
Kombinierte chemoenzymatische Synthese 
von N-Glycoproteinbausteinen ** 
Von Joachim Thiem * und Torsten Wiemann 

N-Glycoproteine spielen eine wesentliche Rolle bei biolo- 
gischen Erkennungsprozessen['". b1 wie der Tumorgenesetl'l, 
der bakteriellen und viralen Infektion [ Id]  sowie der Internali- 
sierung verschiedener makromolekularer Stoffe. Weiterhin 
bilden sie die Grundlage der Blutgruppeneinteilung[lcl und 
sind maDgeblich f i r  Zell-Zell-Erkennung, Zellwachstum 
und Zelldifferenzierung'"1. 
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bedeutet aber auch, daB die chemische Synthese unblockier- 
ter Heterooligosaccharide komplex und nicht immer ergie- 
big ist. Als praktikable Alternative bietet sich trotz moderner 
und efizienter Glycosylierungsverfahren in manchen Fallen 
der Einsatz von Enzymen an. 

Mit dem Ziel der Synthese von Partialstrukturen der N- 
Glycoproteine haben wir Galactosyl-Transferase verwendet, 
um die Gal-P(I -+ 4)-GlcNAc-Bindung in den an Asparagin 
gebundenen Oligosawhariden 6 und 10 zu knupfen (Sche- 
ma 1). Die Substrate 5 bzw. 9 fur diese enzymatische Reak- 
tion wurden zuvor auf chemischem Wege synthetisiert (Sche- 
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Schema 1. Durch Galactosyl-Transferase katalysierle Galactosylierungen. 

Daher findet die Bereitstellung von Vergleichssubstanzen 
fur die Untersuchung dieser hochspezifischen Phanomene 
groBes Interesse. Ursache der genannten Erkennungsprozes- 
se auf molekularer Ebene ist die aukrordentliche Vielfalt an 
Verkniipfungsmoglichkeiten von Monosacchariden; diese 

ma 2). Die Aminosaure-freien Oligosaccharide 4 und 8 
haben wir ebenfalls enzymatisch synthetisiert. 

Die Galactosylierung erfolgt nach einer einheitlichen Vor- 
schrift. Die f i r  die Transferasereaktion benotigte aktivierte 
Form der Galactose, Uridin-5'-diphosphat-galactose (UDP- 
Gal) 2 ist sehr teuer und wird daher in situ aus UDP-Glucose 
1 erzeugt, eine Reaktion, die von UDP-Galactose-4-Epime- 
rase katalysiert wird. Danach findet der Galactosetransfer 
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setzung von UDP statt. 

['I Prof. Dr. J. Thiem, Dip].-Chem. T. Wiemann 
Organisch-chemisches lnstitut der Universitat 
Orleansring 23, D-4400 Miinster 

Fonds der Chemischen lndustrie gefcjrdert. 

78 (c) VCH Yerlugsgesellschaff mbH. 0-6940 Weinheim, 1990 0044-8249/90/0lOl~78 $OZ.SO/O Angew. Chem. 102 (1990) Nr. I 



H O W  no NHAc OH 

OAc Ac 

11 

H,SO*~ 

Ch i t i n  

NHZ 
AcO [nBu,NIHSO, NoN, RO AcO & N3 Pd/C H, RO 3 RO% 

AcNH NHAc NHAc 
CI 

120.b 1Jo.b 14o.b 

A C - A S ~ ( O H ) - O M ~  1 EEDQ 

Schema 2. Synthese der Galactosylacceptoren 5 und 9. 
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Diese zweistufige Galactosylierung ist auch, eingebunden 
in einen Synthesecyclus mit Cofaktorregenerierung und an- 
gewendet auf andere Substrate, mit immobilisierten Enzy- 
men durchgefiihrt worden ['I. Die Kombination von Transfe- 
rase und Epimerase in loslicher Form bildet aber einen guten 
KompromiD zwischen Kosten einerseits sowie Vorberei- 
tungszeit und Handhabbarkeit andererseits. 

