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zessen beteiligt['"I 'I. Sie haben essentielle Funktionen als 
terminale Komponenten in Zellrezeptoren[", dl  zur spezifi- 
schen Anbindung von Viren, Blutgruppen- und Tumor-er- 
kennenden Antikorpern, bakteriellen Toxinen sowie einer 
Vielzahl von Lectinen['", e .  'I. Um diese Erkennungsphano- 
mene auf molekularer Ebene zu verstehen, sind Untersu- 
chungen mit entsprechenden Vergleichssubstanzen notwen- 
dig, deren Synthesen auf klassisch-chemischen Wegen zwar 
moglich, aber haufig noch stufenreich und kompliziert 
sindc2]. Der chemoenzymatische Zugang mit Sialyl-Transfe- 
rasen ist bereits zu einem praparativen Verfahren ausgearbei- 
tet ~ o r d e n [ ~ ' .  Die Isolierung dieser Enzyme ist allerdings 
aufwendig, da insbesondere die (2-3)-Sialyl-Transferasen in 
tierischen Geweben nur in sehr geringer Konzentration vor- 
liegen und aul3erst instabil sind. Zudem fiihrt die ausgeprag- 
te Acceptor-Spezifitat der Transferasen zu Einschriinkungen 
der Synthesemoglichkeiten[2d, 3b1. 

Unser Hauptaugenmerk galt zunachst der Synthese von 
haufig in der Natur auftretenden Partialstrukturen, in denen 
N-Acetylneuraminsaure 1 (NeuSAc) terminal mit P-Galac- 
tose a(2-3)- und a(2-6)-glycosidisch verkniipft vorliegt. Dar- 
iiber hinaus interessierte uns die Darstellung ungewohnli- 
cher und unphysiologischer Sialyloligosaccharide. Um 
Sialidase (EC 3.2.1 .I 8) fur Sialyloligosaccharidsynthesen 
nutzbar zu machen, mul3te zunichst untersucht werden, ob 
sie neben ihrer physiologisch bedeutsamen Hydrolyseaktivi- 
tiit auch eine Transferaktivitat aufweist. Dazu wurden. in 
Anlehnung an erfnlgreiche Umsetzungen mit anderen Gly- 
c o ~ i d a s e n ~ ~ ] .  Versuche zur Umkehr der Hydrolyseaktivitat 
(reverse Hydrolyse) und zur Transglycosylierung durchge- 
fiihrt (Abb. 1). 

O H  O H  
COOH COOH 

A c H N  H ~ o ~ - N o Z  A c W O H  

1 HO H O  2 I 

+ A  \ s' H 2 X A  

H 0 d o  $OOH 

A c H N  H O W  0 -Acceptor 

HO 

Abb. 1. Sialidase-Katalyse der Trdnssialylierung und der moglichen Nehenre- 
aktionen; I = Hydrolysr. I I  = reverse Hydrolyse, 111 = Transglycosylierung, 
A = Acceptor, S = Sialidase. 

Chemoenzymatische Synthesen yon Sialyl- 
oligosacchariden mit immobilisierter Sialidase ** 
Von Joachim Thiem * und Bernd Sauerbrei 

Sialylierte Oligosaccharide sind als Bestandteile von Gly- 
coproteinen und -lipiden an zahlreichen biologischen Pro- 
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Sialidase aus Vibrio ~holerae[~l  (1 U m L - ' )  wurde an ei- 
nem polymeren Trlger (VA-Epoxy, Riedel-de Haen) immo- 
bilisiert. So konnte das Enzym mehrmals verwendet und die 
Enzyminkubationen unter vollstandiger Abtrennung des 
Proteins definiert abgebrochen werden. Die Anbindung er- 
folgt durch Reaktion der Aminofunktionen des Proteins mit 
Epoxidgruppen des Tragermaterials[6]. Nach Gefriertrock- 
nung des Immobilisats betrug die Aktivitatsausbeute 68 YO 
(1.36 U pro g Trlger). Sechstagiges Schiitteln des Immobili- 
sats bei 26 "C im Inkubationspuffer fuhrte zu einem Aktivi- 
tiitsverlust von 2494. Die Aktivitaten der Immobilisate sowie 
des freien Enzyms lassen sich durch Hydrolyse von p-Nitro- 
phenyl -5-ace tamido-3 ,5-d~desoxy-a-~-g! lc to-2-  
nonulopyranosidonsiure 2 (aNeu5Ac-O(pNPh)) bestim- 
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men, wobei das gebildetep-Nitrophenolat bei 400 nm photo- 
metrisch quantifiziert wird (Abb. I)[']. 

