Kontinuierliche katalytische Herstellung
von N-Acetyllactosamin **

Von Guido F. Herrmann, Udo Kragl und Christian Wandrey *

Oligosaccharide riicken aufgrund ihrer Bedeutung als de-
terminante Strukturen von Glycopeptiden und Lipopolysac-
chariden in den Blickpunkt des Interesses der immunologi-
schen und der pharmakologischen Forschung!!l, Neben den
chemischen Methoden zur Synthese von O-Glycosiden eta-
blieren sich seit einer Dekade auch enzymatische Verfah-
renf?l. Mit beiden Ansitzen sind bisher groBere Mengen der
Zielsubstanzen nur schwer zuginglich!. Der Einsatz von
Enzymen als homogene Katalysatoren bei Reaktionen in
einem Enzym-Membran-Reaktor hat sich als wertvolles
Werkzeug in der organischen Synthese erwiesen!*. Bei der
enzymkatalysierten Synthese von N-Acetylneuraminsdure in
einem Enzym-Membran-Reaktor konnte gezeigt werden,
daB auf diese Weise eine groBere Menge dieser Substanz
herstellbar ist[*1,

Wir berichten hier {iber die enzymkatalysierte kontinuier-
liche Synthese von N-Acetyllactosamin 3 (LacNAc) in einem
Enzym-Membran-Reaktor. Ebenso wie N-Acetylneuramin-
sdure ist 3 Strukturbestandteil vieler biologisch aktiver
Oligosaccharide!], Neben chemischen Synthesen von 316!
und Herstellungsmethoden, bei denen 3 Bestandteil hoherer
Oligosaccharide!™ ist, beschiiftigen sich mehrere Au-
toren mit dem Einsatz ciner Galactosyltransferase (E.C.
2.4.1.38)!8) zur Synthese von 3. Die bislang geringe Verfiig-
barkeit dieses Biokatalysators, sein hoher Preis!®! und die
geringe Stabilitdt des Enzyms erschweren seinen Einsatz in
der Synthese. Ein alternativer Biokatalysator ist eine ff-Ga-
lactosidase (E.C. 3.2.1.23)[*°] insbesondere die f-Galactosi-
dase aus Bacillus circulans, die den Zugang zu 3 in hoher
Regioisomerenreinheit erméglicht!* %2,

Abbildung 1 zeigt das Reaktionsschema der hier vorge-
stellten kontinuierlichen Synthese. Ausgehend von Lactose 1
wird in einer Transgalactosylierung der Galactoseteii von 1
auf den Acceptor N-Acetylglucosamin 2 iibertragen, und so
3 erhalten (Abb. 1a). In einer Parallelreaktion wird der Ga-
lactosyldonor 1 zu Galactose und Glucose 4 hydrolysiert
(Abb. 1b). Das Zielprodukt 3 ist auch Substrat der p-Galac-
tosidase und wird in einer Folgereaktion vom Enzym wieder
hydrolysiert (Sekundirhydrolyse, Abb. 1¢).
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Abb. 1. f-Galactosidase(E)-katalysierte Synthese von N-Acetyllactosamin 3; a)
Transgalactosylierung, b) Hydrolyse des Donors (Parallelreaktion), ¢) Hydro-
Iyse des Produkts (Sekundirhydrolyse).
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Untersuchungen zur Enzymstabilitit zeigen, daB f-Galac-
tosidase ein sehr stabiles Enzym ist!''], das auch aufgrund
seines geringen Preises und seiner Verfiigbarkeit ein niitzli-
cher Katalysator fiir die Synthese ist®2!, Durch Variation
der Konzentrationsverhéltnisse von 1 und 2 konnte das Ver-
héltnis von Transgalactosylierung zu Hydrolyse des Donors,
d.h. die Selektivitiit!! 3 der enzymatischen Reaktion, fiir den
kontinuierlichen Prozel optimiert werden.

