
ZUSCHRIFTEN 
JIx~w.>lp =167.0 Hz); IR (KBr): vH =1755, vD =1250 cm-'; Kristalldaten fur 1: 
T = -160°C; a = 9.841(1), b = 20.478(3), r =17.280(3) A, /{ = 95.70(1)", Z = 4, 
p,,,, =1.734 g ~ m - ~ ,  Raumgruppe P2,/n, R(F) = 0.033, Rw(F) = 0.035 [7]. 
2: In einem 20-mL-Kontes-GefaO mit Durchstichkappe lost man 1 (0.200 g, 
0.221 mmol) in ca. 10 mL Hexan. Die Losung wird in flussigem Stickstoff abgekuhlt 
und das ReaktionsgefaD evakuiert. Man setzt das Gemisch unter 1 atm CO, ver- 
schliel3t das GefaD, erwarmt auf Rdumtemperatur und ruhrt weitere 24 h. Man 
filtriert und uberfiihrt das Filtrdt in ein Schlenk-GefiiR. AnschlieRend wird die 
Losung auf ca. 1 mL eingeengt. Nach 3-4 Tagen bei -20°C konnen braune 
Kristalle isoliert werden. (Ausbeute 0.190 g, 92%); EkmentdranalySe fur 
W,P,O,C,,H,,, ber. (gef.): C 32.21 (31.88). H 6.49 (6.27); 'H-NMR(22"C, C,D,): 
5 = 4.63 (sept, 4H, OC(H)(CH,),), 1.56 (d, 12H, OC(H)(CH,),). 1.41 (d, 12H, 
OC(H)(CH,),), 2.24, 2.14, 2.05. 1.86, 1.29, 1.26, 0.801, 0.468 (Sd, 24 H. 
(CH,),PCH,CH,P(CH,),); ',C{lH}-NMR ( 2 2 ° C  C,D,): 6 = 224.0 (m. 1 C, CO, 
JL8q..ljr =158.6, Jx~C.~lPlr,ons, = 27.3. Jt,,.,,,,,,,,>4.8 Hz); "P('H}-NMR (22"C, 
C,D,): 6 = 15.7 (AB quart, 2P, dmpe), 6.8 (dd, 1 P, dmpe), -3.0 (dd, 1 P, dmpe); 
simulierte Kopplungskonstanten (Hz) fur das ABMX-System: JAB = 85, JAM =16, 
JAx = 0. JHM = 0, JBx =13, JMx = 23.5, JW.P,Al = 370, J,.,,,, = 260, JW.PIMl =190.5, 
JW.Ptxi =130; IR (Nujol): vco =1827, vllco =1784cm-'; Kristalldaten von 
2-0.5Tolu01: T =  -17O"C, u=19.546(3), b=21.745(4), c=l8.114(3)A, Z =  8, 
pher. = 1.688 g ~ m - ~ ,  Raumgruppe Pbca, R(F) = 0.051, Rw(F) = 0.046 [7]. 
3: In einem Kontes-GefiiD mit Durchstichkappe wird 1 (0.200 g, 0.221 mmol) in ca. 
10 mL Toluol gelost. Wie vorher beschrieben, setzt man das Reaktionsgemisch 
unter 1 atm CO, um 2 herzustellen. Die Losung von 2 wird in ein Schlenk-GefiiB 
uberfuhrt, fugt dann eine 1.1 1 M Losung H,O in THF (600 pL, 0.662 mmol) rnit 
einer pL-Spritze hinzu, und IHDt ohne zu ruhren das Redktionsgemisch bei Raum- 
temperatur 24 h stehen, wobei sich orange Nadeln abscheiden. Die Mutterlauge 
wird mit einer Kaniile entfernt. Man wdscht den orangen Feststoff zweimal rnit 
5 mL Hexan und trocknet ihn im Vakuum (Ausbeute: 0.148 g, 97%). 3 kann auch 
direkt aus kristallinem 2 in vergleichbaren Ausbeuten hergestellt werden. Fur eine 
Kristdllstrukturanalyse geeignete Kristalle wurden aus CH,CI, erhalten. Elemen- 
taranalyse furW,P,O,C,,H,,, ber. (gef.): C 21.21 (20.83), H 4.38 (4.43); 'H-NMR 
(22"C, [DJPyridin): S = 0.900, 2.23 (16 Dubletts, die auf das Vorliegen von zwei 
Rotameren im ungefiihren Verhiltnis von 1.0:1.2 hinweisen); "P{'H}-NMR 
(22°C. D,O): b =13.9 (m, 1 P)% 8.5 (m, I P). 0.767 (m, 2P); IR (KBr): vm =1800, 
vi,co =1755 cm-'; Kristdlldaten von 3'4CH,CI,; T = -169"C, a =13.282(2). 
b =14.308(3). r =15.319(3) 8, ,B = 97.88(1)", Z = 4, pbor. = 2.105 gem-,, Raum- 
gruppe P2,/n. R(F) = 0.0245, Rw(F) = 0.027 171. 
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Ein Multienzymsystem zur Eintopfsynthese 
des Si a1 yl-T-Antigens* * 
Vladimir Kien" und Joachim Thiem 