Die Acceptormolekiile fur die Sialylierungen sind eben- 
falls chemoenzymatisch zuganglich. So ist die Galactosylie- 
rung von N-Acetyl-glucosamin rnit Galactosyl-Transferase 
und UDP-Galactose eine bewahrte Methode zur Darstel- 
lung von N-Acetyllactosamin 11 rsl. Der Donor 2 ist dagegen 
leicht nichtenzymatisch aus 1 in sechs Stufen erhaltlich, wo- 
bei die Umsetzung des Glycosylchlorids mit p-Nitrophenolat 
der Schliisselschritt istI']. 

Umsetzungen nach dem Prinzip der reversen Hydrolyse 
werden bei relativ hohen Temperaturen, hohen Acceptor- 
konzentrationen und rnit dem freien Zucker als Donor 
durchgefiihrt[""]. Bei einer entsprechenden Umsetzung von 1 
(aus wafiriger Losung lyophilisiert, nachdem der pH-Wert 
mit verdiinnter NaOH auf 6.4 eingestellt worden ist) in einer 
7.8 M Losung von Methyl-fi-galactopyranosid 3 (Mol- 
verhaltnis l : l .3) rnit Sialidase bei 44 "C wurden die Methyl- 
(5-acetam~do-.~,5-d~desoxy-a-~-glycero-~-gu/ucfo-2-nonulo- 
pyranosy1onsaure)-fi-D-galactopyranoside 4a, b (aNeu5Ac- 
PGal-OCH,) in nur 1 % Ausbeute erhalten. Das Verhaltnis 
von (2-3)- zu (2-6)-verkniipftem Isomer betrug laut 'H- 
NMR-Spektrum 1 : 10. 

Gegeniiber der reversen Hydrolyse werden Transglycosy- 
lierungen zumeist bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt 
und liefern im allgemeinen hohere A ~ s b e u t e n ~ ~ " ~ .  Sie bediir- 
fen allerdings Donoren, bei denen der zu iibertragende Zuk- 
ker in aktivierter Form. z. B. als Glycosid vorliegt. Zunachst 
wurden nach diesem Prinzip Inkubationen rnit dem freien 
Enzym bei 26 'C durchgefiihrt, wobei 2 als Donor und 3 als 
Acceptor zum Einsatz kamen. Der Abbau von 2 liefi sich 
photometrisch bei 400 und 303 nm (Absorption von 2) ver- 
folgen. Um die Hydrolyse der Produkte einzudammen, wur- 
den die lnkubationen abgebrochen, sobald 65-75 YO des 
Edukts umgesetzt waren. Durch Variation der Acceptorkon- 
zentration konnte sowohl die Ausbeute als auch das Verhdt- 
nis der isomeren Produkte erheblich beeinflufit werden (Ta- 
belle 1). In allen Fallen wurde aber hauptsachlich das 

Tabelle 1. Trdnssi;ilylierungen rnit freier Sialidase. Donor: nNeuSAc-O(pNPhj 
2. Acceptor: flGal-OCH, 3. 

Molverhaltnis Acceptorkonzen- Gesamt- Molverhiltnis 
Donor :Acceptor tration [mol L-'1 ausbeute [%I 4 a : 4 b  

I : 4  0.67 1.8 1 : 1.6 
1 : 7  2.37 9.8 1 :8.8 
1 : I S  3.37 8.4 1 :9.0 

(2-6)-Isomer erhalten, was vermutlich auf eine partielle hy- 
drolytische Spaltung der Produkte zuriickzufiihren ist, da  
Sialidase aus Vibrio cholerue das (2-3)-Isomer schneller hy- 
drolysiert als das (2-6)-I~omer["~. Eine weitere Erhohung der 
Ausbeuten kann durch den Einsatz der immobilisierten Siali- 
dase erzielt werden. Der Grund hierfiir ist noch ungeklart. 

