[a]? = +49 (c=1 H;0) Lit.: 1 +45 (c=0.5 in H,0)
CigH32016 (504.44)

MALDI-TOF m/z 527.33 [M+Na]", 543.45 [M+K]"
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Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:

'H-NMR (D20, 500 MHz): & [ppm] = 5.46 (d, 1H, H-1, J12 = 4.0 Hz), 4,67 (d, 1H, H1*,
Ji o = 7.9 Hz), 4,24 (d, 1H, H-3', J2 3 = J3 4 = 8.7 Hz), 4.08 (vt, 1H, H-4, J3 4 = 8.7
Hz), 4.02 (vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 9.3 Hz), 3.93 — 3.89 (br. m, 1H, H-5), 3.84 (br. s,
2H, H-6‘a, H-6'b), 3.79 ( br. d, 1H, H-2, J1, = 4.0), 3.65 (br. dd,1H, H-2", J; = 7.9 Hz,
J2 = 9.3 Hz).

BC-NMR (D,0, 125 MHz): & [ppm] = 104.07 (C-1%), 103.56 (C-2), 92.50 (C-1), 82.14
(C-4'), 81.77 (C-3), 76.94 (C-3'), 74.40 (C-5'), 62.74 (C-6").

Acetylierte Verbindung 86a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.93 (d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 5.88 (d, 1H,
H-3', J3 4 = 6.3 Hz), 5.75 (vt, 1H, H-4’, J3 » = 6.3 Hz), 5.65 (dd, 1H, H-2",J1»2» = 8.0
Hz, J, = 10.4 Hz), 5.60 (br. d, 1H, H-4”, J3-4» = 2.8 Hz), 5.30 (dd, 1H, H-3", J3 4> =
2.8 Hz, J»»3» = 10.4 Hz), 5.24 (vt, 1H, H-4, J34 = 10.0 Hz), 5.16 (dd, 1H, H-2, J1, =
3.8 Hz, J23 = 10.0 Hz), 4.94 (d, 1H, H-1", J4»»» = 8.0 Hz), 4.62 — 4.56 (m, 3H, H-5, H-
6a, H6b), 4.54 (br. vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 10.0 Hz), 4.50 — 4.41 (m, 4H, H-1’a, H-1’b,
H-6'a, H-6'b), 4.34 (br. dd, 1H, H-5', J5 62 = 6.9 Hz, J5 ¢p = 11.3 Hz), 4.29 (dd, 1H, H-
6”a, Js'67a = 6.9 Hz, Jeraeb = 11.0 Hz), 4.24 (dd, 1H, H-6"b, J5' 6 = 6.9 Hz, Jsaeb =
11.0 Hz), 3.67 (vt, 1H, H-5”, Js» 672 = 6.9 Hz), 2.02, 1.96, 1.89, 1.85, 1.81, 1.75, 1.68
(s, insg. 33H, CCHs).

3C-NMR (CeDs, 125 MHz): & = 170.57, 170.55, 170.48, 170.29, 170.25, 170.06,
169.94, 169.83, 169.35, 169.12 (C=0), 104.98 (C-2’), 102.01 (C-1”), 91.21 (C-1),
79.68 (C-5'), 77.01 (C-3'), 76.46 (C-3), 76.10 (C-4’), 73.26 (C-2), 72.00 (C-3"), 71.18
(C-5"), 70.00 (C-2"), 69.63 (C-5), 69.25 (C-4), 67.71 (C-4"), 64.43 (C-1'), 63.76 (C-
6”), 62.75 (C-6'), 61.40 (C-6), 20.85, 20.65, 20.51, 20.43, 20.35, 20.22, 20.17, 20.05,
19.98, 19.95, 19.91 (CO-CHs).
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B-D-Fucopyranosyl-(1—3)-a-D-glucopyranosyl-p-D-fructofuranosid (87) [B-D-
Fucp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—2)B-D-Fruf]
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342 mg (1 mmol) Saccharose (11) wurden zusammen mit 121 mg (0.5 mmol)
Pyridinyl-B-D-fucopyranosid (23) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO4 /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemals AAV5 mit der B-Galactosidase aus BgLT
inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion und saulenchromatographischer Reinigung
an Biogel P2 konnten 6.5 mg (13.3 pmol, 2.6 %) eines farblosen amorphen

Feststoffes isoliert werden.

