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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neue fucosylierte Oligosaccharide oder Oligosaccharid enthaltende
Verbindungen, die Analoga zu natirlichen Oligosacchariden sind und die mindestens eine fucosylierte Mono-
saccharideinheit enthalten. Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung solcher Oligosaccharide
oder Oligosaccharid enthaltenden Verbindungen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Fucosylierte, von Saugern gewonnene Glykane weisen Wirkungen bei der Befruchtung (1), friihen Dif-
ferenzierung des Embryo (2), Gehirnentwicklung (3, 4) und Leukozytenextravasation (5, 6) auf, wobei die
a1-3/4-fucosylierten Oligo- und Polysacharide an Lipide und Proteine konjugiert sind oder als freie Oligosac-
charide, wie die Oligosaccharide aus menschlicher Milch. Die fucosylierten N-Acetyllactosamine (Lewis X,
Galp1-4(Fuca1-3)GIcNAc und Lewis a, GalB1-3(Fucal-4)GIcNAc) und fucosyliertes N-Acetyllactosdiamin
(LexNAc, GaINAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAc) treten oft als terminale Sequenzen auf, wie

Galp1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-2Mana-, Galp1-3(Fuca1-4)GIcNAcB1-2Mana-,
GalNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-2Mana-, Galp1-4(Fuca1-3)GeNAcB1-3GalB-/GalNAca-,
Galp1-3(Fuca1-4)GIcNAcB1-3Galf-, Galp1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4Mana-,

Galp1-3(Fuca1-4)GIcNAcB1-4Mana- und GalB1-4(Fucal-3)GIcNAcB1-6GalB-/GalNAca/Mana-. In der Mitte
von Ketten des Lactosamin-Typs sind die Lewis x-Sequenzen -GIcNAcB1-3GalB1-4(Fucal-3)GIcNAcB1-3Gal
Ublich, aber auch Lewis a-Strukturen Galp1-3(Fuca1-4)GIcNAc sind vorhanden, wobei die Mdglichkeit zur Wie-
derholung der Sequenzkette besteht. Bei den freien Oligosacchariden, die sich hauptséachlich in menschlicher
Milch finden, ist da a1-3-fucosylierte Epitop am reduzierenden Ende des Saccharids Ublicherweise Lactose
(GalB1-4Glc) oder seine verlangerte/substituierte Form, wie Galpl-4(Fuca1-3)Glc,
Fuca1-2Gal-B1-4(Fuca1-3)Glc, GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4(Fuca1-3)-Glc,
Galp1-3GIcNAcB1-3GalB1-4(Fuca1-3)Glc und GalB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-3GalB1-4(Fuca1-3)Glc. Analoga
davon kénnen fir Untersuchungen der Spezifizitdten von biologischen Wirkungen der natirlichen, von Sau-
gern gewonnenen a1-3/4-fucosylierten Sequenzen verwendbar sein.

[0003] Der Schritt der Fucosylierung in der Biosynthese dieser Glykane wird durch die Familie der a1-3/4-Fu-
cosyltransferasen (Fuc-Ts) erzielt. Beim Menschen werden mindestens Fuc-Ts llI-VII und IX exprimiert (7-9)
und enzymatisch aktive Homologe sind bei anderen Tieren und Bakterien bekannt.

[0004] a1-3-Fucosyltransferase Ubertragen Fucose an die Position 3 von GIcNAc- oder Glc-Resten in
Galp1-4GIcNAc (LacNAc), GalNAcB1-4GIcNAc (LacdiNAc) bzw. GalB1-4Glc (Lactose), wodurch die bioaktiven
Epitope GalpB1-4(Fuca1-3)G1cNAc (Lewis x, Lex), GalNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAc (LexNAc) bzw.
Galp1-4(Fuca1-3)Glc synthetisiert werden. Von allen menschlichen Fuc-Ts ist bekannt, dass sie Akzeptoren
des GalB1-4GIcNAc-Typs verwenden (7, 9). GalNAcB1-4G1cNAc dient auch als Akzeptor fir die Fuc-Ts aus
menschlicher Milch (10). Menschliche Fuc-Ts Il und V weisen auch a1-4-Fucosyltransferaseaktivitat auf, wo-
bei sie Akzeptoren verwenden, wie GalB1-3GIcNAc (Typ | N-Acetyl-lactosamin), um
Galp1-3(Fuca1-4)G1cNAc (Lewis a) zu synthetisieren. Mindestens die menschlichen Fuc-Ts Il und V und
(schwach VI) koénnen Lactose und verwandte Oligosaccharide zu Strukturen fucosylieren, die
Galp1-4(Fuca1-3)Glc-Sequenzen enthalten.

[0005] Die enzymatische a1-3-Fucosylierung von N-Acetyl-chitobiose ist beschrieben worden, siehe US
5,759,823, aber das Produkt wurde nicht charakterisiert. Die reduzierende N-Acetyl-chitobiose enthalt auch
das Epimer, bei dem ManNAc am reduzierenden Ende ist, und aus den Daten des US-Patents ist nicht be-
kannt, ob N-Acetyl-chitobiose oder ihr Epimer mit reduzierendem Ende fucosyliert wurde. Saccharide mit fuco-
syliertem GIcNAc am reduzierenden Ende werden nicht als verwendbar angesehen, da sie labil sind und sich
selbst in wassrigen Losungen bei nahezu neutralem pH-Wert zersetzen. Das fucosylierte GIcNAc am reduzie-
renden Ende ist sehr selten oder nicht existent bei von Sdugern gewonnenen, natirlichen Oligosacchariden,
moglicherweise wegen der Labilitat, die es auch in vivo fur biologische Wirkungen nutzlos machen kdnnte.

[0006] Die vorliegende Erfindung beschreibt auch Saccharidepitopanaloga der von Saugern gewonnenen, fu-
cosylierten Saccharidketten ebenso wie deren Synthese. Ein effektives Verfahren zur Synthese solcher Epito-
pe ist die Verwendung von a1-3-Fucosyltransferasen oder a1-3/4-Fucosyltransferasen zur Fucosylierung neu-
er Akzeptorsequenzen. Einige der Akzeptorsequenzen kénnen aus billigen natirlichen Polysacchariden, wie
Cellulose, Chitin, Chondroitin/Chondroitinsulfate oder Hyaluronsaure, synthetisiert werden, auch kénnen na-
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turliche Polysaccharide mit der Sequenz Glcf1-(3GlcB1-4Glcf1-),3Glc zur Synthese von Akzeptoren verwen-
det werden. B1-4GIcNAc-Transferase und UDP-GIcNAc kénnen zur Erzeugung von GIcNAcB1-4GIcNAcB1-,
das an Gal, GalNac oder Man gebunden ist, verwendet werden (11) und diese kénnen zur Herstellung anderer
Analoga verwendet werden. Von bestimmten Parasiten wird auch berichtet, dass sie N-Acetylchitooligosac-
charide enthalten, die als Akzeptoren fur die Fucosylierung verwendet werden kénnen (12).

[0007] Interessanterweise traten die hier beschriebenen neuen Fucosylierungen der N-Acetylchitooligosac-
charide (N-Acetyl-chitotriose und gréRRer) nicht am nicht reduzierenden subterminalen Rest (was eine terminale
Lewis x-artige Struktur mit einer menschlichen Glykanen ahnlichen Bindungsstruktur ergibt) und nicht am
GIcNAc des reduzierenden Endes auf wie bei pflanzlichen N-Glykanen.

[0008] U.S.Patent Nr. 5,922,577 offenbart die enzymatische Synthese glykosidischer Bindungen. U.S. Patent
Nr. 5,374,655 offenbart Verfahren zur Synthese von monofucosylierten Oligosacchariden, die in Di-N-acetyl-
lactosaminylstrukturen enden. Qian et al. (J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 2184-2185) offenbart die enzymati-
sche Fucosylierung des gehinderten tertidren Alkohols aus 3-C-Methyl-N-acetyllactosamin, was ein Analogon
des LexX-Trisaccharids ergibt. Nimtz et al. (Glycoconjugate Journal, 1998, 15, 873-883) offenbart die a1-3-
oder a1-4-Fucosylierung von Oligosacchariden des Typs | und Il mit sekretierten Formen rekombinanter
menschlicher Fucosyltransferasen Il und VI.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0009] In einem ersten Gesichtspunkt zielt die vorliegende Erfindung auf neue fucosylierte Oligosaccharide
und Verbindungen des Oligosaccharid-Typs ab, insbesondere N-Acetylchitooligosaccharide, die im Monosac-
charid an der subterminalen Position zum nicht reduzierenden Ende des Oligosaccharids a1-3-fucosyliert sind.
Die vorliegende Erfindung zielt auch auf ein Verfahren zur Herstellung solcher Verbindungen ab, das zu einer
sequenzspezifischen Fucosylierung durch Verwendung von a1-3-Fucosyltransferase- oder a1-3/4-Fucosyl-
transferaseenzym zur Glykosylierung des Oligosaccharidakzeptorsubstrats mit L-Fucose flhrt.

BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0010] In den Zeichnungen ist Fig. 1(A) eine HPAE-Chromatographie der neutralen Fuc-TV-Fucosylierungs-
produkte von N-Acetyl-chitotetraose. Das fucosylierte Produkt (Glykan 4, FGN,; fir die Strukturen der Glykane
3 bis 7 siehe Tabelle 1) eluierte bei 7,62 min und der mutmalliche Akzeptor bei 9,74 min im isokratischen
Durchlauf mit 40 mM NaOH. (B) zeigt die HPAE-chromatographische Reinigung von fucosylierter N-Acetyl-chi-
tohexaose (FGNg), die bei 7,09 min., mutmalliches N-Acetyl-chitohexaosesignal bei 9,04 min eluiert im isok-
ratischen Durchlauf mit 40 mM NaOH. Die Saccharide stammten aus der Reaktion mit Fuc-TV.

