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ZUSCHRIFTEN 

Eine praktikable Synthese von N-Acetyl- 
u-lactosamin mit Galactose-Oxidase 
und fl-Galactosidase * * 
Teiji K i m u r a ,  Shuichi Takayama,  Hongmei H u a n g  und 
Chi -Huey Wong* 

Mit unserem wachsenden Verstandnis der biologischen Rolle 
von Glycokoiijugaten['l steigt auch das Bediirfnis fur einen 
preiswerten Zugang zu synthetischen Oligosacchariden in 
groBeren Mengen. N-Acetyl-D-lactosamin (Cal~1,4GlcNAc, 
LacNAc) und dessen Derivate sind besonders niitzlich fur das 
Studium von biologischen Erkennungsprozessen['] und waren 
das Ziel zahlreicher Synthese-Anstrengungen unter Einsatz von 
k l ~ ~ s s i s c h - ~ h e m i s c l i e n ~ ~ ~  sowie von enzymatischen M e t h ~ d e n ~ ~ ' .  
Chemische Synthesen sind zwar bekannt, doch sind sie ineist 
mehrstufig und komplex. Eine /l-1,4-Galactosyl-Transferase- 
katalysierte, hoch regioselektive und effiziente Reaktion mit In- 
situ-Regenerierung von UDP-Galactose ist fur die Synthese von 
LacNAc in grol3em MaBstab entwickelt ~ o r d e n ' ~ ] .  Allerdings 
behindern die begrenzte Verfiigbarkeit der Enzyme sowie deren 
hoher Preis und Instabilitlt den Einsatz dieser MethodeC6]. Die 
p-D-Galactosidase von Bacillus circdans ist ebenfalls zur 
Galfll,4-Verkniipfung durch umgekehrte Hydrolyse und Trans- 
glycosylierung eingesetzt worden[']. Die Vorteile dieser Reak- 
tion sind der geringe Preis des Enzyms, dessen hohe Stabilitat 
und die einfachen Reaktionsbedingungen (Zuckernucleotide 
miissen nicht verwendet werden)[*]. Die Nachteile bestehen dar- 
in, daB wegen der hydrolysierenden Wirkung des Enzyms die 
bisher erhaltenen Ausbeuten niedrig sind und die Zielverbin- 
dung nur schwer aus dem Reaktionsgemisch isoliert werden 
kann, das weitere, sehr lhnliche Verbindungen enthalt[7-91. 
Hier berichten wir, daB das p-Nitrophenylglycosid von 6-0x0- 
D-galactose (in der die primare OH-Gruppe der Galactose zur 
Aldehydfunktion oxidiert wurde) in der fi-Galactosidase-kata- 
lysierten Reaktion als Donor verwendet werden kann und daB 
unter diesen Bedingungen die Transglycosylierung gegeniiber 
der Hydrolyse kinetisch bevorzugt ist. 

Schema 1 zeigt die durch /I-Galactosidase katalysierte Reak- 
tion. BekanntermaBenl'ol werden rnit Glycosyldonoren, die 
schlechte Abgangsgruppen aufweisen (z. B. Lactose). oft kom- 
plexe Produktgemische aus Mono-, Di- und Trisacchariden er- 
halten. Substrate mit guten Abgangsgruppen (z. B. p-Nitrophe- 
nylgalactosid) reagieren mit Glycosylacceptoren im UberschuB 
irreversibel, wobei die Sekundarhydrolyse und die weitere Gly- 
cosylierung des Transglycosylierungs- sowie des Hydrolysepro- 
duktes und des Donors zuriickgedriingt wird. Um herauszufin- 
den, welcher Schritt der kinetisch kontrollierte ist, wurde der 
EinfluB des Acceptors auf die Anfangsgeschwindigkeit der 
Reaktion, u o ,  untersucht (Schema 2, Tabelle 1 ) .  Im Fall von 
p-Nitrophenylgalactosid, GaljOpNP 1, erhohte sich die anhand 

tions- des freigesetzten p-Nitrophenols gemessene Anfangsre, k ' 

geschwindigkeit durch den Zusatz von Acceptor nicht (Xr. 1-31, 
obwohl die Transglycosylierungsausbeute i o n  14 auf 30% stieg. 
Dies legt nahe, daB der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 
die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes ist und daB das 
Verhaltnis von Transglycosylierung zu Hydrolyse hauptsachlich 