Die mannigfaltige Rolle der Kohlenhydrate bei zahlreichen 
biologischen Erkennungsprozessen wird zunehmend erforscht ['I. 
Als weit verbreitetes Strukturelement in Glykokonjugaten ist 
die Sialinsaure besonders wichtig, weil sialylierte Strukturen fur 
eine Vielzahl von Bioprozessen von zentraler Bedeutung sind[*], 
z.B. bei Zell-Zell-We~hselwirkungen[~~, bei Immunreaktionen 
und beim Abbau von Glyk~prote inen[~~;  sie sind ferner ent- 
scheidende Struktureinheiten bei einigen Antigendeterminanten 
in Tumoren['l. Das Thomsen-Friedenreich-Antigen (T-Antigen) 
GalP(1 + 3)GalNAc-a-0-Ser gehort zu den Antigenen, die mit 
den Blutgruppen-Determinanten verwandt sind und die in Epi- 
theltumoren gebildet werdenI61. Ein sialyliertes Epitop, 
NeuSAca(2 + 3)GalP(1 + 3)GalNAc 3 (Schema I) ,  findet sich 
in GM,-Glykolipiden, menschlichen Erythrocyten[', '1 und in 
einem Knochenmark-Makrophagenlektin[']. Die Herstellung 
dieses Epitops ist besonders fur immunologische Untersuchun- 
gen und die Gewinnung von kunstlichen Antitumor-Impfstof- 
fen von BedeutungL8]. 

Die enzymatische Synthese derartiger Epitopstrukturen und 
ihrer Derivate hat sich vor allem dann als vorteilhaft erwie- 
senLg, lo], wenn Glycosyltransferasen rnit einer In-situ-Regene- 
rierung der Zuckernucleotide eingesetzt wurden[", "I. Als Aus- 
gangsmaterial fur die Herstellung der Verbindung 3 wurde 
Gal/3(1 + 3)GalNAc 2 benotigt. Dieses konnte entweder in ei- 
ner aufwendigen Vielst~fensynthese['~~ oder durch enzymati- 
sche Transglycosylierung rnit 0-Galactosidasen aus Rinderho- 
den und Escherichia coli in allerdings nur 21 % Au~beute[ '~]  
gewonnen werden. Beide Methoden sind ziemlich kompliziert, 
und entsprechend teuer ist das Disaccharid (ca. 100 DMjl mg). 
Ein kombinierter sequentieller Einsatz von Glycosyltransfera- 
sen" '1 oder von Glycosidasen und Glycosyltransferasen unter 
Einbeziehung der CofaktorregenerierungI' uberfiihrt den 
komplizierten MehrstufenprozeB in eine Eintopfreaktion und 
vermeidet aufwendige Reinigungsverfahren bei Zwischenpro- 
dukten. Die Hydrolyse der Disaccharid-Intermediate wird 
durch deren Glycosyltransferase-vermittelte Umwandlung in 
ein Oligosaccharid unterbunden, das selbst kein Substrat fur die 
Glycosidase ist. Uber eine derartige chemoenzymatische Syn- 
these von NeuSAca(2 + 6)-LacNAc unter Einsatz kommerziell 
verfugbarer /3-Galactosidase aus Bacillus circulans und a-2,6- 
Sialyltransferase aus Rattenleber ist kiirzlich berichtet wor- 

Wir beschreiben hier die Herstellung des sialylierten 
antigenen T-Epitops 3 durch eine Multienzymsynthese rnit Co- 
faktorregenerierung im Eintopfverfahren (Schema 1). 