[a] 2 =+45 (c=0.2 in H,0)
C1gH32015 (488.17)
MALDI-TOF m/z 510.25 [M+Na[*, 526.51 [M+K]*

"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 5.39 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 4.56 (d, 1H, H-
17, Jy o = 7.9 Hz), 4.15 (d, 1H, H-3', Jy 4 = 8.8 Hz), 4.01 (vt, 1H, H-4, J3 4 = 8.8 Hz),
3.95 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.8 Hz, J»3 = 9.2 Hz), 3.90 (vt, 1H, H-4, J34 = 9.8 Hz), 3.83
(me, 1H, H-5), 3.74 — 3.73 (m, 5H, H-3”, H-1'a, H-1'b, H-6'a, H-6'b), 3.71 (M., 1H, H-
5), 3.67 (br. d, 1H, H-4”, J3.4 = 2.1 Hz), 3.63 — 3.60 (m, 3H, H-5", H-6a, H-6b), 3.57
(dd, 1H, H-2", J1» 2 = 7.9 Hz, Jpr 3 = 10.2 Hz), 3.50 (vt, 1H, H-3, Jo3 = J34 = 9.2 Hz),
1.19 (d, 3H, H-6”, Js'¢" = 6.5 Hz).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 104.43 (C-2"), 103.08 (C-1"), 92.43 (C-1), 82.57
(C-3), 81.71 (C-5'), 76.79 (c-3'), 74.30 (C-4'), 73.09 (C-3”), 72.43 (C-5), 71.63 (C-5"),
71.27 (C-2), 71.23 (C-2”), 71.08 (C-4), 70.91 (C-4”), 62.69 (C-1’), 61.79 (C-6"), 60.43
(C-6), 15.84 (C-6” CHs).
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a-L-Arabinopyranosyl-(1—3)-a-glucopyranosyl-p-D-fructofuranosid (88) [a-L-
Arap-(1—3)-a-D-Glcp-(1-2)B-DFruf]
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342 mg (1 mmol) Saccharose (11) wurden zusammen mit 113 mg (0.5 mmol)
Pyridinyl-a-L-fucopyranosid (26) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH2PO4 /
KoHPO4, pH = 6.5) geldst und gemals AAV5 mit der B-Galactosidase aus BgLT
inkubiert. Der Ansatz wurde nach Inaktivierung des Enzyms
saulenchromatographisch an Biogel P2 gereinigt. Es konnten 7.2 mg (15.2 pmol,

3.0 %) eines farblosen amorphen Feststoffes isoliert werden

[a]Z +100 (c=1 in H20)
C17H30015 (474.15)
MALDI-TOF m/z 497.25 [M+Na]*, 513.09 [M+K]*

"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 5.36 (d, 1H, H-1, J1» = 3.8 Hz), 4.53 (d, 1H, H-
17, Jyn o = 8.5 Hz), 4.15 (d, 1H, H-3’, Jy 4 = 8.9 Hz), 3.98 (vt, 1H, H-4, J3 4 = 8.9 Hz),
3.92 — 3.87 (m, 2H, H-3, H-4"), 3.82 (M., 2H, H-5, H-5'), 3.77 — 3.74 (m, 4H, H-1'a, H-
1'b, H-6'a, H-6'b), 3.67 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.8 Hz, J,3 = 9.8 Hz), 3.46 (dd, 1H, H-3”,
Jy s = 2.5 Hz, Jov3» = 7.8 Hz), 3.62 — 3.58 (m, 4H, H-5"a, H-5"b, H-6a, H-6b), 3.54
(dd, 1H, H-2", J3 2w = 6.5 Hz, Jpr3» = 7.8 Hz), 3.49 (vt, 1H, H-4, J3.4 = 9.5 Hz).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 104.02 (C-2), 103.77 (C-1"), 92.48 (C-1), 82.52
(C-3), 82.10 (C-5), 76.85 (C-3'), 74.32 (C-4'), 72.60 (C-57), 72.52 (C-5), 71.56 (C-2"),
71.51 (C-2), 70.98 (C-4), 68.61 (C-4”), 66.53 (C-3"), 62.69 (C-1’), 61.80 (C-6), 60.46
(C-6").
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p-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-glucitol/mannitol (89)
[B-D-Galp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—6)-D-Glc-ol/Man-ol]
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344 mg (1 mmol) Isomalt (12) wurden zusammen mit:

a) 78 mg (0.3 mmol) p-Hydroxypyridinyl-B-D-galactopyranosid (20)

b) 171 mg (0.5 mmol) Lactose (28)

in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH,PO4 / K;HPO4, pH = 6.5) gelost und geman
AAVS5 mit der B-Galactosidase aus BgLT inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion
und saulenchromatographischer Reinigung an Biogel® P2 konnten fiir

a) 17.0 mg (33.6 pmol, 11.2 %)

b) 22.2 mg (44.0 umol, 8.8 %)

eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

Upscaling mit der B-Galactosidase aus bovine testes:

17.2 g (50 mmol) Isomalt (12) wurden mit 20.7 g (60 mmol) Lactose (28) in 50 ml
deionisietem Wasser (pH=4.3 eingestellt mit verd. HCI), mit 37.5U der
B-Galactosidase aus Bovine testes bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 5
Tagen durch Erhitzen des Ansatzes fur 5 min. auf 90 °C beendet. Anschliel3end
wurde der Ansatz gefriergetrocknet und zur Trennung an einer industiellen GPC-
Saule zur Slddzucker AG gesandt. Es konnten 4.6 g (9.1 mmol, 16 %) der

Verbindung 89 isoliert werden.

[a] 2 = +54 (c=1 in H,0) Lit.®" +52 (c=0.6 in H,0)
C1gH34016 (506.18)
MALDI-TOF m/z 529.13 [M+Na]*, 545.34 [M+K]"

'H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 4.90 (m,, 2H, 2H-1), 4.45 (d, 1H, H-1”, J = 7.8
Hz).
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BC-NMR (DO, 100 MHz): & [ppm] = 103.68 (C-1”), 98.47 (C-1), 82.37 (C-3), 75.43
(C-5”), 72.88 (C-3”), 71.40 (C-2), 71.13 (C-2”), 69.91 / 69.63 (C-4/4”), 68.99 / 68.94
(C-6'), 63.63 (C-1’, Man-ol), 62.78 (C-1’, Glc-ol), 61.36 (C-6"), 60.86 (C-6).

p-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-p-D-fructofuranose (90)
[B-D-Galp-(1—3)-a-D-Glcp-(1—6)-p-D-Fruf]
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342 mg (1 mmol) Isomaltulose (13) wurden zusammen mit

a) 78 mg (0.3 mmol) p-Pyridinyl-B-D-galactopyranosid (20)

b) 171 mg (0.5 mmol) Lactose (28)

in 1 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, KH,PO4 / K;HPO4, pH = 6.5) geldst und geman
AAVS5 mit der B-Galactosidase aus BgLT inkubiert. Nachdem die Reaktion durch
Erhitzen auf 90°C beendet wurde, wurde der jeweilige Ansatz an Biogel® P2
chromatographisch gereinigt.

Es wurden flr

19.7 mg (39.6 umol, 13.2 %)

19.5 mg (39.5 ymol, 7.9 %)

eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert.

[a] % = +44 (c=0.97 in H,0) Lit.:®” +43 (c=1.2 in H,0)
C18H32015 (504.15)
MALDI-TOF m/z 527.45 [M+Na]*, 543.35 [M+K]"

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:
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"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 4.92 (br. d, 1H, H-1, J:2 = 3.8 Hz), 4.57 (d, 1H,
H-17, Jyn o = 7.9 Hz).

3C-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 103.72 (C-1"), 103.25 (C-2’), 98.57 (C-1), 82.72
(C-3), 68.31 (C-6").