Die Inkubationsbedingungen und Ergebnisse fur die un- 
tersuchten Acceptoren sind in Tabelle 2 zusammengestellt. 
Die Verkniipfungsmuster der synthetisierten Di- und Trisac- 
charide sind ' H-NMR-spektroskopisch belegt (Tabelle 3). 
Die biologisch bedeutsamen (2-3)- und (2-6)-glycosidischen 
Bindungen von aNeu5Ac an fi-Galactose sind in den Pro- 
dukten 4a, 4h, 10a, 10h. 12a und 12b (Tabelle 4) verwirk- 
licht. Dabei gilt: je grofier der Acceptor, desto geringer die 
Ausbeuten. 

Der Acceptor 3 wurde nicht nur unter Standardbedingun- 
gen, sondern auch in Wasser rnit 3OVol.-% Dimethylsulf- 
oxid (DMSO) umgesetzt. Um die gleiche Ausbeute zu errei- 
chen, mufiten Inkubationsdauer und Enzymkonzentration 
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Tabelle 2 .  Transsialylierungen mil immobilisierter Sialidase. 

Accep- Rkts: i [h] Produkt Verhiltnis von 3- Gesamt- 
tor beding. [a] zu 6-Isomer[b] ausb. [%I 

3 a) 41 4a,  b 1 :2.9 20 
3 b) 120 4 a , b  1:2.0 20 
5 a) 48 6a, b 1 :6.0 24 
7 a) 48 8 a ,  b 1:3.2 16 
9 a) 45 IOa, b 1 :2.0 16 

11 a) 68.8 1Za ,b  1.2.8 14 

[a] Siehe Arbeitsvorschriften. [b] Durch 'H-NMR-Spektroskopie und HPLC 
bestimmt. 

Tabelle 3. Ausgewdhlte charakteristische 'H-NMR-Daten der dargestellten 
Sialyloligosaccharide i400 MHz, D,O). 

4a:6=4.31(d,1H,H-1.J1,,=X.0H~),3.87(s,3H,OCH,),2.73(dd,1H. 
H-3 ' ig . ,  J,. aq,3 .  *~ = 12.2 Hz. J,. a q , a  = 4.7 Hz), 2.04 (s. 3H.  NAc), 1.69 (dd, 
1 H, H-3'ax. J,.m,,4. = 12.2 Hz); 4b: 6 = 4.39 (d. I H, J1.2 = 8.0 Hz), 4.08 (dd. 
lH.H-3.J,,,=9.7H~,J,,,=3.2Hz),3.87(~.3H,OCH,),2.78(dd.lH,H-3' 
dq, J,, .4, 1. ", = 12.0 Hz, J,. a q , 4 .  = 4.6 Hz). 2.04 (s, 3H. NAc), 1.78 (dd, 1 H, 
H-3'ax. J ,  = 12.0 Hz); 6 = 4.81 (d, I H. H- I .  J i ,z = 3.3 Hz), 3.41 (s, 
3 H, OCH,). 2.73 (dd, 1 H, H 4. J3. ap Jar = 12.3 Hz). J,. = 4.6 HL), 2.04 
(~,3H.NAc);1.68(dd,lH.H-3'~~,J,.,,,,.=12.3H~);6b:6=4.X8(d,1H, 
H-1, J1 ,2=3.3HZ) .4 .30(dd .  I H ,  H-3. Jz , ,=1O.0Hz.  J 3 , , = 2 . 6 H r ) ,  3.41 
(S, 3 H , 0 C H 3 ) . 2 . 7 3 ( d d ,  I H .  H-Ylq, J3 .mq,3 .ax=12.3Hz,  J3.aq,d =4.6Hz) .  
2.04 (s. 3H. NAc). 1.81 (dd, 1 H. H-3'ax. J,.,.,. = 12.3 Hz); 8a :  6 = 4.38 (d. 
1 H, H-I. J, ,z = X.OHz), 3.57 (s. 3H. OCH,). 2.78 (dd. 1 H. H-3'dq, 
J,.,,,,,, = 12.4Hz,J3.,,,. =4.8Hz),2.03(~,3H.NAc),1.72(dd,IH,H-3'ax, 
J,.,.,,. = 12.1 Hz);Sb:S = 4.51 (d. I H. H-1. J , ,> = 8.0 Hz).4.l2(dd. 1 H. H-3, 
. 1 2 , , = 1 0 . 0 H ~ .  J,,,=tO.OHz), 3.57 (s, 3H.  OCH,). 2.71 (dd. I H ,  H-3~2q. 
J,.aq,3..,= 12.4Hz,J,.,,.,.=4.8Hz).2.04(s.3H.NAc). 1.77(dd,lH,H-3'ax,  
J,.a,,4, = 12.4Hzj; IOa: 6 = 4.43 (d, I H .  H-1. J , ,2 = 8.0Hz). 4.41 (d. l H ,  
H-I', J, ,, = 8.0 Hz:I, 3.88 ( s .  3 H ,  OCH,). 2.71 (dd. 1 H, H-3"iq. 
Jr,,.,..,,= 12.8Hz. J3..,,,,..=4.6Hz). 2.02 (s, 3H. NAc), 1.75 (dd, I H ,  H- 