[0011] Eig. 2 zeigt MALDI-TOF-Massenspektren der wesentlichen Reaktionsgemische und gereinigten Pro-
duktsaccharide. F ist L-Fucose, GN ist N-Acetyl-D-glucosamin. (A) zeigt ein Gemisch aus FGN, und GN,, das
mit menschlichem Fuc-TV hergestellt wurde, (B) zeigt ein Gemisch aus FGN, und GNg, das mit Fuc-TV herge-
stellt wurde. (C) zeigt FGN,, das mit HPAE-Chromatographie gereinigt wurde. (D) zeigt die Reaktion von
exo-B-N-Acetylhexosaminidase und neuer endo-Chitinase (das Jackbohnenenzym, sanfte Bedingungen) mit
dem Gemisch von FGN; und GN;, das mit Fuc-TV hergestellt wurde. Das Hauptprodukt ist Gberraschender-
weise FGN;. (E) zeigt die sanfte Spaltung des gereinigten FGN, zu hauptsachlich FGN, durch das Jackboh-
nenpraparat. (F) zeigt die sanfte Behandlung des gereinigten FGN, durch das Jackbohnenpraparat, 91% des
Substrats verbleiben intakt.

[0012] Fig. 3 zeigt MS/MS-Spektren von reduzierter und permethylierter fucosylierter N-Acetylchitotriose 3(A)
und N-Acetyl-chitotetraose 4(B). Die Fragmentionennomenklatur von Domon und Costello wird zur Bezeich-
nung der erzeugten Fragmente verwendet.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0013] Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung fucosylierte Oligosaccharidverbindungen mit der For-
mel
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[0014] In Formel | hat A die Bedeutung H oder ist ein glykosidisch B1-3-gebundener D-Glucopyranosyl-Rest
(Glep1-3), hat R, die Bedeutung OH, hat R, die Bedeutung H und hat R, die Bedeutung OH oder ist Acylamido
-NH-Acyl (d. h. Monosaccharid 1 ist Glc oder GIlcNAcyl) oder hat R, die Bedeutung H, hat R, die Bedeutung
OH und ist R, Acetamido -NHCOCH, (d. h. Monosaccharid 1 ist GalNAc), hat B die Bedeutung H oder ist ein
a-L-Fucosyl oder ein a-L-Fucosyl-Analogon und hat R, die Bedeutung OH oder ist Acetamido -NHCOCH, (d.
h. Monosaccharid 2 ist optional fucosyliertes Glc oder GIcNAc), wobei die gekrimmte Linie zwischen den Sac-
charid-Einheiten anzeigt, dass das Monosaccharid 1 an das Monosaccharid 2 31-4-gebunden ist, wenn B an
die Position 3 des Monosaccharids 2 gebunden ist, und das Monosaccharid 1 an das Monosaccharid 2
31-3-gebunden ist, wenn B an die Position 4 des Monosaccharids 2 gebunden ist, das Monosaccharid 1 nur
dann GalNAc ist, wenn das Monosaccharid 2 Glc ist, n gleich 1 bis 100 ist, mit der MalRgabe, dass immer min-
destens ein a-Fucosyl oder eine a-Fucosyl-Analogongruppe in dem Molekil vorhanden ist, und
i) p und k gleich 0 sind und m gleich 1 ist, wobei in diesem Fall X die Bedeutung H hat Aglykon-Rest oder
ein oder ein Monosaccharid, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Glc, GIcNAc, Gal oder GalNAc,
optional in reduzierter Form, ist oder ein Oligosaccharid ist, das eine oder mehrere der erwahnten Mono-
saccharideinheiten enthalt, wobei das Monosaccharid 2 mit dem Saccharid X 81-2-, $1-3-, B1-4- oder f1-6
gebunden ist, mit der Mallgabe, dass X nicht H ist, wenn beide Monosaccharide 1 und 2 GIcNAc sind, B
die Bedeutung L-Fucosyl hat und n gleich 1 ist, oder
ii) p gleich 1 ist, k gleich 0 oder 1 ist und 1 < m < 1000, wobei in diesem Fall X eine gerade Bindung oder
ein Mono- oder Oligosacchaitd wie unter i) definiert ist, Y ein Spacer oder eine Bindungsgruppe ist, die in
der Lage ist, das Saccharid 2 oder X an Z zu binden, und Z ein mono- oder polyvalentes Tragermolekdl ist.

[0015] In der vorstehenden Formel, ebenso wie nachstehend, bedeutet Glc einen D-Glucoserest und Gal be-
deutet einen D-Galactoserest. Fuc oder F bedeutet einen L-Fucoserest. GIcNAc oder GN bedeutete einen
N-Acetyl-D-glucosaminrest. Die Monosaccharide liegen in der Pyranoseform vor, wenn sie glykosidisch gebun-
den sind.

[0016] B als ein Analogon zum L-Fucosylrest ist vorzugsweise eine Verbindung, die eine Hydroxymethylgrup-
pe an Stelle der Methylgruppe in der 6-Position von Fucosyl aufweist, das heil3t L-Galactosyl, oder ein Deso-
xyderivat von L-Fucosyl oder ein Analogon, bei dem ein Di- bis Tetrasaccharide an C6 gebunden ist. Am starks-
ten bevorzugt jedoch ist B H oder L-Fucosyl.

[0017] R, als eine Acylamidogruppe ist vorzugsweise ein Alkanoylamidorest mit 2 bis 24 Kohlenstoffatomen
und 0 bis 3 Doppelbindungen zwischen Kohlenstoffatomen in einer geraden Kette. Vorzugsweise ist R, Acet-
amido -NH-COCH, oder eine Alkanoylamidogruppe mit 8 bis 24 Kohlenstoffatomen und 1 bis 3 Doppelbindun-
gen. m ist vorzugsweise 1 bis 100 und am starksten bevorzugt 1 bis 10 und n ist vorzugsweise 1 bis 10.

[0018] Ein Oligosaccharid mit der Bedeutung von X enthalt vorzugsweise 2 bis 10 Monosaccharideinheiten,
wobei die Monosaccharideinheiten vorzugsweise glykosidisch p1-4- oder [B1-3-gebundene Glc- oder
GIcNAc-Reste sind.

[0019] Eine Aglykongruppe ist vorzugsweise eine Kohlenwasserstoffgruppe, wie ein C,_,,-Alkyloder C,_,-Al-
kenylrest, ein C,_,,-Cycloalkyl- oder Cycloalkenylrest, ein Aryl- oder Aralkylrest, der bis zu 10 Kohlenstoffatome
im aromatischen Ring enthalt, wobei Alkyl die vorstehend angegebene Bedeutung hat, beispielsweise eine
Phenylgruppe oder Benzylgruppe, oder ein heterocyclischer Rest, das heift ein Cycloalkyl- oder eine Arylrest,
wie definiert, die ein oder mehrere Heteroatome O, S oder N in dem/den Ringen) enthalt.

[0020] Eine bevorzugte Aglykongruppe ist eine niedere Alkyl- oder Alkenylgruppe mit 1 bis 7 bzw. 2 bis 7 Koh-

lenstoffatomen oder eine Phenyl- oder Benzylgruppe. Eine bevorzugte heterocyclische Aglykongruppe ist
4-Methylumbelliferyl.

4/24



DE 600 13 161 T2 2005.12.29

[0021] Die Spacergruppe Y, falls vorhanden, kann jede Gruppe sein, die die Gruppe X oder das Saccharid 2
an das Tragermolekil Z binden kann, und solche Gruppen und Verfahren des Bindens sind im Fachgebiet be-
kannt und auch im Handel erhaltlich. Beispielsweise kann, wenn X ein Saccharid ist, eine Bindung zwischen
Xund Y erzeugt werden, indem ein Aldehyd oder eine Carbonsaure mit X an dessen C, umgesetzt wird oder
indem eine beliebige Aldehyd- oder Carbonsauregruppe in X mittels Oxidation eingefihrt wird, wodurch eine
geeignete Bindung erzeugt wird, wie -NH-, -N(R)-, wobei R eine Alkylgruppe ist, oder ein Hydroxyalkylamin,
ein Amid, ein Ester, ein Thioester oder Thioamid. Eine geeignete Bindung ist auch -O- oder -5-, siehe z. B.
Stowell et al., Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, 37 (1980), 225-.

[0022] Somit stellt die vorliegende Erfindung fucosylierte Oligosaccharidverbindungen als solche oder kova-
lent an ein Tragermolekil gebunden bereit. Das Tragermolekil kann mono- oder polyvalent sein und wird vor-
zugsweise aus Polymeren, wie Polyacrylamide, Polyolen, Polysacchariden, wie Agarose, Biomolekulen, ein-
schlieRlich Peptiden und Proteinen, Rinder- oder menschlichem Serumalbumin, die tblicherweise verwendete
Trager beispielsweise in Immunoassays sind, ausgewahit.

[0023] Eine bevorzugte Gruppe von Verbindungen mit der Formel | umfasst die folgende

— —

R, OH OH
f 2 1A
HO 9] O\X —Y—[ [—Z]
3
Monosaccharid- B Monosacéharid- P

rest 1 rest 2

—m

wobei die Symbole die vorstehend in Verbindung mit der Formel | angegebene Bedeutung haben. In der vor-
stehenden Formel sind die Monosaccharide 1 und 2 vorzugsweise unabhangig voneinander Glc und GIcNAc,
ist B L-Fucosyl und ist X Glc oder GIcNAc oder ein 31-3- oder 31-4-gebundenes Oligomer, das bis zu 10 Ein-
heiten Glc und/oder GIcNAc umfasst. Wenn p und k = 0 und m = 1 ist, haben die Verbindungen die Formel

Ry OH OH
Ry k IB
HO 0 O—x
R4
Monosaccharid- B Monosaccharid-

test 1 rest 1

wobei die Symbole dieselben Bedeutungen haben, wie vorstehend in der Formel IA angegeben, oder X auch
H sein kann, vorausgesetzt die Monosaccharide 1 und 2 sind beide Glc.

[0024] Die Verbindungen der Formel IA und IB sind also Oligosaccharide, die am subterminalen oder vorletz-
ten Monosaccharid des nicht reduzierenden Endes fucosyliert sind. GemaR der Erfindung wurde gefunden,
dass diese spezifische Fucosylierung zu hochgradig stabilen Oligosacchariden, insbesondere N-Acetyl-chitoo-
ligosacchariden, fiihrt. GemaR einer weiteren, bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung haben die Saccha-
ride die Formel

Glc/GIcNAcB 1-4(Fucp 1-3)Glc/GleNAc(B1-4Glc/GIcNAc),,

[0025] In der vorstehenden Formel ist n' eine ganze Zahl von 1 bis 8, vorzugsweise 1 bis 6. Geman einer wei-
teren Ausfuhrungsform der Erfindung haben die Saccharide die Formel

GlIcNAcylIB1-4(Fuca1-3)GIcNAc(B1-4GIcNAC),.

wobei n' die vorstehende Bedeutung hat und Acyl eine Alkanoylgruppe ist, die vorzugsweise 8 bis 24 Kohlen-
stoffatome und 1 bis 3 Doppelbindungen enthalt. Vorzugsweise ist 1 < n' < 6, starker bevorzugt 2 < n' < 4.