Im kurzlich bearbeiteten Fall[''] lagen die pH-Optima der 
Enzyme in einem engen Bereich, was die Durchfiihrung einer 
Multienzymsynthese erleichtert. Das pH-Optimum der CMP- 
NeuSAc-Synthase (CMP = Cytosinmonophosphat) aus Kalbs- 
hirn liegt bei 9.0'". ' *I, das der cc-2,3-Sialyltransferase (ST) aus 
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Schweineleber bei 6.5 und das der /I-Galactosidase aus Rinder- 
hoden (BTG) bei 4.3'15'. Obwohl das pH-Optimum der a-2,3- 
ST bei 6.5 liegt, werden die praparativen Ansatze durchweg bei 
pH 7.5 durchgefuhrt, damit die Zersetzung der aktivierten Neu- 
raminsaure (CMP-NeuSAc) bei niedrigerem pH vermieden 
wird. Offenbar ist dieser pH-Wert fur die CMP-NeuSAc-Syn- 
thase sowie fur die meisten Enzyme zur Regeneration von CTP 
noch immer tolerabel. Die entscheidende Frage war nun, ob 
BTG bei einem weit vom Optimum entfernten pH-Wert zur 
Synthese der Disaccharid-Intermediate geeignet ist. 

Nach Distler und Jourdian[lsl zeigt BTG bei pH 7.5 fur das 
Substrat Lactose noch etwa 19 % der maximalen Aktivitat. 
Wird p-Nitrophenyl-/I-D-galactopyranosid (p-NP-Gal) verwen- 
det, kann der Anteil an freigesetzter Galactose auf etwa 30% 
gesteigert werden. Tatsachlich ist die Transglycosylierungsakti- 
vitat von Glycosidasen haufig unter basischeren Bedingungen 
nachhaltiger ausgepragt als am pH-Optirn~m['~'.  Daher sollte 
eine entsprechende pH-Verschiebung die Transglycosylierung 
begunstigen. Dazu kommt, daB die Aktivitat von BTG in Ge- 
genwart von N-Acetyllactosamin etwa doppelt so hoch ist wie 
ohne diese Verbind~ng~''], die offenbar als Acceptor fur die 
abgespaltene Galactose dient und damit das Gleichgewicht ver- 
schiebt. 

Beide Befunde sollten die Umsetzung giinstig beeinflussen. 
Das Konzept wurde unter realen Bedingungen (Na-Kakodylat- 
Puffer 25 mM, MnCI, 20 mM, NaCl75 mM, Triton-X-100, 1.4% 
w/v) rnit p-NP-Gal als Substrat iiberpruft. Im Vergleich zur 
optimalen Aktivitat bei pH 4.5 ergaben sich bei pH 6.5, 7.0 und 
7.5 die BTG-Aktivitiiten zu 42 YO, 30% bzw. 26 %. GalNAc mit 
einer Endkonzentration von 250 mM bei pH 7.5 erhohte die Ak- 
tivitat auf das 3.6fache. Dunnschichtchromatographisch (n- 
Propanol: 1 M NH,:H,O = 6:2:1) lie8 sich die rasche Bildung 
der erwunschten Disaccharidkomponente 2 in der Reaktionsmi- 
schung nachweisen. 

Zur Uberprufung des Ablaufs der ST-Reaktion in Gegenwart 
des aus p-NP-Gal abgespaltenen p-Nitrophenols sowie der Ver- 
knupfung der Trangalactosylierung von GalNAc mit dem 
Transfer von Neu5Ac auf das Acceptordisaccharid wurde radio- 
aktiv markierte CMP-NeuSAc verwendet. Wurde Lactose an- 
statt p-NP-Gal als Galactosedonor eingesetzt, fie1 die (analyti- 

sche) Ausbeute an 3 zwar 20 % hoher aus, allerdings wurde fur 
praparative Ansatze doch p-NP-Gal genutzt, da die Aufarbei- 
tung einfacher war. Auch dieser Teil der Reaktionsabfolge ohne 
CMP-NeuSAc-Regeneration wurde rnit radioaktiv markierten 
Substraten optimiert. Dabei konnte nachgewiesen werden, daB 
die verwendete BTG-Praparation['41 CMP-NeuSAc nicht hy- 
drolysiert. 

Anschliel3end wurden diese Reaktionsschritte rnit dem modi- 
fizierten Multienzymsystem zur Regenerierung von CMP- 
Neu5Ac['21 verknupft (Schema 1). Die Endzusammensetzung 
der Reaktionsmischung im halbprilparativen MaBstab ist im 
experimentellen Teil beschrieben. Die analytische Ausbeute an 
Trisaccharid 3 bezogen auf NeuSAc betrug 45 YO, die Ausbeute 
an isoliertem Produkt 36 %. 