I H , H - l , J , , , = 8 . 1 H ~ ) , 4 . 1 1  (dd, 1 H , H - 3 ' , J i . , , . = 1 0 . 0 H ~ ) , 3 . 8 8 ( s , 3 H .  
OCH,), 2.78 (dd, 1 H. H-3"iq. J3..oq,3.nx = 12.8 Hz. J3,.sq,4. = 4.9 Hz), 2.02 (s. 

H-l~,Jl,,=2.2H~),1.44(d,1H,H-l',J,.,,.=8.0Hz),2.67(dd,1H,H-3"aq, 
J,..,,,,..,, = 12.4 Hz, J3..aq,4. = 4.8 Hz), 2.07 (s. 3H.  NAc (PGlcNAcj), 2.03 (s, 

(d. 1 H. H-1'. J,.,, = 8.0 HZ), 4 11 (dd, 1 H, H-3'. J, .,,. = 9.1 Hz, 
J,.,,. = 2.8 Hz), 2.77 Idd, 1 H. H-3"iq. J,..,,,,..,, = 12.2 Hz. J,..,,,,.. = 4.4 Hz), 

H-3"ax. J,.,,,,. = 12.2 Hz). 

3"ax. J ,  .*,, *. = 12.5 Hz); fob :  6 = 4.52 (d. I H, H-I'. JI.,>. = 7.9 Hz), 4.39 (d, 

311, NAc). 1.79 (dd, 1 H, H-3"ax. J,.., ,,+.. = 12.5 Hz; 12a: 6 = 5.18 (d. 1 H. 

3H.NAc(aNeuSAc)),1.71 (dd.lH,H~3"ax.J,..,,,.. = 12.4Hz):12b:6 =4.84 

2.04 (s. 3H. NAc (uNeu8Ac)). 2.08 (s. 3H. NAc (PGlcNAc)), 1.80 (dd. 1 H, 

drastisch erhoht werden. Organische Cosolventien konnten 
aber zur effektiven Sialylierung weniger polarer Acceptoren 
von Interesse sein. 

Die Saccharidstruktur von l o b  ist ein in Gangliosiden 
immer wiederkehrendes Fragment['b1, wohingegen fur das 
(2-6)-verkniipfte Analogon 10a ebenso wie fur 6a, 6b und 
8 b bisher keine biologische Relevanz nachgewiesen wurde. 
12a und 12b sind universelle Bausteine vorrangig von N- 
glycosidischen Glycoproteinen, aber auch von Cangliosi- 
den" ' I ,  Die in 8a realisierte Sialylierung von /I-Glucose an 
der 6-Position ist in der Natur bisher nur vereinzelt in Gang- 
liosiden[" und in Glycolipiden aus Seeigeln der Gattung 
S~rongylocentrotus intermedius" Obi  angetroffen worden. 

Im Vergleich zu den iibrigen Acceptoren ergibt die Umset- 
zung von Methyl-a-D-galactopyranosid 5 nicht nur die hoch- 
ste Gesamtausbeute, sondern auch ein ungewohnliches, zu- 
gunsten der (2-6)-Bindung verschobenes Isomerenver- 
haltnis. Zur Interpretation kann eine spezifische Wechselwir- 
kung mit dem Enzym herangezogen werden, die auf dem 
grofieren Raumbedarf und der erhohten Hydrophobie an 
der Molekiilunterseite von 5 beruht. 