Durch Galactosylierung von N-Acetylglucosamin 
(GlcNAc) 3 (280 mg, 0.43 mmol) bzw. N,N-Diacetylchito- 
biose 7 (10 mg, 24 pmol) in der beschriebenen Weise erhalt 
man N-Acetyllactosamin 4 (46 mg, 28 %)lSsl ,  die zentrale 
Disaccharideinheit vieler Glycoproteine, bzw. das Trisaccha- 
rid 8 (8 mg, 60%)[3b1. Beide konnen auch ausgehend von 
UDP-Gal synthetisiert werdenr41 sowie im Falle von N-Ace- 
tyllactosamin 4 im Synthesecyclus rnit Cofaktorregenerie- 
rung[']. Die altere chemische Synthese von 4 halten wir 
dagegen wegen der hoheren Stufenzahl fur wesentlich auf- 
wendiger 151. 

Das Glycokonjugat P-D-Galactopyranosyl-( 1 -+ 4)-2-acet- 
amido- 1 -[(N-acetyl-1 -methyl-4-~-aspartyl)amino]-2-desoxy- 
P-D-ghcopyranose 6 tritt im Urin von Patienten auf, die an 
Aspartylglucosaminylurie leiden f61. Der fur den enzymati- 
schen Galactosylierungsschritt benotigte Acceptor 5 wird in 
Anlehnung an Hough et al.17] chemisch synthetisiert (Sche- 
ma 2). Zunachst wird GlcNAc 3 (25 g, 11 3 mmol) mit Ace- 
tylchlorid zum peracetylierten a-Chlorid 12 a urngesetzt. 
Dessen Substitution zum P-Azid 13a gelingt phasentrans- 
ferkatalytisch in Chloroform/Wasser. 13 a wird zum P-Amin 
14a reduziert, das sich mit N-Acetyl-L-asparaginsaure-a-me- 
thylester in einer Ethyl-2ethoxy-l,2-dihydrochinolin-l carb-  
oxylat(EEDQ)-unterstiitzten Reaktion kuppeln Iyt. Die 
Des-0-acetylierung rnit Natriummethanolat liefert das 
.4sparatylglucosamin 5 (Ausb.: 20 YO iiber fiinf Stufen bezo- 
gen auf 3). Vor dem Galactosylierungsschritt muB 5 an Bio- 
Gel P2 gelchromatographisch gereinigt werden. Bei der 
enzymatischen Galactosylierung zu 6 wird wieder der Stan- 
dardmethode gefolgt, wobei das Produkt im 0.1 -mmol-MaO- 
stab in 35% Ausbeute anfillt. Die erwartete P(1 +4)-Ver- 
kniipfung in 6 ist 'H-NMR-spektroskopisch belegt13'1. 
Eine friihere chemische Synthese der vollstandig entblockier- 
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ten Form von 6 durch Jeanloz et al. erforderte sechzehn 
Schritte[*! 

Das Glycopeptid 10 ist wahrscheinlich die Rezeptorstelle 
fur Robinia-Lectin auf der Erythro~ytenoberflacheI~]. Die 
Synthese des an Asparagin gebundenen Trisaccharids erfor- 
dert vorher wiederum die chemische Synthese des Galacto- 
sylacceptors 9, die in Anlehnung an Jeanloz et al.['O1 und 
Kunz et al.[*'l vorgenommen wird. Chitin laBt sich durch 
Acetolyse in ein Oligomerengemisch spalten, aus dem flash- 
chromatographisch a-Octaacetylchitobiose 11 (10 %) isoliert 
werden kann. Das Octaacetat 11 (4.5 g, 6.7 mmol) wird mit 
trockenem Chlonvasserstoff in das u-Chlorid 12 b uberge- 
fiihrt, das in Anlehnung an die Synthese von 5 zum P-Azid 
13b umgesetzt, zu 14b reduziert und anschlieknd EEDQ- 
unterstiitzt rnit N-Acetyl-L-asparaginsaure-a-methylester zu 
15b gekuppelt wird. Nach Des-0-acetylierung wird das freie 
Disaccharid 9 (295 mg, 18 % iiber fiinf Stufen bezogen auf 
11) an Bio-Gel P2 gereinigt und anschlieknd in die enzyma- 
tische Galactosylierung eingesetzt. Die Synthese des Aspara- 
gin-gebundenen Trisaccharids 10 gelingt im 50-pmol-MaB- 
stab in 28 % A ~ s b e u t e [ ~ ~ ~ .  