[0026] GemalR der Erfindung werden die Verbindungen der Formel | durch Fucosylieren einer Verbindung der
Formel |, wobei B immer H ist, mit einem Donator-Nucleotidzucker, der L-Fucose oder ein Analogon davon ent-
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halt, in Gegenwart eines Fucosyltransferaseenzyms und optionales Riickgewinnen des so hergestellten fuco-
sylierten Saccharids hergestellt. Diese Reaktion kann am Ausgangsoligosaccharid vor dem optionalen Binden
des Oligosaccharids an das Tragermolekul Y durchgeflihrt werden. In einer anderen Ausfiihrungsform ist es
auch mdglich, ein an den Trager gebundenes Oligosaccharid zu fucosylieren. Diese Reaktion wird im Wesent-
lichen in der gleichen Weise wie mit nicht gebundenen Oligosacchariden durchgefiihrt. Beispielsweise kann
ein N-Acetyl-chitooligosaccharid, wie eine N-Acetylchitotriose, tUber einen Spacer an Rinderserumalbumin
BSA gebunden werden oder es kann auf bekannte Weise reduktiv an BSA aminiert werden, wobei der redu-
zierte Rest den Spacer bildet. Bei der Fucosylierung werden vorzugsweise ein Uberschuss an GDP-Fuc und
eine geringere Konzentration an Akzeptorstellen (0,1 bis 1 mM) verwendet. Wenn BSA der Trager ist, enthalt
der Reaktionspuffer kein nicht glykosyliertes BSA. Die Produkte kénnen mit Verfahren der Proteinchemie ge-
reinigt werden und der Grad der Fucosylierung kann mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie tberprift wer-
den, wie nachstehend ausfiihrlicher beschrieben. Die Fucosylierung kann wiederholt werden, falls die Umset-
zung unvollstandig ist.

[0027] Oligosaccharide mit einer Aglykongruppe als X kénnen im Wesentlichen wie beschrieben fucosyliert
werden, vorzugsweise unter Verwendung geringerer Akzeptorkonzentrationen (0,1 bis 1 mM). Die Produkte
kdnnen unter Verwendung chromatographischer Verfahren, einschlieBlich Gelfiltration, und mit partieller Spal-
tung mit N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen gereinigt werden. Als ein Beispiel erhalt man

GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1benzyl aus GIcNAcB1-4GIcNAcB1-benzyl,
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-O-methyl aus GIcNAcB1-4GIcNAcB1-O-methyl und
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB 1-4GIcNAcB1-O-4-methylumbelliferyl aus

GIcNACcB1-4GIcNACcB1-4GIcNAcB1-O-4-methylumbelliferyl.

[0028] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Fucosyltransferase menschliche
a1-3-Fucosyltransferase oder menschliche a1-3/4-Fucosyltransferase, insbesondere eine der menschlichen
Fucosyltransferasen IlI-VII, IX oder a1-3/4-Fucosyltransferase aus menschlicher Milch. Gemalf einer weiteren
bevorzugten Ausfiihrungsform liegt die L-Fucose in Form von GDP-L-Fucose vor.

[0029] Gemal einer Ausflihrungsform zur Herstellung der vorstehend beschriebenen bevorzugten Verbin-
dungen enthalt das Ausgangsoligosaccharid 3 bis 10, insbesondere 3 bis 8 $1-4-Saccharideinheiten. Diese
Einheiten sind vorzugsweise N-Acetyl-D-glucosaminreste GIcNAc, also sind die entsprechenden Ausgangs-
materialien N-Acetyl-chitooligomere der Formel (GIcNAcB1-4), o5 GemaR einer zweiten bevorzugten Ausfih-
rungsform enthalten die Oligosaccharide 2 bis 10, insbesondere 2 bis 6 31-4-D-Glucoseeinheiten Glc, also
sind die entsprechenden Ausgangsmaterialien Cellooligomere der Formel (GIc1-4), o,

[0030] Gemal der Erfindung ist es auch mdéglich, einen weiteren Reaktionsschritt einzuschlieRen, bei dem
das erhaltene Produkt mit einer 3-N-Acetyl-hexosaminidase unter ausreichend harten Bedingungen und in ei-
ner ausreichenden Menge umgesetzt wird, so dass das nicht reduzierende terminale Monosaccharid frei ge-
setzt wird. Es ist auch mdglich, das erhaltene Produkt mit einer B-N-Acetyl-hexosaminidase unter weniger har-
ten Bedingungen umzusetzen, um ein Monosaccharid von seinem reduzierenden Ende frei zu setzen. Auf die-
se Weise wird ein Produkt erhalten, das eine Saccharideinheit weniger enthalt als das primare Oligosaccha-
ridprodukt. Diese letztere Reaktion kann auch so gesteuert werden, dass das Enzym in erster Linie das ver-
bliebene nicht fucosylierte Substrat zersetzt. Dieses Verfahren stellt also eine bequeme Art zur Reinigung des
Reaktionsgemischs nach dem Fucosylierungsschritt bereit.

[0031] Auf Grund der Fucoseeinheit sind die neuen Oligosaccharide stabile Verbindungen und als solche bei
einer Vielzahl von Anwendungen verwendbar. Als solche kdnnen sie beispielsweise als Substrate zum Testen,
Identifizieren und Unterscheiden von Enzymen, wie Chitinasen, verwendet werden und, wenn sie an einen Tra-
ger gebunden sind, finden sie Anwendung bei Immunoassays und Affinitdtschromatographie. Sie kénnen auch
Anwendung in der Agrobiologie als stabile Pflanzenschutzmittel, als Aktivatoren des Verteidigungsmechanis-
mus und der Wachstumsregulatoren der Pflanzenzelle finden, ahnlich wie bei N-Acetyl-chitooligosaccharide
und ihren Acylderivaten (13) beschrieben. Bei dieser Verwendung schitzt das Einbringen der Fucosegruppe
in das Oligosaccharid das Oligosaccharid in der Praxis vor dem enzymatischen Abbau.

[0032] Die a1-3/4-fucosylierten Analoga tierischer Oligosaccharide sind flir Untersuchungen der biologischen
Wechselwirkungen, die ihre natirlichen Ebenbilder betreffen, verwendbar. Von den natirlichen a1-3/4-fucosy-
lierten Oligosacchariden ist bekannt, dass sie Liganden oder Gegenrezeptoren von Lektinen sind, die Zellhaf-
tung und andere interzellulare Wechselwirkungen vermitteln. Diese Saccharide sind auch wichtige Antigene-
pitope, die von Antikrebs- oder Allergie betreffenden Antikérpern erkannt werden. Einige dieser Wechselwir-
kungen sind von besonderem medizinischen Interesse, wie die Haftung von Leukozyten an Blutgefalien, die
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durch Bindung der Selektinproteine an ihre a1-3/4-fucosylierten Gegenrezeptoroligosaccharide, die an Prote-
ine oder Lipide gebunden sind, vermittelt wird. Die Analoga zu den freien Oligosacchariden kénnen in in vitro
oder in vivo-Assays getestet werden, um deren Fahigkeiten zur Verhinderung der Bindung zwischen den Lek-
tinen und ihren Gegenrezeptoren herauszufinden, oder in einer anderen Ausfiihrungsform kann die direkte
Bindung der Oligosaccharide an die Lektine beispielsweise mittels Affinitadtschromatographie gemessen wer-
den. Die Daten, die mit den Analoga im Vergleich zu freien Saccharidepitopen erhalten wurden, die identisch
mit den natlrlichen Gegenrezeptoroligosacchariden sind, enthiillen einen Teil der Spezifizitdt der Wechselwir-
kung. Sie zeigen, welche Modifikationen im Molekul verwendbar sind und welche nicht toleriert werden, wenn
bessere medizinische Leitverbindungen fiir Antagonisten der Wechselwirkung entworfen werden. Bei der Su-
che nach besseren medizinischen Derivaten der Oligosaccharide kann das reduzierende Ende der Oligosac-
charidkette mit zahlreichen Nicht-Kohlenhydrat-Strukturen, Aglykonen, modifiziert werden. Freie Oligosaccha-
ride kdnnen auch als Gemische bekannter Zusammensetzung (so genannte Bibliotheken) bei Testen auf bio-
lologische Aktivititaten verwendbar sein. Gemische von Fucosyl-Positionsisomeren werden leicht dadurch er-
halten, dass das Oligosaccharid mit mehrfachen Akzeptorstellen mit weniger GDP-Fuc als die Menge an Ak-
zeptorstellen inkubiert wird, oder indem der Umsetzungsgrad mittels MALDI-TOF-Analyse des Reaktionsge-
mischs verfolgt und die Reaktionsdauer begrenzt wird (14).

[0033] Multi- oder polyvalente Konjugate der Oligosaccharide kdnnen auch aktivere Antagonisten der biolo-
gischen Wechselwirkungen sein, wenn sie vom nattrlichen und nicht antigenen Typ sind. Antigene polyvalente
Konjugate, wie Oligosaccharide, die an Rinderserumalbumin oder an Schlissellochschnecken-Hamocyanin
gekuppelt sind, kdnnen verwendet werden, um Antikdrper gegen die Saccharidepitope zu zlichten. Polyvalente
Konjugate, die an feste Trager, wie Affinitdtschromatographiemedien aus Agarose oder Kunststoffmikrotiter-
platten, konjugiert sind auch zum Testen und zur Reinigung von Lektinen und anderen Proteinen, die die Sac-
charide binden, verwendbar. Fucosylierte N-Acetyl-chitooligosaccharidepitope
-ManB1-4GIcNAc(Fucaa1-3)GIcNAcB1-Asn aus Pflanzen- und Insektenproteinen (15) sind potente und reak-
tive menschliche Kreuzallergene und GIcNAc(Fuca1-3)GIcNAcB1-Konjugate kénnen zum Testen der Allergie-
antikorper, die auf das Epitop ansprechen, verwendbar sein.