Diese Synthesen von Sialyloligosacchariden zeigen gegen- 
iiber Sialyl-Transferase-katalysierten Reaktionen geringere 
Ausbeuten und eine weniger ausgepragte Regioselektivitat. 
Letzteres ermoglicht aber den unkomplizierten Zugang zu 
(2-3)-verkniipften Sialyloligosacchariden, deren Synthesen 
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Tabelle 4 Transsialylisrungen mit immobilisierter Sialidase 

Acceptoren P roduk te  
( 2 - 6 ) - l s o m e r e  (2  - 3)- Isomere 

@Gal-OCH, 
3 

aGal-OCH, 
5 

pGlc-OCH, 
7 

PGo l (  1 - 4 ) P G l c - O C H 3  
9 

PGo l (  1 - 4 ) G l c N A c - O H  

11 

A c H H o W & W  HO HO OCH, ' 

OH 
OH 80 HO 

OCH,  
nu 

HO 

~, . 1 Oa 
OH 

HO 

AcH 
OH 

H NHAc 
HO 

120 

H o W d C H ,  

6b 
A C H # 0  

HO OH 

nicht nur mit klassisch-chemischen Methoden sondern auch 
mit der (2-3)-Sialyl-Transferase unbefriedigend sind, solange 
dieses Enzym ncch nicht auf gentechnologischem Wege in 
ausreichendem MaRe produziert wird. Auch die geringe 
Aglycon-Spezifitat der Sialidasen erweist sich von Vorteil, da  
sie Sialylierungen unphysiologischer Acceptoren zulaDt. 
Sialidasen sind zudem vergleichsweise problemlos zu isolie- 
ren, leicht zu handhaben und begnugen sich mit relativ einfa- 
chen Ausgangsvcrbindungen. 

Arheitsvorschriften 
ImmobilisierungderSialidase: In 1 mL Eniymlosung(1 U m L - ' )  und 4mL 1 M 
Kaliumphosphat-Puf~er (pH 7.5) werden 500 mg VA-Epoxy suspendiert und 
3d bei 20°C geschuttelt. Danach wird das lmmobilisat mehrmals mit 0.1 M 

Kaliumphosphat-Pufl'r gewaschen (pH 7 5 )  und anschlieDend mit 2 mL 5 
proz. Mercaploethaiiol-Losung (pH 8 0) 3 d bei 20°C unter Schiitteln 
nachbehandelt. Nach nochmaligem Waschen betrug die Aktivitltsausbeute des 
lyophilisierten Priparats 68% (1.36 U g- ' ) .  

Sialylierungen init inimobilisierter Sialidase. a) 25 pmol Donor 2, 175 pmol 
Acceptor und 40mg (1,0 m u )  lmmobilisat werden in 130 pL entgastem Inkuba- 
tionspuffer (0.1 M NaOAc, 0.5 mM CaCI,. 0 03% NaN,. pH 5.5) angeteigt und 
be! 26 C inkubiert ( ~ i e h e  Tabelk 2). Die Reaktionen werden durch Verdiinnen 
mit bidestilliertem HiO und sofortigem Abzentrifugieren des Immobilisats ab- 
gebrochen. Die Aufarbeitung erfolgt durch Anionenaustauschchromatogra- 
phte (Dowex 1 x 2, PO:--beladen)[3b] Die sich anschlieDende gelchromato- 
graphische Entsalzung (Sephadex G 15) der Produktfraktionen wird 
konduktomelriach uherpriift. b) Dem Inkubationspuffer werden 30VoI.- % 
DMSO rugesetzt, ansonsten gleiche Vorgehensweise wie unter a) beschrieben. 
Analytische HPLC m r  Quantifizierung der Stellungsisomere[l2] (siehe Tabel- 
le 2): Saule: Lichrosorb-NH, ( 5  x 240 mm). Laufmittel: 15 mM KH,PO,/Ace- 
tonitril 28 -72. FluBriite. 1.2 mLmin-l .  Detektion bei 200 nm. 
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Mikroporose Siliciumdioxidfilme 
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Diinne keramische Filme werden zunehmend als optische 
oder schiitzende Beschichtung in der Mikroelektronik einge- 
setzt. Mikroporose Keramikmembranen mit Porendurch- 
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