A rbeilsvorschrift 
Enzymatische Galactosylierung yon 3, 5, 7 und 9: Die Reaktion wird in Na- 
triumcacodylatpuffer (25 mM, pH 7.7) in Anwesenheit von Manganchlorid 
(5 mM) durchgefiihrt. Nach Zugabc yon UDP-Glucose 2 (13 mM), Acceptor 
(13 mM) und Rinderserumalbumin ( 1  rngmL-') wird die Losung rnit Stickstoff 
desoxygeniert. Anschlieknd werden Galactosyl-Transferax (EC 2.4.1.22, 1 U) 
und UDP-Galactose-4-Epimerase (EC 5.1.3.2, 10 U) zugefugt. Nach zwei Ta- 
gen bei 37 "C arbeitet man rnit Anionenaustauxher auf und reinigt die Produk- 
te 4, 6, 8 bzw. 10 durch Gelchromatographie an Bio-Gel P2. 

Eingegangen am 13. Juli 1989 [Z 34341 

CAS-Registry-Nummern: 
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1 3 ~ .  6205-69-2; 13b. 29625-70-5; 14a. 4515-24-6; Idb, 29673-51-6; 15a, 
123883-49-8; 15b. 123883-50-1 ; Ac-Asp-OMe. 4910-47-8; Chitin, 1398-61-4. 
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Uber die invers durch Amine stabilisierten Sulfene 
F,C = SO, und FHC = SO,** 
Von Hans Pritzkow, Klaus Rall, Stefan Reirnann-Andersen 
und Wovgang Sundermeyer * 
Professor Gerhard Fritz zum 70. Gehurtstag g e w i h e t  

Trotz jahrzehntelanger Bemiihungen mehrerer Arbeits- 
gruppen konnten bisher keine Sulfene R,C = SO, (Thion- 
S,S-dioxide) als SO,-analoge Spezies isoliert['I, sondern nur 
indirekt durch (Cyclo-)Additionen nachgewiesen werden. 
Doppelbindungen zwischen Kohlenstoff und Elementen der 
zweiten oder hoherer Perioden konnten zum einen durch 
sterisch anspruchsvolle Substituenten, zum anderen durch 
Addition von Lewis-Basen an das Element rnit dem grol3eren 
Atomradius stabilisiert werden. Ausgehend von einem frii- 
heren Hinweis auf die Stabilisierung von Sulfenen durch ter- 
tiare Arnine!'] gelang uns eine weitgehende Klarung der Bin- 
dungsverhaltnisse in solchen Addukten am Beispiel der rnit 
Chinuclidin als Base aminstabilisierten Sulfonylsulfene 
At3.41. 

C = SO2-N 3 XCHz-SOz-C(X)-SOz+N 3 ::: 
A.X=H.CI.Br.CF,.CH, B 

Rontgenstrukturanalysen ergaben, daD Chinuclidin unab- 
hangig von der Art des Substituenten X am Sulfen-Kohlen- 
stoffatom normal an das Schwefelatom mit einem Abstand, 
der g r o k r  als der einer S-N-Einfachbindung entsprechende 
ist, koordiniert und daD der C-S-Abstand mit 1.66 A nahezu 
dem einer isolierten C-S-Doppelbindung gleicht. Noch deut- 
licher trifft dies auf das erste symmetrisch substituierte Sul- 