[0034] Von den Selektinproteinen, die die vaskulare Haftung der Leukozyten vermitteln, ist bekannt, dass sie
Sialyl-Lewis x [sLex, NeuNAca2-3GalB1-4(Fuca1-3)GIcNAc], insbesondere in sLex-B1-3LexB1- (16), und Sia-
lyl-Lewis a [NeuNAca2-3GalB1-3(Fuca1-4)GIcNAc]-Oligosaccharide (17) und in einigen Berichten auch Lewis
X [Lex, Galp1-4(Fuca1-3)GIcNAc] (18) oder VIM-2-Epitope
[NeuNAca2-3GalB1-4GIcNAcB1-3Galp1-4(Fuca1-3)GIcNAc] (19) binden. Vom GalNAc-Analogon von Lewis Xx,
GalNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAc, wurde berichtet, dass es ein besserer Selektinligand als Sialyl-Lewis x (20, 21)
ist.

[0035] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung veranschaulichen.

[0036] Die erfindungsgemafien Produkte wurden durch Abbau, Massenspektrometrie und NMR-Experimente
charakterisiert. Die letzteren legen nahe, dass das Monosaccharid am nicht reduzierend Ende und die Fucose
in Lésung in einer Konformation gestapelt sind, die an diejenige erinnert, die in Lex- und LexNAc-Determinan-
ten dominiert. Dies schiuitzt die fucosylierten Oligosaccharide betrachtlich.

[0037] In den Beispielen werden die folgenden Abkiirzungen verwendet:

DQFCOSY, Doppelquanten gefilterte Korrelationsspektroskopie (double quantum filtered correlation spectros-
copy); ESI-CID, Elektrosprayionisation, kollisionsinduzierter Zerfall; Fuc & F, L-Fucose; Fuc-Ts llI-VIIl und IX,
menschliche a1-3-Fucosyltransferasen/a1-3/4-Fucosyltransferasen 11I-VIl und IX; Fuc-Thm, a1-3/a1-3/4-Fu-
cosyltransferasen aus menschlicher Milch; Gal, D-Galactose; GalNAc, D-N-Acetylgalacosamin; GIcNAc & GN,
D-N-Acetylglucosamin; HPAEC-PAD, Anionaustauschchromatographie bei hohem pH-Wert — gepulste am-
perometrische Detektion; LacNAc, Galf1-4GIcNAc; LacdiNAc, GalNAcB1-4GIcNAc; MALDI-TOF MS, Matrix
unterstiitzte Laserdesorption/-ionisation, Flugzeitmassenspektrometrie; m/z, Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis;
MOPS, 3-[N-Morpholino]propansulfonsaure; ROESY, Kern-Overhauser-Effekt-Spektroskopie im rotierenden
Bezugssystem; ROE, Kern-Overhauser-Effekt im rotierenden Bezugssystem; TOCSY, gesamtkorrelierte
Spektroskopie

[0038] In den Beispielen stammte N-Acetyl-chitotriose, N-Acetyl-chitotetraose und N-Acetylchitohexaose von
Seikagaku (Tokyo, Japan). Cellobiose stammte von Thomas Kerfoot and Co., Ltd., und B-N-Acetylhexosami-
nidase aus Jackbohnen stammte Sigma (St. Louis, MO, USA). GDP-Fucose (in den Experimenten mit mensch-
licher Milch verwendet) wurde freundlicherweise von Prof. B. Ernst (Universitat Basel, Schweiz) zur Verfigung
gestellt. Menschliche Fucosyltransferasen V und VI, rekombinante Proteine, die in Spodoptera frugiperda ex-
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primiert wurden, und GDP-Fucose stammten von Calbiochem (La Jolla, CA, USA). GDP-[U-"*C]-Fucose
stammte von Amersham International (Buckinghamshire, England). Die HPLC-Saule Superdex Peptide HR
10/30 stammte von Pharmacia (Uppsala, Schweden). Dowex AG 1-X8 (AcO~, 200-400 mesh) und Dowex AG
50W-X8 (H+, 200-400 mesh) und Biogel P-2 stammten von Bio-Rad (Richmond, CA). D,O stammte von Cam-
bridge Isotope Laboratories (Woburn, MA). Teilgereinigte Fucosyltransferasen aus menschlicher Milch wurden,
wie in (22) beschrieben, hergestellt und getestet, wie in (23) beschrieben, 1 mU entspricht der Ubertragung
von 1 nmol Fucose auf 190 mM Lactose/Minute bei 37°C, pH-Wert 7,5.

Reaktionen mit Fucosyltransferase.

[0039] Die Fucosylierung von N-Acetyl-chitooligosacchariden mit Fucosyltransferasen aus menschlicher
Milch (EC 2.4.1.152 und EC 2.4.1.65) wurde im Wesentlichen wie in (24) beschrieben durchgefiihrt, aber mit
2 * 360 pU Enzym (wobei die Halfte des Enzyms nach 2 Tagen zugegeben wurde)/100 ul Reaktionsgemisch
und die Akzeptorkonzentrationen betrugen 5 mM und durch vier Tage Inkubieren bei 37°C. Reaktionen mit Fu-
cosyltransferase V (Fuc-TV, EC 2.4.1.152, rekombinant, Calbiochem) wurden unter dhnlichen Bedingungen
durchgefiihrt, aber mit 12,5 mU Enzym/100 pl, und die Reaktionsgemische wurden funf Tage bei Zimmertem-
peratur inkubiert. Im Vergleich zu der erwarteten Menge an Produkten wurden groRe Uberschiisse an
GDP-Fuc verwendet. Reaktionen mit Fucosyltransferase VI (EC 2.4.1.152, rekombinant, Calbiochem) wurden
unter denselben Reaktionsbedingungen wie bei Fuc-TV durchgefihrt, mit der Ausnahme von 2 mM Akzeptor-
und 4 mM GDP-Fucose-Konzentration und 10 mU Enzym/100 pl und 3 Tage Inkubation bei 37°C. Die Reakti-
onen wurden durch 3 Minuten Kochen terminiert, die Reaktionsgemische wurden bis zur Analyse gefroren ge-
lagert.

Reaktionen mit B-N-Acetylhexosaminidase

[0040] Die Reaktionen, die durch B-N-Acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.30) aus Jackbohnen unter sanften
Bedingungen katalysiert werden, wurden durchgefiihrt, wie in (25) beschrieben, wobei 0,3 mU Enzym/nmol
freisetzbares GIcNAc verwendet wurden oder in Endochitinasereaktionen mit Fuc,GN, s wurden 6 nmol Sac-
charide 11 h mit 38 mU Enzym inkubiert.

[0041] Reaktionen, die unter erschopfenden Bedingungen durchgeflihrt wurden, enthielten 300 mU -N-Ace-
tylhexosaminidase in 4,8 pl 2,5 M (NH,),SO,, 2 nmol fucosyliertes N-Acetyl-chitooligosaccharide und 40,2 pl
50 mM Natriumcitrat, pH-Wert 4,0. Die Reaktionen wurden bei 37°C inkubiert, 300 mU frisches Enzym in 2,5
M (NH,),SO, wurde an den Tagen 2, 3, 5 und 7 zugegeben und die Reaktionen wurden am Tag 8 gestoppt,
indem 1 vol eiskaltes Ethanol und 8 Volumina eiskaltes Wasser zugegeben wurden.

Reduktion der Oligosaccharide

[0042] Die Oligosaccharide wurden mit NaBH, im Wesentlichen, wie in (26) beschrieben, reduziert. Die Aldi-
tole wurden durch Gelfiltration gereinigt und die Vollstandigkeit der Reaktionen wurde durch MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie verifiziert.

Chromatographische Verfahren

[0043] Die Proben aus den enzymatischen Reaktionen wurden entsalzt, indem sie in Wasser durch 1,5 ml
Dowex AG-50 (H+, 200400 mesh) und 1,5 ml of Dowex AG-1 (AcO~, 200400 mesh) geleitet und dann durch
Gelfiltrations-HPLC in einer Saule aus Superdex Peptide HR 10/30 mit ultrareinem Wasser oder 50 mM
NH,HCQO, als Eluent bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min gereinigt wurden. Die Gelfiltration in einer Bi-
ogel P-2-Saule (1 x 142 cm) wurde mit ultrareinem Wasser durchgefiihrt, die UV-Absorption bei 214 nm wurde
Uberwacht. Anionaustauschchromatographie bei hohem pH-Wert mit gepulster amperometrischer Detektion
(HPAEC-PAD) wurde an einer (4 x 250 mm) Dionex CarboPac PA-1-Saule (Dionex, CA) durchgefihrt, die Pro-
ben wurden isokratisch mit 40 oder 60 mM NaOH laufen gelassen.

Massenspektrometrie

[0044] Matrix unterstltzte Laserdesorptions/-ionisations-Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-TOF MS)
wurde im verzogerten Extraktionsmodus fir positive lonen mit einem BIFLEX™ Massenspektrometer (Bro-
ker-Franzen Analytik, Bremen, Deutschland) durchgefiihrt, wobei 2,5-Dihydroxybenzoesaure als die Matrix
verwendet wurde. Die Matrixpeaks im niederen Massenbereich wurden ,unterdriickt", indem untblich hohe
Probenkonzentrationen (100 pmol/ul) verwendet wurden.
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[0045] Elektrospray-Massenspektren (ESI-MS) wurden unter Verwendung eines API365 Dreifachquadru-
pol-Massenspektrometers (Perkin-Elmer instruments, Thornhill, Ontario, Kanada) aufgezeichnet. Die Proben
wurden in 50% wassrigem Methanol, das 0,5 mM Natriumhydroxid enthielt, gelést und in das Massenspektro-
meter mit einer Nanoelektrosprayionenquelle (Protana A/S, Odense, Danemark) mit einer FlieRgeschwindig-
keit von etwa 30 nl/min injiziert. MS/MS-Spektren wurden erhalten, indem die gewahlten Vorlauferinnen mit
Stickstoffkollisionsgas bei Beschleunigungsspannungen von 35 V (doppelt geladene Vorlaufer) oder 55 V (ein-
fach geladene Vorlaufer) zur Kollision gebracht wurden.