[*] Prof. Dr. C.-H. Wong, Dr. T. Kimura, Dip1.-Chem. S. Takayama, 
Dr. H. Huang 
Chemistry Department, The Scripps Research Institute 
10550 North Torrey Pines Road. La Jolla, CA (USA) 
Tekfax: Int. + 619/784-2409 

[**I Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health gefordert 
(GM44154). Wir danken Daiwa Kasei KK,  Osaka (Japan), fur Spanden an 
/3-Galactosidase aus Bacil/us circuluns. 
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a) 

Acceptor 
Gal/l,4Glc .- 

OH 

- 
HO OAcceptor 

HO Glc 

oder 

reaktives lntermediat 
L 

GalGalpl.4Glc ~~l ~ ~ l ~ ~ l  GalGalpAcceptor 

Nebenprodukte 

b) 1 lntermediat reaktives I H ~ ~ o A c c e p t o i  

HO 
-- HO 

NO2 

GalmpNP 1 

Gal 

Schema 1. a-Galactoaidase-katalysierte Traiisglycosylierung und Hydrolyse. a) Substrat mit schlech- 
ter Abgangsgruppe (7. B. Gal/il,4Glc); b) Substrat mit guter Abgangsgruppe ( L .  B. GalBOpNP. 1) .  
E = fi-Galactosidase. 

HO+OMe HO NHAc 

3 (1 0 Aquiv.) t 

HO H o g o n  NO2 P-Galactosidase pH 7 0,24h, 2 5 ~ C  

2. 77% 

OH ,OH 

4 

‘ 0 6  o&oMe NHAc 

HO HO 
OH 

5, 60% 

Schema 2. Synthese von n’-Acetyl-u-lactosamin mit Galactose-Oxidase (GO) und 
[I-Galactosidase iius 5. c i rcuhm.  

von den (relativen) Konzentrationen von Acceptor und H,O 
abhangt. In wCRriger Losung ist die Hydrolyse daher der vor- 
herrschende Reaktionsweg. Durch den Zusatz von wasserlos- 
lichen organischen Losungsmitteln kann die Aktivitlt des Was- 
sers herabgesetzt werden, was aber oft mit Substrat- oder Pro- 
duktinhibierung verbunden ist und wodurch das Enzym desta- 
bilisiert wirdl’ ‘I.  Um in Wasser die Transglycosylierung zu be- 
giinstigen, ist es daher notwendig, den Verteilungsschritt kine- 
tisch zu kontrollieren. Das 6-0x0-Derivat von GalPOpNP 1, 

6-Oxo-Gal\jOpNP 2‘”’, ist ein relativ schlech- 
tes Substrat fur [j-Galactosidase. Die Anfangs- 
geschwindigkeit und die Transglycosylierungs- 
ausbeute steigen allerdings mit zunehrnender 
Konzentration an 3 (Nr. 4-6). Das aus 2 
entstehende aktive Intermediat ist demzufolge 
gegeniiber Wasser weuiger reaktiv als gegen- 
uber 3. 

Ein weiteres Problem bei 8-Galactosidase- 
katalysierten Reaktionen ist, daR auch das Pro- 
dukt enzymatisch hydrolysiert werden kann. 
Die erhohte Stabilitiit von 6’-Oxo-LacNAc (4, 
I , , ~  = 31 h) verglichen mit der von 2 ([,,* = 

0.4 h) gegenuber der P-Galactosidase-kataly- 
sierten Hydrolyse tragt wahrscheinlich eben- 
falls zur hohen Produktausbeute bei[I31. 

Obwohl die Transglycosylierung von 2 unter 
den Reaktionsbedingungen glatt, mit exzellen- 
ter Regioselektivitat und in guter Ausbeute 
verlauft, kann die Verwendung des Acceptors 
im Uberschul3 die Produktreinigung erschwe- 
ren. Der entstandene Aldehyd kann allerdings 
mit NaBH, in nichtw2Rriger Losung zum ent- 
sprechenden Borkomplex reduziert werden, 
der durch Zugabe von Wasser zum gewiinsch- 
ten Alkohol zersetzt wird. Urn die Anwendbar- 
keit dieses Ansatzes zu testen, wurde ein enzy- 

matisch erhaltenes Gemisch aus 3 und 4 rnit NaBH, in MeOH 
reduziert. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Produkt- 
gemisch an Kieselgel getrennt, wobei zunachst 3 mit einem 
nichtwal3rigen Losungsmittelgemisch (CHCIJMeOH, l / l )  in 
77 O h  Ausbeute und dann 5 mit einem wasserhaltigen Losungs- 
mittelgemisch (CHCI,/MeOH/H,O, 5/5/1) in 60 YO Ausbeute 
eluiert wurde. Signale anderer Regioisomere konnten im H- 
NMR-Spektrum des Rohprodukts nicht festgestellt werden. Die 
zuruckgewonnene Verbindung 3 konnte im nachsten Reaktions- 
cyclus ohne weitere Reinigung wiederverwendet werden. Ahnli- 
che Ergebnisse wurden auch mit dem zu 3 analogen Allyl-, Phe- 
nyl- und Thiophenylglycosid als Acceptor erhalten. 