Durch die Wahl einer geeigneten Verweilzeit © der Reak-
tionslosung im Reaktor konnte die Sekundirhydrolyse des
Produkts 3 minimiert werden. Abbildung 2 zeigt den Kon-
zentrations-Zeit-Verlauf der kontinuierlichen p-Galactosi-
dase-katalysierten Synthese von 3 in einem Enzym-Mem-
bran-Reaktor iiber 100 Stunden. Uber den Reaktionszeit-
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Abb. 2. Konzentrations-Zeit-Verlauf der kontinuierlichen Synthese von N-Ace-
tyllactosamin 3 in einem Enzym-Membran-Reaktor; Ausgangskonzentration:
120 mum Lactose 1, 300 mM N-Acetylglucosamin 2, 100 mm KH,PQ,, 2 mM
MgCl,-6 H,0, 5 mM Dithiothreitol; pH 6.8; 25°C; 3 mgmL ™' -Galactosida-
se; Verweilzeit: 1= 0.25h bist = 0.5 h.

raum arbeitet das Enzym ohne merkliche Desaktivierung.
Die Verweilzeit wurde von 7 = 0.25 h bis t = 0.5 h variiert.
Mit zunehmender Verweilzeit steigt die Konzentration von 3
und damit die Ausbeute leicht an™*, Der Umsatz von 1
nimmt von 0.37 auf 0.51 zu. Die Selektivitat sinkt mit stei-
gendem Umsatz von 0.26 (r = 0.25 h) auf 0.22 (t = 0.5 h).
Die Raum-Zeit-Ausbeute erreicht bei einer Verweilzeit von
7 = (.25 h einen Wert von 442 g L~ ! d ! und sinkt bei einer
Verweilzeit von 7 = 0.5 h auf einen Wert von 261 gL~ ' d~ L.
In 100 h konnten 11.3 g 3 hergestellt werden. Die Raum-
Zeit-Ausbeute konnte im Vergleich zu der Galactosyltrans-
ferasekatalysierten Synthese von 3 nach Wong et al.®* um
den Faktor 130 gesteigert werden. Da die MabBstabsver-
groBerung eines Emzym-Membran-Reaktors linear moglich
istt151 wurde somit ein Skonomischer und einfacher Zu-
gang zu groBeren Mengen von 3 erdffnet! ). Die hier vorge-
stellte Synthese ist die erste kontinuierliche Synthese eines
Disaccharides in homogener Katalyse. Aufgrund des breiten
Substratspektrums der p-Galactosidase aus B. circulans!!”]
ist auch die Synthese von Derivaten von 3 mit dieser vorteil-
haften Technik méglich.