Acetylierte Verbindung 90a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.59 (br. d, 1H, H-4”, J3-4» = 2.5 Hz), 5.56 (dd,
1H, H-3”, J34» = 2.5 Hz, J2» 4> = 9.2 HZ), 5.49 (m,, 1H, H-4), 5.25 (vt, 1H, H-4’, J3 4 =
6.7 Hz), 5.04 (d, 1H, H-1, J12 = 3.8 Hz), 4.76 (dd, 1H, H-2", J1»2» = 7.8 Hz, J» 3> = 9.2
Hz), 4.62 (dd, 1H, H-5, Js¢a = 3.3 Hz, Js 5 = 6.7 Hz), 4.58 (dd, 1H, H-2, J;, = 3.8
Hz, Jo3 = 8.2 Hz), 4.52 (d, 1H, H-1", J1»2» = 7.8 Hz), 4.46 (vt, 1H, H-3, J23 =J34 = 8.2
Hz), 4.40 — 4.36 (m, 2H, H-3’, H-5), 4.30 (m., 1H, H-5"), 4.23 — 4.18 (m, 4H, H-6a, H-
6b, H-6"a, H-6"b), 4.10 (m., 1H, H-1"a), 4.05 (m., 1H, H-1'b), 3.79 (dd, 1H, H-6’a,
Jsea = 6.2 Hz, Jgapp = 10.7 Hz), 3.73 (dd, 1H, H-6’b, Js¢p = 3.3 Hz, Jgaep = 10.7
Hz), 2.23, 2.16, 2.15, 2.11, 2.07, 2.04, 2.03, 2.00 (s, insg. 33H, CCHs).

BC-NMR (CeDs, 100 MHz): & [ppm] = 170.52, 170.45, 170.41, 170.37, 170.27,
170.21, 170.17, 170.14, 170.07, 170.01, 169.95 (C=0), 102.88 (C-2’), 101.71 (C-1"),
96.60 (C-1), 83.12 (C-3), 81.54 (C-5'), 79.33 (C-5"), 78.39 (C-3”), 76.90 (C-4’), 76.79
(C-3), 76.31 (C-3"), 73.61 (C-4), 73.53 (C-5), 71.89 (C-4”), 71.75 (C-2), 71.71 (C-2"),
68.55 (C-6'), 61.75 (C-6"), 61.26 (C-1'), 61.14 (C-6), 20.78, 20.74, 20.72, 20.67,
20.63, 20.58, 20.56, 20.48, 20.42 (CCHs).

Allyl-B-D-galactopyranosyl-(1—3)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-
glucopyranosid (91) [B-D-Galp-(1—3)-a-D-GIcNAc-OAll]
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261 mg (1 mmol) Allyl-N-acetyl-a-D-glucopyranosid (17) wurden zusammen mit 78
mg (0.3 mmol) p-Pyridinyl-B-D-galactopyranosid (20) in 1 ml Kaliumphosphatpuffer
(0.1 M, KH2POs / KyHPO4, pH = 6.5) gelést und gemal AAV5 mit der
B-Galactosidase aus BgLT inkubiert. Nachdem die Reaktion durch 5 min. Erhitzen
auf 90 °C beendet wurde, konnten nach Separation des Ansatzes an Biogel P2

14.0 mg (0.033 mmol, 11.0 %) eines farblosen, amorphen Feststoffes isoliert werden.

[a]2=+175 (c=1 in H0)
C17H20NO11 (423.42)
MALDI-TOF m/z 443.39 [M+Na]"*, 462.22 [M+K]"

"H-NMR (D0, 500 MHz): & = 5.80 (dddd, 1H, CH-allyl, J;= 1.5 Hz, J, = 5.5 Hz, J; =
10.2 Hz, Js = 17.0 Hz), 5.20 (dd, 1H, CH.-allyl, J1 = 1.5 Hz, J, = 17.0 Hz), 5.12 (dd,
1H, CHy-allyl, J1 = 1.5 Hz, J» = 10.2 Hz), 4.78 (d, 1H, H-1, J1» = 3.3 Hz), 4.33 (d, 1H,
H-1’, Jy» = 7.8 Hz), 4.07 (dd, 1H, OCHy-allyl, J; = 5.5 Hz, J, = 13.0 Hz), 3.88 (dd,
1H, OCH.-allyl, J; = 5.5 Hz, J» = 13.0 Hz), 3.80 (dd, 1H, H-2, J12 = 3.3 Hz, J25 = 9.7
Hz), 3.78 — 3.75 (m, 2H, H-4’, H-3), 3.73 — 3.68 (m, 3H, H-6'a, H-6'b, H-5), 3.61 -3.55
(m, 4H, H-4, H-6a, H-6b, H-5'), 3.51 (dd, 1H, H-3', Jy.s = 3.5 Hz, Jo'3 = 9.9 Hz), 3.38
(dd, 1H, H-2’, Jy» = 7.8 Hz, J2 3 = 9.9 Hz), 1.88 (s, 3H, COCHs).

