Die Identifizierung des Azids 9b gelang spektrosko-
pisch!*3 und durch Reduktion mit Iodid zum Amin 10b, das
anschlieBend zum bereits beschriebenen!* Tetrazolium-5-
diazotat 8b diazotiert werden konnte. Die Reduktion von 9b
mit Triphenylphosphan/Wasser fithrte dagegen zur Spaltung
der C-N-Bindung. Im Gegensatz zu Ballis Azidiniumsal-
zen!'¥ reagiert 9b nicht mit Azid-Jonen. So lieB sich aus dem
intensiv gelben, schlagunempfindlichen Tetraphenylborat-
salz 9b mit Tetrabutylammoniumchlorid oder -azid das ent-
sprechende farblose Chlorid- bzw. Azid-Salz hersteilen.

Experimentelles

9b: Zu 4.64 mmol 2b gelost in S0 mL THF wurden bei — 90°C 5.1 mmol
n-Butyllithium (1.6  in Hexan) und danach 10 mmol Tosylazid getropft. Die
zundchst dunkelbraune Losung farbte sich im Laufe einiger Minuten dunkel-
rot. Nach Erwidrmen auf 20°C innerhalb von 10 h wurde eingeengt und der
griinbraune Riickstand, der geringe Mengen des massenspektrometrisch nach-
gewiesenen 7b enthielt, mit Dichlormethan/Methanol (1:0 bis 10:1) an Kiesel-
gel chromatographiert. Aus Acetonitril/Ether oder Dichlormethan/Ether er-
hielt man 2.00 mmol (43 %) gelbe luftstabile Kristalle.

6b: Wie oben, aus 1.44 mmol! 2bin 30 mL THF, 1.50 mmol n-Butyllithium und
1.87 mmol § (portionsweise ungeldst zugegeben). Nach Chromatographie und
der Hydrolyse des Anions in Salzsdure wurde das Produkt als Tetrafluoroborat
aus Wasser/Methanol (2:1) mit LiBF, gefillt. Aus Dichlormethan/Ether wur-
den 0.81 mmol (56 %) des sauerstoffempfindlichen, dunkelroten feinkristalli-
nen Pulvers erhalten.

10b: Zu 0.688 mmol 9b in 2 mL Acetonitril wurden bei — 40°C 3.5 mmol
HI-Lésung (50% in H,0) getropft. Unter starker Gasentwicklung farbte sich
die Reaktionslésung dunkelbraun. Nach langsamem Erwédrmen auf 20°C wur-
de eingeengt, der Riickstand in 3 mL Dichlormethan aufgenommen, filtriert
und mit 4 mL konzentrierter wiBriger Salzsiure sowie anschlieBend tropfen-
weise mit H,0,-Losung (30%) bis zu einem Farbumschlag von braun nach
violett versetzt. Die organische Phase wurde mit Dichlormethan/Methanol (1:0
bis 10:1) an Kieseigel chromatographiert. Aus Methanol kristallisierten
0.608 mmol (88 %) des farblosen Chiorids.
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Galactosyltransferase-katalysierte Synthese von
2’-Desoxy-/NV-acetyllactosamin **

Von Joachim Thiem* und Torsten Wiemann
Professor Burchard Franck zum 65. Geburtstag gewidmet

2-Desoxyzucker sind Bestandteile von Herzglycosiden!* 2!
und vielen Antibiotical! ®\. Die Synthese ihrer Glycoside und
deren Einsatz in der Medizin sowie als Enzyminhibitoren hat
groBes Interesse gefunden! <. Da eine steuernde Nachbar-
gruppe fehlt, ist die stereoselektive Synthese von 2-Desoxy-
glycosiden eine problematische Aufgabe, zu deren Losung
mehrere Methoden vorgeschlagen wurden.