Experimentelles

Der Enzyin-Membran-Reaktor (Volumen 10 ml. (Bioengineering, Wald,
Schweiz) mit eingelegter Ultrafilirationsmembran (YM-3, Amicon, Witten))
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und ein vorgeschaltetes Sterilfilter (0.2 pm, Sartorius, Gottingen) werden im
Autoklaven 0.3 h bei 120 °C sterilisiert (der Versuchsaufbau entspricht dem in
{4} und {S} beschriebenen). AnschlieBend werden mit der Pufferlosung (100 mm
KH,PO,, 2 mM MgCl,-6 H,0, 5 mm Dithiothreitol, pH 6.8) 10 mg Rinderse-
rumalbumin und 30 mg f-Galactosidase (150 Units) aus Baciflus circulans
(Daiwa Kasei K. K., Osaka, Japan) in den Reaktor eingespiilt. 2.6 L sterile
Substratiésung (120 mm Lactose 1, 300 mM N-Acetylglucosamin 2 in Pufferls-
sung) werden nachfolgend mit Verweilzeiten zwischent = 0.25hundt = 0.5h
durch den Reaktor gepumpt. Dies entspricht Volumenstrémen von 40 mL h™*
bis 20 mL h™!. Am Reaktorauslauf werden regelmiBig Proben entnommen
und chromatographisch analysiert (HPLC, Siiule: ET 250/8/4 Nucleosil 5 NH,
(Macherey-Nagel, Diren), 250 mm x 4 mm, Laufmittel: 75/25 (v/v) Acetoni-
tril/Wasser, FlieBgeschwindigkeit: 1 mL min ~!, R1-Detektion, Kapazititsfak-
toren k': N-Acetylglucosamin 0.84, Galactose 1.26, 3 2.09, Lactose 3.09). Zur
Produktisolierung wurde die Losung (Gehalt an 3: 11.3 g) auf 0.68 L eingeengt.
Zur Charakterisierung des Produkts wurde ein kleiner Teil dieser Losung
(0.02 L) an 2/1 (w/w) Aktivkohle (Darco, 20-40 mesh)/Celite AFA (38 cm x
3.5 cm, Eluent: H,0 mit 0% -10% (v/v) Ethanol, 0.5 bar) chromatographiert.
Die Fraktionen von 3 wurden gesammnelt und lyophilisiert. 0.19 g 3 wurden
isoliert. Die gaschromatographsiche Analyse (Sdule: OVi (Machery-Nagel,
Diiren), 25 m x 0.25 mm, He, Temperatur: 275 °C, Silylierung analog[18]) zeigt
als Nebenprodukt 4.7% N-Acetylallolactosamin (GalB(1,6)GlcNAc) (Kapazi-
titsfaktoren k': 3 5.00/5.35, Allo-3 3.65/4.24). Korrekte Elementaranalyse.
[0]50.5:c = 25.38 (¢ = 0.1 in H,0). Das "H-NMR-Spektrum (500 MHz, D,0,
{D,IDSS [3-(Trimethylsilyl)-1-propansulfonsdure], 4 = 2.04 (3H, s, NHAc,
GlcNAc), 4.47 (1H, d, J, ,=7.5Hz, H1, Gal), 5.2 (1 H, s, H1, GlcNAc)) und
das 50 MHz-*>C-NMR-Spektrum fiir 3 stimmen mit den Literaturdaten[8a,
10d] dberein.
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Benzokondensierte Phosphor-Kohlenstoff-
Vierringe **

Von Udo Heim, Hans Pritzkow, Ulrich Fleischer
und Hansjorg Griitzmacher *

Professor Hans Bock zum 65. Geburtstag gewidmet

Der polarisierende Effekt von Silylsubstituenten!!) auf
Mehrfachbindungssysteme ist stark ausgepragt und experi-
mentell gut belegt!®!. Wir haben den EinfluB3 einer Trimethyl-
silylgruppe auf die Doppelbindung von Methylenphos-
phonium-Salzen ! untersucht. Populationsanalysen der be-
rechneten Molekile H,P=CHJ 1[¢(P): +0.7, ¢{C): —0.2),
H,P=C(SiH,)S 2[g(P): +0.7, ¢(C): —0.7]", Me,P=CHJ
3[q¢(P): +1.0, ¢(C): —0.2] und Me,P=CH(SiH,)" 4 [¢(P):
+1.0, g(C): —0.5]"] ergeben eine Zunahme der Ladungs-
differenz zwischen dem Phosphor- und dem Kohlenstoft-
atom der Doppelbindung von etwa 0.2-90.3 e pro Silylgrup-
pe, die als n-Acceptor wirkt®). Diese Differenz wird durch
den Austausch der Wasserstoffatome am Phosphoratom ge-
gen Methylgruppen noch verstarkt. Die polarisierende Wir-
kung der Silylgruppe kann fiir eine einfache und ergiebige
Synthese von neuartigen, viergliedrigen Phosphor-Kohlen-
stoff-Heterocyclen genutzt werden!”l.

Die halogenierten Ylide 5 reagieren mit AlCl; nahezu
quantitativ zu den bisher unbekannten Dihydrophosphe-
tium-Salzen (Schema 1)!81, Ihr Entstehen 1d8t sich aus inter-
medidr gebildeten Methylenphosphonium-lonen 7 (7a:
Aryl = Phenyl, 7b: Aryl = Naphthyl) durch einen inframo-
lekularen elektrocyclischen Ringschlufy erkliren. Der ener-
getisch giinstige Wechsel der Koordinationsgeometrie von
trigonal-planar am elektrophilen Phosphoratom in 7 zu te-
traedrisch in 6 gleicht den Verlust der Konjugationsenergie
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