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8.1.2 GMD Aktivitätsassay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145

8.2 Enzymgewinnung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146

II



Inhaltsverzeichnis

8.2.1 Fermentation der rekombinaten E. coli-Stämme . . . . . . . . . . . . . 146
8.2.2 Enzymaufreinigung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 147

8.3 Enzymkinetik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149
8.3.1 Kinetik der GDP-α-D-Mannose-4,6-Dehydratase (GMD) . . . . . . . . . 149
8.3.2 NMR-Untersuchungen zum GMD-Reaktionsmechanismus . . . . . . . . 151
8.3.3 Kinetik der GDP-β-L-Fucose-Synthetase (GFS) . . . . . . . . . . . . . . 154

8.4 Syntheseverfahren zur Gewinnung von GDP-Fuc . . . . . . . . . . . . . . . . . 157
8.4.1 Evaluierung der Verfahren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 157
8.4.2 Die NADPH-verbrauchende GMD-Nebenreaktion . . . . . . . . . . . . . 159
8.4.3 Optimierungspotentiale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161

8.5 Enzymatische Synthese fucosylierter Oligosaccharide . . . . . . . . . . . . . . . 166

9 Zusammenfassung 169

10 Material und Methoden 171
10.1 Analytik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 171

10.1.1 Kapillarelektrophorese (CE) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 171
10.1.2 HPLC-Systeme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 173
10.1.3 Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS) . . . . . . . . . . . . . . . 177
10.1.4 NMR-Spektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 178

10.2 Bereitstellung der Enzyme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 178
10.2.1 Transformation von Escherichia coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 178
10.2.2 Fermentation rekombinanter Escherichia coli-Stämme . . . . . . . . . . 178
10.2.3 Zellernte und Zellaufschluss . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 179
10.2.4 Chromatographische Aufreinigung und Ultrafiltration (UF) . . . . . . . 179
10.2.5 Protein-Analytik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183

10.3 Enzymatische Assays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183
10.3.1 GMD-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183
10.3.2 GFS-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184
10.3.3 FucT-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184

10.4 Synthesevorschriften . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 185
10.4.1 Produktion von GDP-4-keto-6-desoxy-α-D-Mannose . . . . . . . . . . . 185
10.4.2 Produktion von GDP-β-L-Fucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 185

10.5 Massenspektrometrische Daten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 186
10.5.1 GDP-4-keto-6-desoxy-α-D-Mannose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 186

10.6 NMR-spektroskopische Daten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187
10.6.1 GDP-4-keto-6-desoxy-α-D-Mannose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187
10.6.2 GDP-β-L-Fucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 190

10.7 Verwendete Enzyme, Chemikalien und Geräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192
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