Konnen 2-Desoxy-a-glycoside noch mit guten Resultaten
mit der N-Iodsuccinimid(NIS)-Methode!?*~°! oder analo-
gen Verfahren!?9~1 erhalten werden, so sind 2-Desoxy--
glycoside durch den anomeren Effekt besonders schwer zu
synthetisieren. Meist benutzt man hier einen Hilfssubstituen-
ten wie z.B. bei der (Dibrommethyl)methylether-Metho-
del3# (DBE-Methode) und anderen Verfahren!®®~! oder
man entfernt die 2’-OH Funktion nach der Glycosylierung
durch Reduktion!*. Soweit uns bekannt ist, existiert bislang
nur ein Beispiel fiir eine enzymatische Synthese eines 2-Des-
oxyzuckers. Lehmann et al.’! haben beobachtet, daf} D-Glu-
cal von B-Glucosidase akzeptiert wird und konnten ein 2'-
Desoxy-f-disaccharid in 8 % Ausbeute isolieren.

Wir haben die Galactosyltransferase (EC 2.4.1.22) fiir die
Synthese eines 2'-Desoxy-fS-D-disaccharids verwendet. In
vivo transferiert sie Galactose von Uridin-5'-diphosphat-
galactose auf terminale N-Acetylglucosaminreste. Das Ac-
ceptor-Substrat ist mit Erfolg in zahlreichen prdparativen
Arbeiten variiert worden!®!. Ein Beispiel fiir die synthetische
Anwendung eines verdnderten Donor-Substrats ist bislang
jedoch unbekannt. Wie wir nun festgestellt haben, akzeptiert
die Galactosyltransferase  Uridipindiphosphat(UDP)-2-
desoxygalactose, wobei 2-Desoxygalactose stereo- und re-
giospezifisch mit f(1~4)-glycosidischer Bindung auf N-Ace-
tylglucosamin transferiert wird.

Das als Ausgangssubstanz verwendete 2-Desoxy-D-arabi-
no-hexose-6-phosphat 2 wurde durch enzymatische Phos-

[*] Prof. Dr. J. Thiem, Dipl.-Chem. T. Wiemann
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Martin-Luther-King-Platz 6, W-2000 Hamburg 13
[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und dem Bun-
desministerium fiir Forschung und Technologie gefordert. 7. W. dankt
Frau Sabine Finger fir thre Mitarbeit.
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phorylierung von 2-Desoxy-arabino-hexose 1 mit in-situ-Re-
generierung von Adenosintriphosphat (ATP) synthetisiert
(Schema 1). Sowohl die Hexokinase als auch die Pyruvatki-

OH OPO;HO
o ! 0
HO HO~
Ho OH ; ; OH
1 ATP ADP 2
i}
)’L 0PO3H®
COOH )\COOH
Pyr PEP

Schema 1. Synthese von 2-Desoxyglucose-6-phosphat (Enzyme: I Hexokina-
se-VA-Epoxy. 1l Pyruvatkinase-VA-Epoxy).

nase sind zuvor an VA-Epoxy immobilisiert worden!”!. Das
6-Phosphat 2 wurde durch Chromatographie an DEAE-Cel-
lulose (80 % Ausbeute) isoliert.

Die folgenden Schritte werden als Eintopfsynthese mit im-
mobilisierten Enzymen durchgefiihrt (Schema 2). Durch den

0PO3H® OH
) m 0
HOFE&\\ === HO
oH HO p
2 3 0POyHO
v
PP,
N
OH
1 o
U
COOH TP HO
Pyr 4  oupp
vIII vI
HO _OH
OPO3HO® UDP 0
H
)\coorc 0
PEP vil 5 Oubp
HO
OH NHAGos OH
0 uo 0
0 HO
HO o HO
Wiy OH
OH Ae
7 6

Schema 2. Enzymatische Glycosylierung (Enzyme: IIf Phosphoglucomutase,
IV UDP-Glucose-Pyrophosphorylase, V anorganische Pyrophosphatase, VI
UDP-Galactose-4-Epimerase, VII Galactosyltransferase, VIII Pyruvatkinase.
Alle Enzyme an aktivierter CH-Sepharose 4 B immobilisiert).