BC-NMR (D,0, 100 MHz): 5 = 174.75 (C=0), 133.92, 118.33 (allyl C), 103.27 (C-1"),
96.18 (C-1), 79.12 (C-5), 75.72 (C-3), 75.69 (C-5), 73.12 (C-3"), 71.58 (C-2’), 71.30
(C-4),70.98 (C-4), 69.59 (C-2), 69.20 (allyl C), 61.36 (C-6), 60.94 (C-6), 53.66 (CH,-
allyl), 22.22 COCHa.
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p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-a-D-glucopyranosyl-(1—4)-D-glucitol/mannitol (92)
[3-D-Galp-(1—4)-a-D-Glcp-(1—4)-D-Glc-ol/Man-ol]

. OH - . 6_—-OH
H 5 2" o 2 2 2
4 e} HO-A2 Ho 1
HO ¢ OH Lo 0
HO\—22~1_OH

92 3 OH

20.6 g (60 mmol) Isomalt (12) wurden zusammen mit 4.1 g (12 mmol) Lactose (28) in
50 ml (Na-acetatpuffer, 50 mM, pH = 5) und 30 U der B-Galactosidase aus bacillus
circulans bei 50 °C fur 2 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde das Enzym durch 5
min. Erwarmen auf 90 °C inaktiviert. Der Ansatz wurde gefriergetrocknet und zur
Abtrennung des Produktes zur Sddzucker AG geschickt. Es konnten nach
Chromatographie an einer industriellen Saule mit Fractogel® HW40S 922 mg (1.82
mmol, 15.2 %) des Produktes 92 isoliert werden.

[a]§ = +62 (c=0.5 in H20) Lit..*” +61 (c=0.8 in H,0)
C1sH34016 (506.46)
MALDI-TOF m/z 529.55 [M+Na]*, 545.67 [M+K]"

"H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 4.89 (M, 2H, 2H-1,Glc-ol / Man-ol), 4.36 (d, 1H,
H-17, Jyn o = 7.8 Hz).

BC-NMR (D-O, 100 MHz): & [ppm] = 103.30 (C-1”), 98.56 (C-1), 78.77 (C-4), 75.76
(C-5”), 72.90 (C-3"), 72.14 (C-5), 71.58, 71.54 (C-2), 71.34 (C-3), 71.15 (C-2"), 69.49
(C-4”), 68.92 (C-6" Glc-ol / Man-ol), 63.65 (C-1° Man-ol), 62.79 (C-1’ Glc-ol), 61.42
(C-6”), 60.24 (C-6).
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p-D-Galactopyranosyl-(1—4)-a-D-glucopyranosyl-(1-2)--D-fructofuranosid (93)

- OR 4 . 6 OR
R 2 (0]
5" 2
4 (6] RO RO 1
RO & TOR RO— & o)
. HOj?
R=H 93 / L-OR

R =Ac 93a RO

20.4 g (14.6 mmol) Saccharose (12) wurden zusammen mit 4.1 g (12 mmol)
Lactose (28) in 50 ml (Na-acetatpuffer, 50 mM, pH = 5) und 30U der B-
Galactosidase aus Bacillus circulans bei 55 °C fur 2 Stunden inkubiert. Anschliel3end
wurde das Enzym durch 5 min. Erwarmen auf 95 °C inaktiviert. Der Reaktionsansatz
wurde lyophilisiert und zur Separation des Produktes zur Stdzucker AG geschickt.
Es konnten nach Chromatographie an einer industriellen Saule mit Fractogel®
HW40S 1.1 g (2.2 mmol, 18.6 %) des Produktes 93 isoliert werden.