['I Prof. Dr. W. Sundermeyer, Dr. H. Pritzkow, Dip].-Chem. K. Rall, 
Dip1.-Chem. S. Reimann-Andersen 
Anorganisch chemixhes Institut der Universitit 
Im Neueoheimer Feld 270, D-6900 Heidelberg 1 

punktsprogramm) und dern Fonds der Chemischen tndustrie gefordert. 
["I D i m  Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Schwer- 

fen B zu, das nicht unter den iiblichen ,,sulfenbildenden 
Bedingungen" (a-H-Sulfonylhalogenid + Amin), sondern 
durch Aminolyse von 1,3-Diethietan-S-oxiden erhalten 
wurdetsl. Dies spricht dafiir, daD zur Beschreibung der Elek- 
tronenverteilung in Sulfenen die mesomere Grenzstruktur 

R,C- SOZt6*" mit dem Schwefelatom als elektrophilem 
Zentrum wesentlich ist. 

Nun gelang uns aber der endgiiltige Beweis dafiir, daD 
Sulfene auch iiber das C-Atom (mesomere Grenzstruktur 

% 3 e  
R,C - SO,) stabilisiert werden konnen (inverse Aminstabili- 
sierung). Einen ersten Hinweis auf einen elektrophilen Cha- 
rakter des C-Atoms gab der Versuch, Dichlorsulfen zu syn- 
thetisieren, bei dem durch nucleophile Addition von Chlorid 
Trichlormethansulfinat entstandt'] (vgl. auch Nacharbeitun- 
genr9* lo]). Aus Fluormethansulfonylchlorid 1 hatten wir mit 
Trimethylamin bereits ein gemaD allen spektroskopischen 

Daten invers aminstabilisiertes Sulfen Me,N-CHF-SO? I9], 
jedoch keine tiir eine Rontgenstrukturanalyse geeigneten 
Kristalle erhalten. Wlhrend Chinuclidin ebenfalls invers 
addiert, das Produkt jedoch zersetzlich istt3], gelingt bei der 
Reaktion von 1 rnit Triethylamin die Isolierung des Fluorsul- 
fenaddukts 2 sowie dessen Kristallisation (Fp = 159 "C 
(Zen.)). 

e % 3  

e 
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Im 84.7MHz-"F-NMR-Spektrum von 2 tritt ein 
Dublett bei 6 = - 164.8 ('.IHF = 46.6 Hz) auf, und das 
200MHz-'H-NMR-Spektr~m~''~ zeigt die envartete Dia- 
stereotopie der Methylenprotonen der Base als Hinweis auf 
die Addition an das Sulfen-C-Atom. Die Rcjntgenstruktur- 
analyse von 2["] belegt schlieDlich den Molekiilbau 
(Abb. 1). Sowohl die C-N-Bindung rnit 1.515 A als auch die 

Abb. 1. Struktur von 2 im Kristall. Wichtige Absliinde [A] und Winkel ["I: 
S1-0 1.479(1), 1.485(1), Sl-C1 1.904(1), C1-Nl 1.515(2), Cl-F1 1.370(2); 01-  
S1-02 111.3(1), 01-S1-C1 96.7(1), 02-S1-Cl 100.3(1), Sl-C1-Nl 117.9(1), S1- 
Cl-F1 107.2(1), NI-C1-Fl 107.1(1). 

C-S-Bindung mit 1.904 A sind langer als aus Literaturwerten 
fur C-N- bzw. C-S-Einfachbindungen zu envarten. Durch 
Oxidation mit PeressigGure llBt sich 2 in das entsprechende 
Sulfonat 3 umwandelnI"1, das ebenso wie 2 durch Analyse 
und Massenspektrum charakterisiert wurde. 

Auf einem ganzlich anderen Weg wurde das invers amin- 
stabilisierte Difluorsulfen 5 erhalten : durch symmetrische 
Ringspaltung von Tetrafluor-l,3-dithietan-l ,I ,3,3-tetroxid 4 
mit Triethylamin['31. 

Im 84.7MHz-"F-NMR-Spektrum zeigt 5 ein Singulett 
bei 6 = - 99.6 ((CD,),SO). Die Rontgenstrukturanalyse 
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