NMR-Spektroskopie

[0046] Vor den NMR-Experimenten wurden die Saccharide zweimal aus D,O lyophilisiert und dann in 300 pL
D,0 (99,996 Atom%, Cambridge Isotope Laboratories, Woburn, MA, USA) geltst. Die NMR-Experimente wur-
den an einem Spektrometer Varian Unity 500 bei 23°C unter Verwendung von Shigemi-Réhrchen (Shigemi
Co., Tokyo, Japan) durchgeflhrt. Bei der Aufzeichnung der 1D-Protonenspektren wurde eine Modifikation der
WEFT-Pulsfolge (27) verwendet. Bei den DQFCOSY- (28) und TOCSY- (29) Experimenten (32 Scans pro
t,-Wert) wurden Arrays von 2k*256 und 4k*256 Punkten aufgezeichnet und mit Nullen auf 2k*512 bzw. 4k*512
Punkte aufgeflillt. Eine um 90° verschobene Sinusglockengewichtungsfunktion wurde in beiden Dimensionen
angewandt. Bei TOCSY wurde eine Spin-Lock-Dauer von 100 ms (MLEV-17) verwendet. Um die Uberlappung
innerhalb von Spinsystemen aufzulésen, wurden 1 D selektive TOCSY- (30) Spektren bei Mischzeiten, die von
10 ms bis 140 ms variierten, und einem selektiven Gausspuls aufgezeichnet. Bei der Aufzeichnung des ROE-
SY-Spektrums (31, 32) wurde der Transmitter auf3erhalb des Signalbereichs bei 5,750 ppm angeordnet und
ein Continuous-Wave-Spin-Lock mit einer Spin-Lock-Dauer von 300 ms wurde eingesetzt. Ein Array von
2k*256 wurde aufgezeichnet und mit Nullen auf 2k*512 Punkte aufgefiillt. Eine um 90° verschobene Sinusglo-
ckengewichtungsfunktion wurde in beiden Dimensionen angewandt. Aulerdem wurden die Daten aus der
t,-Zeitdomane mittels FBLP (forward-backward linear prediction) verdoppelt.

[0047] Fur das DEPT(135)- (33) Spektrum wurden 92.000 Punkte mit einer spektralen Breite von 18.000 Hz
aufgezeichnet. Fur das HSQC (34) und 2D HSQC-TOCSY (35) (48 bzw. 56 Scans pro t,-Wert) wurden Arrays
von 2k*128 und 2k*256 Punkten aufgezeichnet und mit Nullen auf 2k*256 bzw. 2k*512 Punkte aufgefillt und
eine verschobene Sinusglockenfunktion wurde verwendet. Beim 2D HSQC-TOCSY wurde eine Mischdauer
von 120 ms eingesetzt. Die chemischen Verschiebungen im 'H und *C wurden auf internes Aceton, 2,225 bzw.
31,55 ppm, referenziert.

BEISPIEL 1
[0048] Durch menschliches Fuc-TV katalysierte Reaktion von N-Acetyl-chitotriose und GDP-Fucose

[0049] Das Oligosaccharidgemisch, das durch 5 Tage Inkubation von N-Acetyt-chitotriose (1000 nmol, 5 mM)
mit GDP-Fuc (1000 nmol, 5 mM) und 25 mU Fuc-TV bei Zimmertemperatur erzeugt wurde, wurde entsalzt und
durch Gelfiltrations-HPLC isoliert. MALDI-TOF-MS enthilllite, dass das Gemisch 32 mol% fucosylierte N-Ace-
tyl-chitotriose und 68% N-Acetylchitotriose enthielt. Mit diesem Gemisch wurde die ,sanfte Behandlung" mit
B-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen durchgefiihrt, was das meiste des Uberschissigen N-Acetyl-chi-
totriose-Substrats spaltete, aber lediglich eine kleine Menge des fucosylierten N-Acetyl-chitotriose-Produkts.
Eine reprasentative Probe aller Oligosaccharide wurde aus einem 5% Aliquot des Digestats unter Verwendung
von Gelfiltrations-HPLC isoliert. MALDI-TOF-MS-Analyse zeigte, dass es aus fucosylierter N-Acetyl-chitotriose
67 mol%, N-Acetyl-chitotriose 7%, FuclGIcNAc, 12% und N-Acetyl-chitobiose 13% bestand.

[0050] Die monofucosylierte N-Acetyl-chitotriose wurde vom Rest des B-N-Acetylhexosaminidasedigestats
durch Geffiltrations-HPLC gereinigt. MALDI-TOF-MS-Analyse des gereinigten Fuc,GIcNAc,, Glykan 3, enthill-
te das Vorhandensein einer lediglich 5%igen Verunreinigung durch N-Acetyl-chitotriose. Die Gesamtausbeute
an gereinigtem Glykan 3 betrug 191 nmol(19%).

[0051] Massenspektrometrische Charakterisierung von durch Fuc-TV erzeugtem Glykan 3 Ein Aliquot der
monofucosylierten N-Acetyl-chitotriose wurde reduziert und permethyliert und daran wurde ESI-MS durchge-
fuhrt. Das doppelt geladene [M+2Na]**-lon (m/z 508,8) wurde zuerst fir MS/MS (Fig. 3A) ausgewahlt. Die er-
haltenen Fragmente konnten alle einem Tetrasaccharid, das die Fucoseeinheit an der mittleren GIcNAc-Einheit
tragt, d. h. GIcNAcB1-(Fuca1-)GIcNAcB1-GIcNAco1, zugeordnet werden. Der Verlust einer terminalen, nicht
substituierten GIcNAc-Einheit ist aus den B,-lonen bei m/z 282,2 (mit Natrium) und m/z 260,0 (protoniert) er-
sichtlich. Der Verlust von Methanol aus den m/z 260,0 lon erklart die m/z 228,2 und m/z 196,2 lonen. Die Y -lo-
nen bei m/z 316,2 und m/z 338,2 (die ein bzw. zwei Natrium tragen) zeigen, dass das GlcNAc-Alditol lediglich
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einen Monosaccharidsubstituenten trug. Weiterhin kann das Y, /B,-lon bei m/z 442,4 nur durch Verlust von ter-
minalem, unsubstituiertem GIcNAc und dem reduzierten GlcNAc-Rest auftreten. Selbst bei noch naherer
Durchsicht wurden keine Fragmente beobachtet, die flr ein fucosyliertes reduzierendes Ende (d. h.
Fuca1-GIcNAco1, m/z 490,4) oder ein fucosyliertes nicht reduzierendes Ende GIcNAc (terminales
Fuca1-GIcNAc, m/z 456,2) stehen. Der Ursprung des ziemlich intensiven Fragments bei m/z 455,2 ist etwas
komplex. Seine Natur wurde dadurch enthuillt, dass die B,, Y,, und Y,; -H,O Fragmente bei hoher Auslassoff-
nungsspannung erzeugt wurden und MS/MS/MS-Daten mit diesen Skimmerfragmenten (nicht gezeigt) aufge-
zeichnet wurden. Nur die Y-lonen erzeugten das m/z 455 lon, also muss es das reduzierende Ende enthalten.
Wir nehmen an, dass dies ein ®*X,-lon ist, das durch Kreuzringspaltung des vorletzten GIcNAc-Rings entsteht.

NMR-Spektroskopie von durch Fuc-TV erzeugtem Glykan 3

[0052] Die Daten aus dem 1D '"H-NMR-Spektrum von durch Fuc-TV erzeugtem Glykan 3 sind in Tabelle 2 an-
gegeben. Tabelle 1 zeigt die in Tabelle 2 verwendete Nummerierung der Reste. Die H1-, H5- und H6-Signale
von Fucose in Glykan 3 ahneln ihren Gegensticken in GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAc-Glykanen (36) und in
Glykan 4, die mit 2D NMR (Tabelle 2) analysiert wurden, unterscheiden sich aber von denen in
-GIcNAcB1-4(Fuca1-6)GIcNAc-Sacchariden (37). Zusammengefasst bestatigen die NMR-Daten, dass es sich
bei der durch Fuc-TV  erzeugten, fucosylierten  N-Acetyl-chitotriose, Glykan 3, um
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAc handelt.

Die durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch katalysierte Reaktion von N-Acetyl-chitotriose und GDP-Fucose

[0053] Die viertagige Inkubation von N-Acetyl-chitotriose (1000 nmol, 5 mM) mit GDP-Fucose (600 nmol, 3
mM) und 1,4 mU Enzym bei 37°C ergab ein Oligosaccharidgemisch. Nach lonenaustauscherentsalzung, sanf-
ter B-N-Acetylhexosaminidasebehandlung und wiederholten Gelfiltrations-HPLC-durchlaufen wurde eine Pro-
be von 221 nmol gereinigter, fucosylierter N-Acetyl-chitotriose erhalten. MALDI-TOF-MS enthlillte, dass das
Produkt 92% fucosylierte N-Acetyl-chitotriose und 7% N-Acetyl-chitotriose enthielt. Das 1D 1H-NMR-Spektrum
des Produkts war nahezu identisch mit dem von durch Fuc-TV erzeugtem Glykan 3. Die ESI-MS-Daten des
Glykans 3 in reduzierter Form waren auch identisch mit denen, die mit dem reduzierten Derivat des durch
Fuc-TV erzeugten Glykans 3 (nicht gezeigt) erhalten wurden.

BEISPIEL 2
Die durch Fuc-TV katalysierte Reaktion von N-Acetyl-chitotetraose und GDP-Fucose

[0054] Die 5-tagige Inkubation von N-Acetyl-chitotetraose (1000 nmol, 5 mM) mit GDP-Fuc (1000 nmol, 5
mM) und 25 mU menschlichem Fuc-TV bei Zimmertemperatur und Isolation des resultierenden Oligosaccha-
ridgemischs durch Anwendung von Gelfiltrations-HPLC ergab ein Produkt, das aus 32 mol% fucosylierter
N-Acetyl-chitotetraose und 68% unumgesetzter N-Acetyl-chitotetraose (Fig. 2A) bestand. Die sanfte Behand-
lung des Gemischs mit 3-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen, gefolgt von chromatographischer Entfer-
nung des frei gesetzten GIcNAc ergab ein Oligosaccharidgemisch, das aus Fuc,GIcNAc, 50%, GIcNAc, 6%,
Fuc,GlcNAc, 8%, GIcNAc, 14%, GlcNAc, 22 mol% bestand. Die Zusammensetzung dieses Gemischs legt na-
he, dass auch die fucosylierte N-Acetyl-chitotetraose viel langsamer als N-Acetyl-chitotetraose von der
B-N-Acetylhexosaminidase gespalten wurde, was die analogen Daten beim Abbau von Glykan 3 bestatigt. Das
Oligosaccharidgemisch wurde dann durch Gelfiltrations-HPLC fraktioniert, was ein gereinigtes Produkt (225
nmol) ergab, das aus 93 mol% fucosylierter N-Acetyl-chitotetraose und 7% N-Acetyl-chitotetraose bestand.