Der Reaktionsverlauf lien sich rnit einem neuen kolorimetri- 
schen System verfolgen, das die Bestimmung der Anteile an 
Neuraminsaure (NeuSAc), CMP-NeuSAc und dem Produkt 3 
zu jeder Zeit ermoglichte, so dan der Reaktionsverlauf und die 
Zugabe der Reaktanten optimiert werden konnten (Abb. 1). 

Im Reaktionsgemisch findet sich die Neuraminsiiure in 
dreierlei Form: frei als NeuSAc, gebunden in CMP-NeuSAc 
und als Struktureinheit im Trisaccharid 3. Die Gesamtmenge an 
NeuSAc IaBt sich nach der Hydrolyse (pH 1,80 "C,  I h) mit der 
Thiobarbitursauremethode[21] ermitteln. Die im Produkt 3 ge- 
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Abb. 1, Synthese von 3 durch Einbau von NeuSAc in 2 (siehe Schema 1) durch eme 
Multienzym-Eintopfreaktion. x 1st die Stoffmenge, t die Reaktionszeit. 
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bundenen NeuSAc, d. h. zugleich die analytische Ausbeute der 
Umsetzung, laBt sich nach Durchlauf einer rnit 5 mM Phosphat- 
puffer bei pH 6.9 verdunnten Probe durch eine Pasteurpipette 
rnit Dowex 1 x 8 (200-400 mesh/PO;-) ermitteln. Am Ionen- 
austauscher bleiben NeuSAc und CMP-NeuSAc haften, so darj 
die im Produkt enthaltene NeuSAc nach Saurespaltung rnit der 
Thiobarbitursauremethode bestimmt werden kann. Die Summe 
aus Neu5Ac im Produkt 3 und in CMP-Neu5Ac lafit sich nach 
Umsetzung der Reaktionsmischung rnit NaBH, durch nachfol- 
gende Saurespaltung und Thiobarbitursiiureassay bestimmen. 
Dabei wird NeuSAc zum entsprechenden Alditol reduziert, das 
mit Thiobarbitursaure keine Farbreaktion gibt. Die Befunde 
ermoglichen eine Optimierung des Reaktionsverlaufs und eine 
Bestimmung der analytischen Ausbeute. Dieses Multienzymsy- 
stem diirfte auf weitere Transsialylierungsreaktionen anwend- 
bar sein, bei denen sowohl Sialyltransferasen als auch Sialidasen 
notwendig sind. 

Zur sequentiellen Synthese komplexer Heterooligosaccharide 
eignen sich also Multienzymreaktionen rnit integrierter Cofak- 
torregenerierung. AuBerdem lieB sich nachweisen, daI3 auch En- 
zyme rnit sehr unterschiedlichen pH-Optima verwendet werden 
konnen. Die Ergebnisse weisen neue Perspektiven fur die Ein- 
topfsynthese von Glycosiden aus drei bis vier Glycosyleinheiten. 