Reaktionscyclus wird der Cofaktor Uridintriphosphat (UTP)
stindig regeneriert, wodurch sich sowohl die Inhibierungsef-
fekte als auch die Kosten minimieren. Ein derartiger Cyclus
— mit anderem Trdger und Substraten — wurde zuerst von
Whitesides et al.l®2! und spiter auch von anderen Arbeits-
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gruppen®* “! verwendet. Mit Phosphoglucomutase III steht
das 6-Phosphat 2 mit dem 1-Phosphat 3 im Gleichgewicht,
das durch UDP-Glucose-Pyrophosphorylase IV und anor-
ganische Pyrophosphatase V in Richtung 3 verschoben wird.
Auf diese Weise konnten Withers et al.' das extrem hydroly-
seempfindliche 2-Desoxy-1-phosphat 3 isolieren. Die so syn-
thetisierte UDP-2-Desoxyglucose 4 liegt durch Katalyse von
UDP-Galactose-4-Epimerase VI mit UDP-2-Desoxygalac-
tose 5 im Gleichgewicht. Die kinetischen Parameter fiir diese
Reaktion sind von Kochetkov et al."*®) bereits bestimmt wor-
den. 5 wird von Galactosyltransferase VII als Donor-Sub-
strat akzeptiert, wobei 2-Desoxygalactose auf N-Acetylglu-
cosamin 6 bertragen wird. Das entstehende 2'-Desoxy-N-
acetyllactosamin 7 wird in 40% Ausbeute erhalten
(150 umol-MaBstab). Der Strukturbeweis erfolgt durch 'H-
und 3C-NMR-Spektroskopie sowie durch FAB-Massen-
spektrometrie (Tabelle 1). Als Nebenprodukt wird UDP ge-

Tabelle 1. Spektroskopische Daten von 7. 'H-NMR (400 MHz, [D,]JAceton,
{Ds]Aceton als interner Standard); '*C-NMR (63 MHz, H,0, CH,CN als in-
terner Standard).

P3C-NMR (freier Zucker 7): 6 = 89.59 (C-1, -Form), 93.93 (C-1, §-Form),
99.42 (C-1'), 52.80 (C-2, a-Form), 55.29 (C-2, §-Form), 32.54 (C-2), 68.30(C-3,
a-Form), 71.48 (C-3, -Form), 66.72 (C-3'), 77.87 (C-4, a-Form), 77.44 (C-4,
B-Form), 65.73 (C-4'}, 69.17 (C-5, a-Form), 73.79 (C-5, -Form), 74.65 (C-5"),
59.18 (C-6), 60.43 (C-6"), 173.31 (NH-CO-CH,), 20.97 (NHCO-CH,, a-Form),
21.25 (NHCO-CH,, f-Form)

"H-NMR (Heptaacetat von 7): 6 = 5.77(d, J,, , = 8.8 Hz, H-1, §-Form), 6.06
(d, J,..; = 3.6 Hz, H-1, «-Form), 7.15 {d, Jxn., = 9.4 Hz, NH, «-Form), 7.11
(d, Jyn.; = 9.4 Hz, NH, -Form), 4.33 (ddd, J, , = 10.4 Hz, H-2, «-Form),
4.07 (m, H-2, f-Form), 5.23 (m, 1 H, H-3), 3.95 (t. J5 , = J, s = 9.6 Hz, 1 H,
H-4), 383 (ddd, J, ., =44Hz, J,, =22Hz 1H, H-S5), 434 (dd,
Jeu.on = 12.2 Hz, 1H, H-6a), 4.23 (dd, 1H, H-6b), 4.83 (dd, J,. ,,, = 9.6 Hz,
Ji y = 22 Hz, 1H, H-1), 1.76 (ddd, J, ;.. = 124 Hz. J,, ;. = 12.5 Hz, 1H,
H-2'a), 1.95 (m, 1H, H-2), 5.04 (ddd, J,-. ,//5 o = 3.2/5.0 Hz, 1 H, H-3),
523 (m, 1H, H-4), 400 (ddd, J, , =5.6Hz, 1H, H-5), 4.20 (dd,
Jo o= 3.6 Hz, Jg, ¢n = 12.2 Hz, 1H, H-6'a), 4.11 ppm (dd, J. o = 2.0 Hz,
1H, H-6'b)

FAB-MS (freier Zucker 7): M® + 1 = 368, M® + Na = 390

bildet, das in einer durch die Pyruvatkinase VIII katalysier-
ten Reaktion mit Phosphoenolpyruvat (PEP) als Phosphat-
donor zu UTP phosphoryliert wird. Letzteres kann wieder in
die Reaktion zur Bildung von UDP-2-Desoxyglucose einge-
hen. Der Reaktionsumsatz kann durch photometrische Be-
stimmung des Phosphats nach einer modifizierten Fiske-
Subbarow-Methode!*!! quantifiziert werden. Simtliche En-
zyme des Cyclus sind an CH-aktivierter Sepharose immobili-
siert und konnen mehrfach eingesetzt werden.