[0055] Ein weiteres Fucosylierungsgemisch, das aus 11% fucosylierter N-Acetyl-chitotetraose und 89%
N-Acetyl-chitotetraose bestand, wurde in einem isokratischen HPAE-Durchlauf in einer (4 x 250 mm) Dionex
CarboPac PA-1 Saule (Dionex, Sunnyvale, CA) getrennt, wobei 40 mM NaOH als Eluent (Fig. 1A) verwendet
wurden. Der Peak, der bei 7,62 min eluiert, enthielt die fucosylierte N-Acetyl-chitotetraose. Das 1D
1H-NMR-Spektrum des gereinigten Produkts, durch Fuc-TV synthetisiertes Glykan 4, war nahezu identisch mit
dem von durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch synthetisiertem Glykan 4 (siehe unten).

[0056] Eine Probe des gereinigten Glykans 4 wurde durch erschépfende Behandlung mit B-N-Acetylhexosa-
minidase aus Jackbohnen abgebaut, was ein Oligosaccharid ergab, das sich bei der Gelfiltration wie eine um
etwa 1,5 Glucoseeinheiten kleinere Verbindung als N-Acetylchitotetraose verhielt, was nahelegt, dass es eine
GIcNAc-Einheit verloren hatte. Diese Ansicht wurde durch Anwendung der MALDI-TOF-MS-Analyse bestatigt,
die 89 mol% Fuc,GlcNAc, und 11 mol% Fuc,GIcNAc, enthlite. Die Nebenproduktspezies hatte wahrscheinlich
sowohl das GIcNAc am nicht reduzierenden Ende als auch das GIcNAc am reduzierenden Ende wahrend der
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erschopfenden Spaltung verloren (siehe unten bei der sanften Behandlung der fucosylierten N-Acetyl-chitohe-
xaose mit B-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen).

[0057] Zusammengefasst sind die analytischen Daten des durch Fuc-TV erzeugten Glykans 4 mit der Struk-
tur GlcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc im Einklang.

Durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch katalysierte Glykan 4-Synthese

[0058] N-Acetyl-chitotetraose (6,0 pmol, 5 mM) und GDP-Fuc (3.0 pmol, 2.5 mM) wurden vier Tage mit 8,7
mU Enzym bei 37°C inkubiert. Nach Entsalzung und Gelfiltrations-HPLC-durchlauf wurde das fucosylierte Pro-
duktvon der nicht fucosylierten N-Acetyl-chitotetraose durch HPAEC unter Verwendung eines isokratischen
Durchlaufs mit 40 mM NaOH (nicht gezeigt) abgetrennt. Das gereinigte Produkt wurde durch lonenaustausch
entsalzt und weiter durch Gelfiltrations-HPLC gereinigt, was 744 nmol monofucosylierte N-Acetyl-chitotetraose
ergab. MALDI-TOF-Massenspektrometrie des Produkts enthiilite, dass es nicht durch N-Acetyl-chitotetrao-
se-Akzeptor (nicht gezeigt) verunreinigt war.

[0059] Eine Probe des gereinigten, durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch erzeugten Glykans 4 wurde er-
schopfend mit B-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen behandelt. MALDI-TOF-MS-Analyse der HPLC-ge-
reinigten Oligosaccharide des Digestats enthillte 91 mol% Fuc,GlcNAc, und 9% Fuc,GIcNAc,.

Massenspektrometrische Charakterisierung von durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch erzeugtem Glykan 4

[0060] Ein Aliquot der monofucosylierten N-Acetyl-chitotetraose wurde reduziert und permethyliert und daran
wurde ESI-MS durchgefiihrt. Das doppelt geladene [M+2Na]*+-lon (m/z 631,6) wurde fir MS/MS (Fig. 3B)
ausgewahlt. Der Bereich kleiner Massen im MS/MS-Spektrum ahnelt dem der monofucosylierten N-Acetyl-chi-
totriose, welches dieselben B,-Fragmente flir die unsubstituierte terminale GlcNAc-Einheit (m/z 282,2, m/z
260.2) und Y,-lonen fur das GIcNAc-Alditol am reduzierenden Ende (m/z 316,2, m/z 338,2) zeigt. AuRerdem
verifizieren das Y,,/B,-lon (m/z 442,4), das B;-lon (m/z 946,8) und das Y,,-lon (m/z 980,6), dass die Fucosee-
inheit an eine der GIcNAc-Einheiten inmitten der Kette gebunden ist. Das Y,-lon bei m/z 561,4 zeigt an, dass
dieses Disaccharidfragment lediglich einen Monosaccharidsubstituenten trug, und folglich muss die Fucose
am vorletzten GlcNAc-Rest sitzen. Dies wird direkt durch das B,-lon bei m/z 701,6 bestatigt, das die nicht re-
duzierende Terminusstruktur GIcNAcf1-(FUcal-)GIcNAc tragt. Noch nahere Untersuchung der winzigen Frag-
mente in den MS/MS-Daten enthiillte keine spezifischen Fragmente fiir andere Pentasaccharidisomere und
wir schlieRen deshalb, dass N-Acetyl-chitotetraose einzig am vorletzten GlcNAc-Rest neben dem nicht redu-
zierenden Ende fucosyliert wird.

NMR-spektroskopische Analyse von durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch hergestelltem Glykan 4

[0061] Das 1D 1H-NMR-Spektrum des gereinigten Produkts, Glykan 4 (Tabelle 3) enthiillte Fucose-H1-, -H5-
und -H6-Signale, die eher fir eine a3-gebundene Fucose als fir a6-gebundene Fucose in unkonjugierten
N-Glykanen (36, 37) charakteristisch sind. Das H4-Signal des distalen GIcNAc6 war vergleichbar zu seinen
Analoga in Glykan 3, was bestétigt, dass die Fucose an die vorletzte GIcNAc-Einheit in der Nahe des nicht re-
duzierenden Endes gebunden ist. Die Protonensignale der Fucose und des GIcNAc6 am nicht reduzierenden
Ende wurden aus den DQFCOSY- und TOCSY-Spektren von Glykan 4 zugeordnet. Die 2D NMR-Daten star-
ken die Auffassung, dass die Elemente am nicht reduzierend Ende von Glykan 4 denen von Glykan 3 ahneln.

[0062] Zusammengefasst bestatigen die NMR-Daten die MS-Ergebnisse und die Abbaudaten, was zeigt,
dass auch durch Fuc-Ts aus menschlicher Milch erzeugtes Glykan 4 far
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc stand.

BEISPIEL 3
Durch menschliches FucTV katalysierte Reaktion von N-Acetyl-chitohexaose und GDP-Fucose

[0063] N-Acetyl-chitohexaose (1,0 ymol, 5 mM) wurde 5 Tage mit GDP-Fucose (1,0 ymol, 5 mM) und 25 mU
Fuc-TV bei Zimmertemperatur fucosyliert. MALDI-TOF-MS des gereinigten reprasentativen Gemischs der Pro-
duktoligosaccharide zeigte, dass 31% der N-Acetylchitohexaose fucosyliert wurde (Fig. 2B). Die Produktsac-
charide wurde weiter in einem HPAE-Chromatographiedurchlauf isokratisch mit 40 mM NaOH (Fig. 1B ) ge-
reinigt. Der Peak, der bei 7,09 min eluierte, wurde gesammelt, wurde entsalzt und wurde weiter durch Gelfilt-
rations-HPLC gereinigt. Das Produktheptasaccharid (195 nmol) zeigte bei der MALDI-TOF-Analyse 96% mo-
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nofucosylierte N-Acetyl-chitohexaose, Glykan 6, und 4% N-Acetyl-chitohexaose, Fig.2C. Das 1D
1H-NMR-Spektrum (Tabelle 2) zeigt die H1-Signale in den GIcNAc5-, den GIcNAc6- und den Fucoseeinheiten
in Glykan 6, welche nahezu identisch mit ihnren Gegenstlicken in Glykan 4 sind. Dies legt nahe, dass das Gly-
kan 6 GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcR1-4GIcNAc ist. Diese Auffassung
wird weiter durch die identischen H4-Signale der distalen GIcNAc6-Einheiten und die Fucose-H5-resonanzen
in den zwei Glykanen gestiitzt. Die Ahnlichkeit dieses letzteren Signalpaars in den zwei Glykanen ist beson-
ders bedeutsam, da von ihnen bekannt ist, dass sie in Glykan 4 (siehe oben) wechselwirken und wahrschein-
lich sehr empfindlich fiir strukturelle Unterschiede sind. GleichermaRen spricht die Ahnlichkeit der Fuco-
se-H5-signale in Glykan 6 und Glykan 4 fiir die Identitat des nicht reduzierenden Gebiets in diesen drei Sac-
chariden.

Behandlung von Glykan 6 mit -Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen

[0064] Mit einem durch Fuc-TV erzeugten Gemisch aus Glykan 6 und N-Acetyl-chitohexaose (27 : 73 mol/mol
(Fig. 2B)) wurde die sanfte Behandlung mit 3-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen durchgefihrt, wie fri-
her beschrieben. Die resultierenden Oligosaccharide wurden als ein reprasentatives Gemisch unter Verwen-
dung von Gelfiltrations-HPLC isoliert.

[0065] MALDI-TOF-MS enthiillte, dass dieses Gemisch aus Fuc,GlcNAc, (3,5 mol%), GIcNAc, (1,7%),
Fuc,GIcNAc, (40%), Fuc,GIcNAc, (3.5%) bestand; kleine N-Acetylchitooligosaccharide im Bereich von N-Ace-
tyl-chitobiose bis N-Acetyl-chitopentaose wurden auch beobachtet (Fig. 2D). Das Hauptprodukt des Digestats,
die monofucosylierte N-Acetyl-chitopentaose, Glykan 5, wurde in einem Gelfiltrations-HPLC-durchlauf gerei-
nigt. MALDI-TOF-MS legte nahe, dass Glykan 5 hierbei in einer Reinheit von 83% erhalten wurde; es war mit
mehreren Penta- und Hexasacchariden verunreinigt. Die chemischen Verschiebungen werden in Tabelle 2 auf-
gefuhrt. Die NMR-Daten zeigen nahezu identische H1-Signale in den GIcNAc5-, den GlcNAc6- und den Fuco-
seeinheiten in Glykan 5 und Glykan 4, was nahe legt, dass die Struktur des ersteren
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc ist. Diese Auffassung wird weiter durch die
identischen H4-Signale der distalen GIcNAc6-Einheiten und die Fucose-H6-resonanzen in den zwei Glykanen
gestltzt. Somit hatte die sanfte Behandlung mit 3-N-Acetylhexosaminidase aus Jackbohnen Gberraschender-
weise eine GIcNAc-Einheit vom reduzierenden Ende von Glykan 6 freigesetzt, hatte aber das reduzierende
Ende des Produkts, Glykan 5, nicht so wirksam angegriffen.