[a]5 = +53 (c=1in Hy0) Lit.:*"1 +51 (c=0.7 in MeOH)
C1sH36016 (504.44)
MALDI-TOF m/z 527.22 [M+Na]", 543.17 [M+K]"

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:

'H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 5.35 (d, 1H, H-1, J;2 = 3.8), 4.55 (d, 1H, H-1",
Jino» = 7.8 Hz), 4.16 (d, 1H, H-3’, J3 4+ = 6.4 Hz), 3.99 (dd, 1H, H-4', J3 » = 6.4 Hz,
Jo s = 8.5 Hz).

3C-NMR (D0, 100 MHz): & [ppm] = 104.65 (C-2’), 103.27 (C-1"), 92.32 (C-1), 76.67
(C-3), 74.35 (C-4").

Acetylierte Verbindung 93a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.70 — 5.68 (m, 2H, H-5", H-4), 5.55 (br. s, 1H,
H-4), 5.53 — 5.48 (m, 3H, H-6a, H-6b, H-6"b), 5.37 (vt, 1H, H-5', J» 5 = 8.7 Hz), 5.24
(d, 1H, H-6"a, J5" 674 = 3.2 Hz, Je"aep = 10.2 HZ), 5.11 (d, 1H, H-1, J12 = 3.5 Hz), 4.81
(d, 1H, H-3', J3 4+ = 8.7 Hz), 4.65 (dd, 1H, H-3”, J3»4» = 4.1 Hz, J» 3> = 10.1 Hz), 4.59
(dd, 1H, H-2”, J1»2» = 7.8 Hz, J»»3» = 10.1 Hz), 4.52 — 4.49 (m, 1H, H-5), 4.45 (br. d,
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1H, H-4”, J34 = 2.8 Hz), 4.41 (d, 1H, H-1, J12 = 7.8 Hz), 4.30 (vt, 1H, H-3, Jo3 =Ja 4
= 9.4 Hz), 4.20 — 4.10 (m, 4H, H-6’a, H-6'b, H-1’a, H-1'b), 3.65 (dd, 1H, H-2, J1, = 3.5
Hz, Jos = 9.4 Hz), 2.11, 2.00, 1.89, 1.85, 1.81, 1.75, 1.72 (s, insg. 33H, CCHs).

BC-NMR (C¢Ds, 100 MHz): & = 170.76, 170,44, 170.41, 170.22, 170,14, 170.07,
170.01, 169.95, 169.63, 168.93 (C=0), 104.34 (C-2’), 102.49 (C-1"), 92.61 (C-1),
80.54 (C-5), 80.14 (C-4), 79.70 (C-3'), 76.66 (C-5"), 76.44 (C-4'), 76.40 (C-3"), 76.20
(C-5), 71.27 (C-2’), 70.39 (C-3), 69.56 (C-2), 69.25 (C-2"), 69.21 (C-4”), 62.63 (C-6"),
61.63 (C-1'), 61.32 (C-6”), 61.28 (C-6), 20.87, 20.69, 20.65, 20.60, 20.56, 20.52
(CCHs).

B-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1-2)-p-D-fructofuranosid (94)
[B-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1-—2)-p-D-Fruf)]

»
R=H 94 3 7—OR
R =Ac 94a RO

5.0 g (14.6 mmol) Saccharose 12 wurden zusammen mit 2.0 g (5.8 mmol) Lactose
28 in 25 ml deionisiertem Wasser (pH = 4.5) und 150 U der B-Galactosidase aus
Aspergillus oryzae bei 30 °C fur 2 Stunden inkubiert. Anschlie3iend wurde das Enzym
durch 10 min. Erwarmen auf 90 °C inaktiviert. Der Reaktionsansatz wurde
lyophilisiert und zur Abtrennung des Produktes zur Sudzucker AG geschickt. Es
konnten nach Chromatographie an einer industriellen Saule mit Fractogel® HW40S
605.3 mg (1.2 mmol, 21 %) des Produktes 94 isoliert werden.
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[a] 5 = +48 (c=1in H,0) Lit.:*" +47 (c=0.9 in MeOH)
C1sH3s016 (504.44)
MALDI-TOF m/z 527.45 [M+Na]*, 543.35 [M+K]"