Arbeitsvorschrift

Die Reaktion wird in Tris-Puffer (100 mMm, pH 7.5, 9 mL) durchgefiihrt. Der
Puffer enthilt MgCl, (10 mm), MnCl, (5 mM), KCI (40 mm), NaN, (0.02%)
und Rinderserumalbumin (BSA) (0.5%). Nach Zugabe von 2-Desoxy-D-arabi-
no-hexose-6-phosphat (2, NHP-Salz, 100 mg, 40 mm), N-Acetylglucosamin (6,
120 mg, 60 mm), PEP (82 mg, 44 mM), Glucose-1,6-diphosphat (0.1 mg, kataly-
tisch) und UTP (11 mg, 2 mM), Kontrolle des pH-Werts und Desoxygenieren
mit Helium wurden die immobilisierten Enzyme zugegeben (Phosphoglucomu-
tase (Kaninchenmuskel): 20 U, UDP-Glucose-Pyrophosphorylase (Rinderle-
ber): 10 U, anorganische Pyrophosphatase (Hefe): 20 U, UDP-Galactose-4-
Epimerase (Hefe): 5 U, Galactosyltransferase (Rindermilch): 2 U, Pyruvatki-
nase (Kaninchenmuskel): 50 U). Der Ansatz wird 2 Wochen auf dem Schiittel-
apparat bei 30 °C inkubiert. Die abfiltrierten und gewaschenen Enzyme kdnnen
wiederverwendet werden. Nach Entfernen der Phosphate an einer lonenaus-
tauschsiule (Dowex 1 x 8, H®-Form) wird das Produkt durch Gelpermeations-
chromatographie (Fractogel TSK HW-40 (S), 2x 110 cm) isoliert (53 mg,
144 umol, 40% Ausbeute).
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Direkte Lokalisierung der Hydridoliganden
im Dianion [H,Os, ,(CO),,)*>~ durch
Neutronenbeugungsuntersuchung seines
[(Ph,P),N|*-Salzes bei 20 K **

Von Alan Bashall, Lutz H. Gade, Jack Lewis*,
Brian F. G. Johnson, Garry J. Mclntyre*
und Mary McPartlin*

GroBe Hydridocarbonylcluster von Ubergangsmetallen
sind ideale Modellsysteme zur Untersuchung der Chemi-
sorption von Synthesegas an der Oberflache fester Metalle
oder kolloider Partikel*]. Mehrere zehnkernige Hydrido-
cluster des Osmiums und Rutheniums sind durch Roéntgen-
beugung charakterisiert worden!? ~#}, und die meisten haben
ein vierfach {iberdachtes oktaedrisches Metallgrundgeriist,
das von einer Hitlle dicht gepackter Carbonylliganden umge-
ben ist, die niherungsweise senkrecht zu den vier durch sechs
Metallatome definierten AuBenseiten des Grundgeriists ste-
hen. Keiner dieser Cluster weist die deutlichen Unregel-
méBigkeiten in der Anordnung der Carbonylliganden auf,
die stets mit oberflichengebundenen Hydridoliganden in
kleineren Clustern einhergehen!® “® und man nahm daher
an, die Hydridoliganden seien wahrscheinlich alle auf inter-
stitiellen Positionen zu finden. Eine Neutronenbeugungsun-
tersuchung eines dieser zehnkernigen Cluster, des Dianions

[*] Prof. M. McPartlin, A. Bashall
School of Chemistry, The Polytechnic of North London
Holloway Road, GB-London N7 8DB (GroBbritannien)
Prof. Lord Lewis, L. H. Gade, Dr. B. F. G. Johnson
University Chemical Laboratory
Lensticld Road, GB-Cambridge CB2 1EW {GroBbritannien)
Dr. G. J. Mclntyre
Institut Laue-Langevin (ILL)
156X, F-38042 Grenoble Cedex (Frankreich)

[**] Diese Arbeit wurde vom britischen Science and Engineering Research
Council (M. Mc¢ P.) und dem Foreign and Commonwealth Office (Kurt-
Hahn-Stipendium fir L. H. G.) gefordert. Wir danken Prof. J W. Lauher
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1, hat nun ergeben, daB sich alle vier Hydridoliganden auf
der Oberfldche des Metallgeriists befinden.