Behandlungen von gereinigtem Glykan 6 und Glykan 4 mit der endo-Chitinaseaktivitat von B-N-Acetylhexosa-
minidase aus Jackbohnen

[0066] Als mit dem gereinigten, durch Fuc-TV erzeugten Glykan 6 die sanfte Behandlung mit 3-N-Acetylhe-
xosaminidase aus Jackbohnen durchgefiihrt wurde, zeigte das resultierende Digestat bei der MALDI-TOF-MS
lediglich 5 mol% intaktes Substrat; 85% des Materials war in Fuc,GIcNAc,; und 11% in Fuc,GIcNAc, (Fig. 2E)
umgewandelt worden. Die Daten bestatigen, dass die endo-Chitinase Glykan 6 schnell spaltet, wobei haupt-
sachlich eine GlcNAc-Einheit vom reduzierenden Ende freigesetzt wird, und das Enzym kann auch in der Lage
sein, eine N-Acetyl-chitobioseeinheit vom reduzierenden Ende von Glykan 6 abzuspalten, wodurch Glykan 4
erzeugt wird. Alternativ kann Glykan 4 durch Freisetzung einer GIcNAc-Einheit vom reduzierenden Ende von
Fuc,GIcNAc, gebildet werden.

[0067] Als mit dem gereinigten, durch Fuc-TV erzeugten Glykan 4 die sanfte Behandlung mit 3-N-Acetylhe-
xosaminidase aus Jackbohnen durchgefiihrt wurde, zeigte das resultierende Digestat bei MALDI-TOF-MS,
dass das meiste (91 mol%) Substrat Uberlebt hatte und lediglich 6% Fuc,GIlcNAc, gebildet worden waren; 3%
des Materials fand sich als Fucose-freie N-Acetylchitotetraose (Fig. 2F). Folglich schien die endo-Chitinaseak-
tivitdt langsam eine GlcNAc-Einheit vom reduzierenden Ende von Glykan 4 abzuspalten.

BEISPIEL 4
Fucosylierung von Cellobiose

[0068] Cellobiose (4000 nmol, 20 mM, von Thomas Kerfoot and Co. Ltd.) wurde mit GDP-["*C]Fuc (1000
nmol, 5 mM, 100 000 cpm) und rekombinanter Fucosyltransferase V (25 mU, 50 ml kommerzielles Enzympra-
parat von Calbiochem) in 50 mM MOPS-NaOH, pH-Wert 7,5, das 8 mM MnCl,, 100 mM NaCl, 1 mg/ml BSA
und 0,02% NaNj, enthielt, im Gesamtvolumen von 200 ml 4 Tage und 16 Stunden bei Zimmertemperatur inku-
biert. Die Reaktionsprodukte wurden mittels Durchlaufen durch 1,5 ml Lagen von Dowex AG 1-X8 und Dowex
AG 50W-X8 entsalzt. Ein Teil der Produkte wurde in Papierchromatographie laufen gelassen, was ein trisac-
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charidartiges Produkt, das ahnlich wie Maltriose (Rmaltotriose = 0,97 Markierung, Glycerin in der Probe kann
die Wanderung beeinflussen) wanderte, und ein breites Signal (verbreitert durch Glycerin in der Probe), das
wabhrscheinlich freiem ["*C]Fuc entspricht, zeigte. Lésungsmittel A wurde verwendet, wie in (38) beschrieben,
wobei die obere Phase von n-Butanol : Essigsaure : Wasser (4 : 1 : 5, Vol./Vol., Ldsungsmittel A) verwendet
wurde, und die Szintillation wurde an kleinen Papierstreifen gezahlt. Der Hauptteil (75%) der Produkte wurde
in einer Gelfiltrationschromatographie in einer Biogel P-2 (Biorad) Saule laufen gelassen. Es wurden ein Peak
von radioaktiven Produkten (256 nmol nach der Radioaktivitat, berechnete Gesamtausbeute 340 nmol), der an
der Position eluierte, die fir for monofucosylierte Cellobiose erwartet wird, und ein anderer radioaktiver Peak,
der ["*C]Fucartiges Material enthalt, erhalten. An den Fraktionen in der ersten Halfte des Produktpeaks wurde
analysiert, dass sie Saccharid mit einer GroRe enthielten, die fucosylierter Cellobiose bei der MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie, monoisotopem m/z [M+Na]+ nahe bei 511,2 und m/z [M+K]+ nahe bei 527,2, entsprachen,
die Fraktionen enthielten sehr geringe Mengen oder keine anderen mdglichen Saccharide, wie Cellobiose oder
Cellotriose. Die gesammelten Saccharide (150 nmol nach Radioaktivitat) wurden durch NMR-Spektroskopie
analysiert. NMR-Spektroskopie enthillte Signale von Fuc-H1a bei 5,425 ppm, Fuc-H1( bei 5.369 ppm und Si-
gnale des reduzierenden Glc-H1a bei 5,189 ppm und Glc-H1B bei 4,655 ppm in ahnlicher Weise, wie fur
-GalB1-4(Fuca1-3)Glc beschrieben (39).

[0069] Ein Produkt (< 0,5 pmol), das bei der Papierchromatographie (Rmaltotriose=1.04) ahnlich wanderte,
kann durch 1 Stunde Inkubieren von Lysat (40 mg Protein) von CHO-Zellen, die Fuc-TV in voller Lange expri-
mieren, mit GDP-["*C]Fuc (1 nmol, 100 000 cpm) und 100 nmol Cellobiose, wie in (40) beschrieben, erhalten
werden.

BEISPIEL 5
[0070] Reaktionen mit Laminaribiose und Laminaritetraose
Glcp1-3Glc + GDP-Fuc - GlcB1-3(Fuca1-4)Glc
Glcp1-3GlcB1-3GIcB1-3Glc + GDP-Fuc —
Glcp1-3(Fuca1-4)GlcB1-Glcp1-3Glc
+ GlcB1-3GIcB1-3(Fuca1-4)GlcB1-3Glc
+ GlcB1-3GIcB1-3GlcB1-3(Fuca1-4)Glc

[0071] Laminaribiose (1000 nmol, 5 mM, Seikagaku) und Laminaritetraose (1000 nmol, 5 mM, Seikagaku)
wurden mit GDP-["C]Fuc (1000 nmol, 5 mM, 100 000 cpm) und rekombinanter Fucosyltransferase V (25 mU,
50 ml kommerzielles Enzympraparat von Calbiochem) wie oben umgesetzt. Die Produkte beider Reaktionen
wurden wie oben entsalzt. Die Produkte aus Laminaribiose wurden durch P-2-Gelfiltrationschromatographie
gereinigt und ein radioaktives trisaccharidartiges Produkt wurde erhalten.

[0072] Die entsalzten Produkte aus Laminaritetraose wurden auch durch P-2-Gelfiltrationschromatographie
gereinigt und ein radioaktiver (174 nmol nach Radioaktivitat) Peak, der wie erwartet ein Pentasaccharidprodukt
eluierte, wurde erhalten. 131 nmol Produkt mit monoisotopem m/z [M+Na]+ nahe (Unterschied kleiner als
0,1%) bei 835,3 und m/z [M+K]+ nahe bei 851,3 wurden aus den Vor- und Mittelfraktionen des Peaks gesam-
melt, die Fraktionen enthielten weniger als 4% Akzeptor, keine weiteren Saccharidprodukte wurden bei der
Analyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie beobachtet. Die gereinigten Produktsaccharide wurden mit
NMR-Spektroskopie analysiert.

BEISPIEL 6
Desulfatisierung, Reduktion und Fucosylierung von Chondroitinsulfat

[0073] Chondroitinsulfat (Haiknorpel, Sigma) wurde durch Hyaluronidase (Rinderhoden, Sigma; Chondroitin-
sulfate kdnnen auch mit Chondroitinasen gespalten werden, wobei sich Oligosaccharide mit delta-Uronsaure
am nicht reduzierenden Ende ergeben) zu sulfatierten Oligosacchariden, wie
[GIcAB1-3(sulf-6)GalNAcB1-4InGIcAB1-3(sulf-6)GalNAc, gespalten. Fraktionen, die tetrasaccharidartige Mate-
rialien enthielten, wurden im Wesentlichen wie in (41) beschrieben, gereinigt und desulfatiert. Tetrasaccharid-
und Hexasaccharidfraktionen wurden durch Gelfiltrations- und Anionaustauschchromatographie gereinigt.
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Ahnliche Oligosaccharide wurden auch hergestellt, indem zuerst desulfatiert und dann durch Hyaluronidase
gespalten und die Produkte gereinigt wurden. Die GIcA-Reste des Tetrasaccharids wurden mit EDAC
(1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) und NaBH, zu Glc reduziert. Das reduzierte Tetrasaccharid
GlcB1-3Ga1NAcB1-4GIcB1-3GalNAcol wurde gereinigt und unter Verwendung von GDP-Fuc und Fucosyl-
transferase(n) aus menschlicher Milch fucosyliert. Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie enthiilite Peaks bei
m/z 919,8 und m/z 935,8, die dem Produkt Glcf1-3GalNAcB1-4(Fuca1-3)GlcB1-3GalNAcol (ber. m/z [M+Nal+
919,7 und m/z [M+K]+ 935,7) entsprechen.

BEISPIEL 7

[0074] GIcNAcylB1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc, in dem Acyl fur trans-9-Octadecenoyl steht, wobei die
Synthese des Akzeptors in (13) beschrieben ist, kann mit Fuc-TVI und MnCl, unter den oben fiir Fuc-TVI be-
schriebenen Bedingungen inkubiert werden, aber Akzeptorkonzentrationen zwischen 0,1 und 0,5 mM werden
bevorzugt. Das Produkt GlcNAcylB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB1-4GIcNAcB1-4GIcNAc wird chromatographisch ge-
reinigt und mit NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie analysiert.