Ausgewahlte Signale der OH-freien Verbindung:
'H-NMR (D,0, 500 MHz): & [ppm] = 5.34 (d, 1H, H-1, J12 = 3.2 Hz), 4.42 (d, 1H, H-
17, J172» = 7.8 Hz), 4.16 (d, 1H, H-3’, J3 4+ = 6.5 HZ), 3.39 (vt, 1H, H-4’, J3 » = 6.5 Hz).

BC-NMR (D0, 125 MHz): & [ppm] = 103.85 (C-2), 103.62 (C-1"), 92.37 (C-1), 76.67
(C-3), 71.92 (C-4").

Acetylierte Verbindung 94a:

'H-NMR (CgDs, 500 MHz): & [ppm] = 5.89 — 5.86 (m, 1H, H-4), 5.84 (d, 1H, H-1, J
3.8 Hz), 5.76 (d, 1H, H-3’, J3 4+ = 6.9 Hz), 5.65 (dd, 1H, H-2”, J»2» = 7.9 Hz, J» 3
10.4), 5.61 — 5.58 (m, 2H, H-4’, H4"), 5.36 (vt, 1H, H-3, J23 = J34 = 10.4 Hz), 5.29
(dd, 1H, H-3”, J374» = 3.5 Hz, J2»4» = 10.4 Hz), 5.08 (d, 1H, H-2, J12, = 3.8, J,3=10.4
Hz), 4.85 — 4.81 (m, 2H, H-6"a, H-6"b), 4.61 (d,1H, H-1", J1»»» = 7.9 Hz), 4.53 (ddd,
1H, H-5, J45 = 2.2 Hz, J564 = 4.4 Hz, J56, = 10.3 HZ), 4.41 - 4.39 (m, 2H, H-6a, H-6b),
4.38 —4.37 (m, 1H, H-5), 4.31 — 4.29 (m, 2H, H-1’a, H-1'b), 4.20 (dd, 1H, H-6’a, J5 &2
= 4.4 Hz, Jgagp = 10.9 Hz), 4.00 (dd, 1H, H-6'b, Js6b = 7.6 Hz, Jgaep = 10.9 Hz),
3.78 (m, 1H, H-5), 1.91, 1.90, 1.84, 1.80, 1.72, 1.69, 1.66, 1.64, 1.61 (s, insg. 33H,
CCHs,).

BC-NMR (Ce¢Ds, 100 MHz): & [ppm] = 170.42, 170.13, 170.09, 170.06, 169.98,
169.93, 169.73, 169.60 (C=0), 104.06 (C-1’), 102.48 (C-1"), 90.94 (C-1), 80.53 (C-
5), 76.75 (C-4), 75.80 (C-4”) 71.71 (C-3"), 71.28 (C-2), 71.15 (C-2"), 71.05 (C-3)),
70.42 (C-3), 69.49 (C-6), 69.39 (C-5), 69.23 (C-4’), 69.13 (C-5"), 68.35 (C-6'), 62.41
(C-2’), 61.39 (C-6"), 20.80, 20.69, 20.59, 20.56, 20.51, 20.45, 20.42, 20.55 (CCHs).
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p-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-D-glucito/mannitol (95)
[3-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1—6)-D-Glc-ol/Man-ol]

95 ¥ OH

10 g (29 mmol) Isomalt (12) wurden zusammen mit 4.1 g (12 mmol) Lactose (28) in
50 ml deionisiertem Wasser (pH = 4.5, mit verd. HCI eingestellt) und 300 U der [3-
Galactosidase aus Aspergillus oryzae bei 30 °C fur 2 Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurde das Enzym durch 10 min. Erwarmen auf 90 °C inaktiviert. Der
Ansatz wurde gefriergetrocknet und zur Abtrennung des Produktes zur Sudzucker
AG geschickt. Es konnten nach Chromatographie an einer industriellen Saule mit
Fractogel® HW40S 1.80 g (3.55 mmol, 29.8 %) des Produktes 95 isoliert werden.