Experimen telles 
Enzymatische Synthese von 3: Neu5Ac (70 pmol; 0.7 mL einer 0.1 M Losung mit 
NaHCO, auf pH 7.5 neutralisiert), CMP (50 mg, 100 pnol). ATP ( 5  pmol), CTP 
(0.5 pmol), Phosphoenolpyruvat (K-Salz, 300 mg, 200 pmol), 1 (150 mg, 0.7 mmol), 
p-Nitrophenyl-B-D-gdlactopyrdnosid (300 mg, 1 mmol), MnCI, (60 pmol; 60 pL ei- 
ner 1 M Losung), MgC1, (0.12 mmol; 120 pL einer 1 M Losung), KCI (0.2 mmol; 
200 pL einer 1 M Losung), Na-Kakodylat-Puffer (1 mL; 0.25 M, pH 7.5 mit 2 %  
Triton-X-100) wurden gemischt und mit H,O aufetwa 5 mL verdiinnt; der pH-Wert 
wurde mit NaOH auf 7.5 eingestellt. Es wnrden die folgenden Enzyme zugegeben: 
Myokinase aus Schweinemuskel (EC 2.7.4.3, 600 U),  Pyruvat-Kinase (EC 2.7.1.40, 
1200 U), Anorganische Phosphatase (EC 3.6.1.1., 5 U), CMP-Neu5Ac-Synthase 
aus Kalbshirn immobilisiert an CNBr-Sepharose [20] (EC 2.7.7.43, 1 U), 8-Galac- 
tosidase (aus Rinderhoden [14], EC 3.2.1.23, 1.5 U), %-2,3-Sialyltransferase (aus 
Schweineleber, EC 2.4.99, 0.1 U) [9, 17, 221. Die Mischung wurde mit Wasser auf 
10 mL verdiinnt. Nach 16 h Inkubation bei 37°C wurden weitere p-NP-Gal 
(300 mg, 200 pmol) und ti-Galactosidase (0.7 U) zugegeben und der pH erneut auf 
7.5 eingestellt; nach weiteren 24 h wurden Neu5Ac (40 pmol), CMP-Neu5Ac-Syn- 
thase (0.2 U) und Sialyltransferase (0.07 U) zugefiigt. Die Zogahe von Sialyltransfe- 
rase (0.07 U) wurde Tach weitecen 24 h wiederholt und die Reaktion nach insgesamt 
82 h abgebrochen. Die Reaktionsmischung wurde rnit Wasser auf das doppelte 
Volumen verdunnt, dann wnrden etwa 7 mL Dowex 1 x 2 (200--400 mesh) (PO:-, 
Bquilibriert in 5 mM Nap.-Puffer bei pH 6.9) zugegeben. Nach 20 min wurde der 
Uberstand gewonnen und der lonenaustauscher rnit 15 mL iquilibriertem Puffer 
nachgewaschen. Durch dieses Verfahren werden freie NeuSAc, CMP-Neu5Ac und 
p-Nitrophenol entfernt. Die gesammelten Eluate wurden bis aufetwa 2 mL lyophy- 
lisiert und der Riickstand iiber eine S i d e  (4 x 100 cm) BioGel P2 (200-400 mesh) 
mit Wdsser eluiert. Die Fraktionen mit dem Trisaccharid (Refraktionsindex, Thio- 
barbiturslure-Assay [21]) wurden gesammelt und lyophylisiert. Bezogen auf 
Neu5Ac ergab sich eine analytische Ausbeute von 45%, die Ausbeute an isoliertem 
3 belief sich auf 27mg (36%). - 3: 'H-NMR (400 MHz. D,O; Gleichgewicht 
in Wasser: z : j = 5 : 4 ) :  6=1.72 (t, 0.56H, J,..,.4 =J3..,,,.,=12.2Hz, H-3"a-B- 
Anomer), 1.73 (t, 0.44H, J3..,,,.. = J3, a,3, ,e  = 12.2 Hz, H-3"a-a-Anomer), 1.97 (s, 
3 H, 5'-NAc), 1.99 (s. 1.7H, 2-NAc-fi-Anomer), 1.99 (s, 1.3 H, 2-NAc-r-Anomer), 
2.69(dd,1H,J,.,,,..=4.1Hz,H-3"e),4.44(d,0.44H,J,,,.=7.6Hz,H-l'-~-Ano- 
mer), 4.51 (d, 0.56H, J1.,2. =7.6H.c, H-1'-1-Anomer). 4.63 (d, 0.44H, 
J , , ,  = 9.2 Hz, H-lJ-Anomer), 5.17 (d, 0.56H. J, . ,  = 4.1 Hz, H-I-a-Anomer). Die 
Daten stehen mit denen des friiher publizierten Spektrums (250 MHz) [9] von 3 in 
Einklang. 
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Supra,supra-faciale [4 + 21-Dimerisierung von 
(E)-1,3-Diphenyl-l,3-butadien : Hinweis auf 
einen konzertierten Mechanismus 
Johann Mulzer" und Katja Melzer 

Der stereochemische Verlauf der Dimerisierung von 1,3-Buta- 
dien und seinen Derivaten ist wahrend der letzten zwanzig Jahre 
intensiv untersucht worden, allerdings mit widerspruchlichen 
Ergebnissen: Stephenson et al.['I stellten eine auf 90 % verrin- 
gerte Stereoselektivitat fest, die sie mit einer Konkurrenz zwi- 
schen der erlaubten [4, + 2J- und der verbotenen [4, + 2,]-Addi- 
tion im Verhaltnis 9: 1 interpretierten. Nach einer neueren 
Analyse von Klarner et al.[** 31 weist die Reaktion allerdings eine 
Stereoselektivitat von 97 YO auf! Zum gleichen Ergebnis kamen 
Berson und MalherbeL4I bei Untersuchungen von Piperylen. 
Aufgrund dieser Befunde wurde ein konzertierter ProzeD fur die 
Dimerisierung von Butadien postuliert, rnit dem mehrstufige 
Prozesse in geringein Umfang konkurrieren. In ahnlicher Weise 
konkurriert bei der Dimerisierung von 2.3-Dimethyl-I ,3-buta- 
dien ein zweistufiger Reaktionsweg uber eine diradikalische 
Zwischenstufe mit dem konzertierten ProzeD['I, und fur eines 
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