BEISPIEL 8

[0075] N-Acetyl-chitotetraose kann mit menschlichem Fuc-TVI und MnCl, unter den oben fir Fuc-TVI be-
schriebenen Bedingungen inkubiert werden. Das Produkt
GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB 1-4GIcNAcB1-4GIcNAc kann in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten und mit
HPAE-Chromatographie gereinigt werden. Die NMR-Daten und Massenspektrometriedaten des Produkts sind
mit der durch Fuc-TV erhaltenen, fucosylierten N-Acetyl-chitotetraose praktisch identisch.

Tabelle 1
[0076] Strukturen der fucosylierten N-Acetyl-chito-oligosaccharide in der vorliegenden Untersuchung. GN

steht fur GIcNAc und Fuc steht fur L-fucose, die Linie — zeigt eine 31-4-Bindung an und die Linie / ist eine
a1-3-Bindung, wobei die Reste kursiv nummeriert sind.

6 5 4 6 5 4 3
3 GN-GN-GN 4 GN-GN-GN-GN
Fuc/ Fuc
6 5 4 3 2 6 5 4 3 2 1
5 GN-GN-GN-GN-GN 6 GN-GN-GN-GN-GN-GN
Fuc/ Fuc
6 5 4 3

Tabelle 2

[0077] 'H-Chemische Verschiebungen (ppm) der Strukturanzeigegruppen fir die Glykane 3 bis 7 bei 23°C.
n.b. = nicht bestimmt
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Protonen- Glykane

rest 3 4 5 6 ]

HI 1 - - 5,181(u)/4,688(B) -
2 5,182()/4,688(B)4,578/4,565" -
3 - 5,184(a)/4,689(B) 4,579/4,567 4,565 5,185(at)/4,689(B)
4 5,185(cx)/4,688(B) 4,579/4,570 4,567 4,565 4,58
5 4,580/4,571° 4,570 4,567 4,565 4,58
6 4,522 4519 4517 4,516 458
Fucose 5,124 5,119 5117 5,116

He 6 3,238 3,237 3,236 3,238 nb.

Hs Fucose 4764 4,762 4,762 4,758

CH3 Fucose 1268 1,267 1,265 1,264

a Die angegebenen zwei chemischen Verschiebungswerte stammen von Signalen, die fiir

die o~ bzw. B-Pyranoseformen der Oligosaccharide stehen.

Tabelle 3
[0078] NMR-Daten von Glykan 4.
Proton GicNAc6é  Fucose
Hi 4,519 5,119
H2 3,735 3,707
H3 3,535 3938
H4 3,237 3,803
HS 3,428 4,762
H6 3,607
He' 3,963 .
CH3 - 1.267
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Patentanspriiche

1. Oligosaccharide, die folgende Formel haben

R, OH OH I
R, O
Ve O+x -—Y—L {—ZJ
A 23 Ry
A Monosaccharid- B Monosacc‘hand- P
L. restl rest 2 Jn

— -—m

wobei A die Bedeutung H hat oder ein glykosidisch $1-3-gebundener D-Glucopyranosyl-Rest (Glc1-3) ist, R,
die Bedeutung OH hat, R, die Bedeutung H hat und R, die Bedeutung OH hat oder Acylamido -NH-Acyl ist (d.
h. Monosaccharid 1 ist Glc oder GIcNAcyl) oder R, die Bedeutung H hat, R, die Bedeutung OH hat und R, Acet-
amido -NHCOCH, ist (d. h. Monosaccharid 1 ist GalNAc), B die Bedeutung H hat oder ein a-L-Fucosyl oder
ein a-L-Fucosyl-Analogon ist und R, die Bedeutung OH hat oder Acetamido -NHCOCH, ist (d. h. Monosaccha-
rid 2 ist optional fucosyliertes Glc oder GIcNAc), wobei die gekriimmte Linie zwischen den Saccharid-Einheiten
anzeigt, dass das Monosaccharid 1 an das Monosaccharid 2 1-4-gebunden ist, wenn B an die Position 3 des
Monosaccharids 2 gebunden ist, und das Monosaccharid 1 an das Monosaccharid 2 31-3-gebunden ist, wenn
B an die Position 4 des Monosaccharids 2 gebunden ist, das Monosaccharid 1 nur dann GalNAc ist, wenn das
Monosaccharid 2 Glc ist, n gleich 1 bis 100 ist, mit der Maligabe, dass immer mindestens ein a-Fucosyl oder
eine a-Fucosyl-Analogongruppe in dem Molekul vorhanden ist, und

i) p und k gleich 0 sind und m gleich 1 ist, wobei in diesem Fall X die Bedeutung H hat oder ein Aglykon-Rest
oder ein Monosaccharid, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Glc, GIcNAc, Gal oder GalNAc, optional
in reduzierter Form, ist oder ein Oligosaccharid ist, das eine oder mehrere der erwahnten Monosaccharidein-
heiten enthalt, wobei das Monosaccharid 2 mit dem Saccharid X 1-2-, 1-3-, $1-4- oder 31-6 gebunden ist,
mit der MalRgabe, dass X nicht H ist, wenn beide Monosaccharide 1 und 2 GIcNAc sind, B die Bedeutung L-Fu-
cosyl hat und n gleich 1 ist, oder

ii) p gleich 1 ist, k gleich 0 oder 1 ist und 15 m < 1000, wobei in diesem Fall X eine gerade Bindung oder ein
Mono- oder Oligosaccharid wie unter i) definiert ist, Y ein Spacer oder eine Bindungsgruppe ist, die in der Lage
ist, das Saccharid 2 oder X an Z zu binden, und Z ein mono- oder polyvalentes Tragermolekiil ist, ausgewahlt
aus Polymeren, Polysacchariden, Peptiden und Proteinen.

2. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass B die Bedeutung a-L-Fucosyl hat.

3. Oligosaccharide nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass A und/oder X die Bedeutung H
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haben/hat.

4. Oligosaccharide nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Monosaccharid 1 Glc
oder GIcNAc ist.

5. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass X ein Oligosaccharid ist, das 2 bis 10
Monosaccharideinheiten enthalt, wobei die Monosaccharideinheiten glucosidisch 1-4- oder 1-3-gebundene
Glc- oder GIcNAc-Reste sind.

6. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass m gleich 1 bis 100 ist, vorzugsweise
1 bis 10, und n gleich 1 bis 10 ist.

7. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass X eine Aglycongruppe ist, ausgewahlt
aus einer niederen Alkyl- oder Alkenylgruppe mit 1 bis 7 beziehungsweise 2 bis 7 Kohlenstoffatomen oder einer
Phenyl- oder Benzylgruppe oder 4-Methylumbelliferyl.

8. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie folgende Formel haben

R, OH OH
F 2 1A
R, Ry ,
Monosaccharid- B Monosaccharid-
rest 1 rest 2
. —m

wobei die Symbole die Bedeutungen haben, die ihnen im Zusammenhang mit der Formel | in Anspruch 1 zu-
gewiesen wurden, die Monosaccharide 1 und 2 vorzugsweise unabhangig voneinander Glc und GIcNAc sind,
B die Bedeutung L-Fucosyl hat und X die Bedeutung Glc oder GIcNAc hat oder ein 31-3- oder 1-4-gebunde-
nes Oligomer ist, das bis zu 10 Einheiten Glc und/oder GIcNAc umfasst.

9. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass A die Bedeutung H hat und die Mo-
nosaccharide 1 und 2 unabhangig voneinander Glc oder GlcNAc sind, B die Bedeutung L-Fucosyl hat, p, k =
0 und n=m =1 und X die Bedeutung Glc oder GIcNAc hat oder ein 31-3- oder 31-4-gebundenes Oligomer ist,
das bis zu 10 Einheiten Glc und/oder GIcNAc umfasst und die folgende Formel hat

R, OH OH
Ry k IB
HO O O~ X
R
Monosaccharid- B Monosaccharid-

rest 1 rest 2

10. Oligosaccharide nach Anspruch 1 mit der Formel
Glc/GIcNAcB1-4(Fucp1-3)Glc/GIcNACc(B1-4Glc/GIcNAc),..
wobei n' eine ganze Zahl von 1 bis 8, vorzugsweise 1 bis 6, ist.

11. Oligosaccharide nach Anspruch 1 mit der Formel
GlcNAcylB1-4(Fuca1-3)GIcNAc(B1-4GIcNAcC),,.

wobei n' die obige Bedeutung hat und Acyl eine Alkanoylgruppe ist, die vorzugsweise 8 bis 24 Kohlenstoffato-
me und 1 bis 3 Doppelbindungen enthalt.

12. Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 1 < n < 1000, der Monosaccharidrest
1 GIcNAc oder GalNAc ist und der Monosaccharidrest 2 optional fucosyliertes Glc ist, wie die Verbindung
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Glcp1-(-3GalNAC/GIcNACB1-4(Fucal-3/H)GlcB1-),-3GalNAcol/GlcNAcol

13. Verfahren zur Herstellung der Oligosaccharide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass eine
Verbindung der Formel |, wobei B immer H ist, in Gegenwart eines Fucosyltransferaseenzyms mit Donator-Nu-
cleotidzucker fucosyliert wird, der L-Fucoye oder ein Analogon davon enthalt, und das so hergestellte fucosy-
lierte Saccharid optional zurlickgewonnen wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Fucosyltransferase eine von Sdugern
gewonnene a1-3- oder a1-3/4-Fucosyltransferase ist.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass ein N-Acetylchitooligosaccharid
als Ausgangsmaterial verwendet wird.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Donator-Nucleo-
tidzucker, der L-Fucose enthalt, GDP-L-Fucose ist.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16; dadurch gekennzeichnet, dass die Fucosyltransferase
eine vom Menschen gewonnene a1-3-Fucosyltransferase oder a1-3/4-Fucosyltransferase IlI-VII, 1X oder
a1-3/a1-3/4-Fucosyltransferase aus menschlicher Milch ist.

18. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass es den
weiteren Schritt der Reaktion des nach der Formel | gewonnenen Produkts mit 3-N-Acetylhexosaminidase um-
fasst.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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