[a]5 = +72 (c=1in H0) Lit.:*” +56 (c= 0.7 in H,0)
C1gH34016 (506.46)
MALDI-TOF m/z 529.59 [M+Na]", 545.62 [M+K]*

"H-NMR (D0, 500 MHz): & [ppm] = 4.90 (m,, 2H, 2H-1 Glc-ol / Man-ol), 4.39 (d, 1H,
H-17, Jyno» = 7.8 Hz), 4.15— 4.10 (m, 2H, H-6a, H6b).

3C-NMR (D,0, 100 MHz): & [ppm] = 103.59 (C-1"), 98.64, 98.45 (C-1), 75.54 (C-5"),
73.49 (C-3), 73.07 (C-3"), 73.07 (C-5), 72.14 (C-2), 71.81 (C-2"), 71.14 (C-2”), 69.94
(C-4), 69.66 (C-4”), 69.09 (C-6), 68.55 (C-6’), 63.65 (C-1’, Man-ol), 62.81 (C-1’, Glc-
ol), 61.48 (C-6").
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9. Gefahrenhinweise

Substanz Gefahren- R S
symbol
Aceton F, Xi 11-36-66-67 9-16-26
Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
Acetylchlorid C 14-34 9-26-36/37/39-45
Allylalkohol T,N 10-23/24/25- 36/37/39-45-61
36/37/38-50
Amberlite IR 120 (H") Xi 36 26
Ammoniumchlorid Xn 22-36 22
Benzaldehyddimethylacetal Xn 22
Benzol-dg F, T 45-11- 53-45
E48/23/24/25
Benzylchlorid T 22-23-37/38-41 36/37/39/-45
Bortrifluorid-ethyletherat T,C 15/15-34 26-28-36/37/39-45
Bromwasserstoff in  Eisessig|C 34-37 7/9-23.2-26-
(33%) 36/37/39-45
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 |36/37
Deuterochloroform Xn 22-38-40-48/20/22 |36/37
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
Diethylether F+, Xn  |12-19-22-66-67 9-16-29-33
Essigsaureanhydrid C 10-20/22-34 26/36/37/39-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat F, Xi 11-36-66-67 16-26-33
Fluorwasserstoff-Pyridin- T,C 26/27/28-35 7/9-26-36/37-45

Komplex
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Substanz Gefahren- R S
symbol
Isopropanol F, Xi 11-36-67 7-16-24/25-26
Kalium-tert.-butoxid F,C 11-14-22-35 7/8-16-26-36/37/39
Kieselgel 60 (0.040 — 0.063 mm) 22
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
Methanol-d,4 F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
N,N-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Natriumazid T+, N 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Natriumhydrid (60% in|F, C 15-34 7/8-26-36/37/39-
Paraffindl) 43.6-45
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Natriummethanolat T 11-14-34 8-16-26-43.6-45
para-Nitrophenol X 21/22-40-41 15-24/25-26-47.3
Palladium / Aktivkohle F, Xi 7-36/37/38 17-26-36
Petrolether (50-70 °C) F, Xn, N |11-38-48/20-51/53- |16-23.2-24-33-
62-65-67 36/37-61-62
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
para-Hydroxy-pyridin Xi 36/37/38 26-36 F:3-8
Quecksilber(ll)bromid T,N 26/27/28-33-50/53 |13-28-45-60-61
Silbernitrat C,N 34-50/53 26-45-60-61
Silber-tetrafluoroborat C 20/21/22-34 26-28.1-36/37/39-45
Salzsaure (37 %) C 34-37 26-45
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
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Substanz Gefahren- R S
symbol

para-Toluolsulfonsaure. Xi 36/37/38 26-37

Trichloracetonitril T,N 23/24/25-51/53 45-61

Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-
36/37/39-45

Trifluormethansulfonsaure- C 10-14-34-37 26-36/37/39-54

trimethylsilylester

Vinylacetat F 11 16-23-29-33

p-Xylol F, X 10-20/21-38 25

Zinn(IV)-chlorid C 34-52/53 7/8-26-45-61
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