[HyO05,(CO),T%~ 1

Einkristall-Rontgenbeugungsuntersuchungen erméglichen
nicht die direkte Lokalisierung von H-Atomen in vielkerni-
gen Carbonylclustern von Metallen der dritten Ubergangs-
reihe, doch lassen sich mit ihnen Wasserstoffpositionen oft
durch Anwendung indirekter Methoden ermitteln, sei es daf3
man auffillige Liicken (,,gaps‘‘) zwischen den Carbonylli-
ganden aufspiirt!® ~8 oder Potentialminima bestimmt!®), So
wurde beispielsweise eine uy-Position auf der Oberflache des
oktaedrischen Clustermonoanions 2 aus der rontgenstruk-
turanalytisch ermittelten Verteilung der Liganden auf der
Oberflache abgeleitet!®’ und spdter durch Neutronenbeu-
gungsuntersuchungen bestitigt!'®). Zum ersten Mal wurde
ein interstitielles H-Atom in einem Carbonylicluster im okta-
edrischen Hohlraum des Ruthenium-Analogons von 2,

[HOss(CO),5)" 2 [HRus(CO)4) 3

dem Clustermonoanion 3!'*) nachgewiesen. Diese unerwar-
tete Lage wurde zunichst indirekt aus der extrem dichten
Anordnung der Carbonylliganden, die keinen Raum fiir ein
H-Atom auf der Oberfliche lie3, und aus NMR-Daten abge-
leitet. Diese Strukturzuordnung war anfangs umstritten!!2),
wurde aber spiter durch Neutronenbeugungsuntersuchun-
gen abgesichert!'3). Eine dhnliche oktaedrische Hydridum-
gebung liegt auch im Hexacobaltcluster [HCo4(CO),;] vor,
wie Neutronenbeugungsuntersuchungen ergaben!*¢.
Roéntgenstrukturuntersuchungen des zehnkernigen Clus-
termonoanions 4!2! sprachen ebenso fiir eine interstitielle
Lokalisierung des H-Atoms, weil sie eine vollstindige Be-
deckung des Metallgeriists durch Carbonylliganden sehr

[HOs,,C(CO),1~ 4 [05,,C(CO), 2~ 5

ahnlich der im entsprechenden nichthydridischen Dianion
515) ergaben. Da die einzige oktaedrische Lage in 4 vom
Carbido-C-Atom besetzt ist, wurde als mogliche Position fiir
einen Hydridoliganden ein leicht aufgeweiteter tetraedri-
scher Hohlraum im Cluster vorgeschlagen, was mit dem
187Qs-Satellitenmuster des NMR-Signals des Hydrid-H-
Atoms in Einklang war!*6..

Die Carbidbildung beim Aufbau dieser vielkernigen Clu-
ster wird durch Thermolyse der Os-Vorstufen in hochsie-
denden protischen Losungsmittein unterdrickt. Die Ront-
genstrukturuntersuchung von 1'%, das urspriinglich in gerin-
ger Ausbeute durch Reaktion von [Os,(CO),,] mit /BuOH
erhalten worden warl'”, ergab wiederum eine Ge-
samtstruktur, die, abgesehen vom zentralen C-Atom, kaum
von der des Carbidodianions § zu unterscheiden war. 1 wur-
de als [H,Os,,(CO),,]*>~ formuliert, da die Hydridoliganden
notwendig waren, um die fiir einen vierfach iiberdachten
Oktaeder erforderliche Zahl von 134 Geriistelektronen zu
erreichen!!*> '8 Die Anwesenheit der Hydridoliganden wur-
de '"H-NMR-spektroskopisch bestitigt. Die groBe Ahnlich-
keit der Carbonylverteilung in 1 mit der im nichthydridi-
schen Dianion 3 sprach fiir moglicherweise interstitielle La-
gen der vier Hydridoliganden. Dariiber hinaus war auch eine
Anzahl von Metall-Metall-Abstidnden im Cluster signifikant
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