Tabelle 1. Vergleich der P-Galaclosidase-katalysierten Reaktionen mit 
Galactopyrdnose- (Gal/iOpNP. I )  und Galactohexodialdosedonoren (6-0x0- 
GalPOpNP, 2). 

~ 

Nr. D o n o r  c(Acceptor) [MI Ausb.(LacNAc) [%] [a] L~ ImMmin-’] [b] 

1 I 0 ~ 5.69 +_n. i i  
2 1 0.05 14 4.68 i n . 0 8  

4 2 0 ~ 0.074 i o 008 

6 2 0.5 60 [cl 0 3Y3i-0.013 

3 1 0.5 30 4.16 k0.23 

5 2 0.05 29 [c] 0.137*0.006 

[a] Das Reaktionsgemisch aus 0 . 0 5 ~  Donor und Methyl-N-acetyl-o-glusosamin in 
0 . 0 5 ~  Kaliumphosphatpuffer (pH =7.0) wurde in  Gegenrart  des Enryins (140 U 
pro mmol Donor) 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. [b] Das Reaktionsgemisch 
(Zusammcnsetzung wie unter [a] beschriebenj wurde unter Schiitfeln 5 -  1 0  min 
bei Raumtemperatur inkuhiert. Die Absorpt~on wurde hei 420 nm gemessen. 
[c] Methyl-fi-N-acetyl-o-lactosamin 5 wurde mit NaBH, reduziert und wie heschric- 
hen isolierl. 

Diese neue Methode zur Synthese von P-Galactosiden 
mit BacillLks-Gaiactosidase und 6-0x0-GalflOpNP als Donor 
kann also in wafiriger Losung ohne organische Losungs- 
mittel durchgefiihrt werden und liefert das Transglycosylie- 
rungsprodukt in hoher Ausbeute und rnit hoher Stereoselek- 
tivitat. 



Experinien telbs 
2:  Zu einer Losung von 1 (306 mg, 1.02 mmol) in 5 0 m ~  Kaliumphosphatpuffer 
(pH =7.0. 15 mL) wurden Galactose-Oxidase (135 U) und Katalase (1 mg) gege- 
ben. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h be] 4 C unter Sauerstoff geriihrt. Nach 
Zugabe von MeOH zur Beendigung der Reaktioii wurde &as Losungsmittel im 
Vakuum entfernt und der Kuckstand chromatographlsch gereinigt (Kieselgel; 
CHCI,, dann CHCI,JMeOH, 111). Ausbeute: 250 mg (77%); 'H-NMR (500 MHz, 
D,O): f i  = 3.64 (d, J = 7.4 Hz. 1 H ; H-5), 3.79 (dd, J = 9.9. 3.3 Hz, 1 H;  H-3). 3.88 
(dd, J = 9.9, 7.7 Hz, 1 H; H-2), 4.17 (d, J = 3.3 Hz, 3 H ;  H-4), 5.13 (d. J =7.4 Hz. 
1 H: H-6). 5.19 (d. J =7.7 Hz, 1 H ;  H-I). 7.26 (d,  .I = 9.3 Hz, 2 H ;  ArH), 8.27 (d, 
J = 9.3 Hz. 2H;  ArH). 
Urn eine authentische Pi-obc von 4 zu erhalten. wurdc 5 unter den fur 2 angegebenen 
Bedingungen oxidicrt. nu r  dafl CuSO, (0.5 n l M )  zugesetzt und das Produkt ail Bio- 
gel P-2 gereinigt wurde. 
4: 'H-NMR (500 MHz. D,O): 6 = 2.02 (s, 3H: CH3CO), 3.45 (d, J =7.5 Hz, 1 H ;  
H-S).3.50(s,3H:OCH,),3.55(dd,J=10.0.X.OHz,1H:H-2),3.57-3.63(n~,lH; 
H-5),3.66(dd,J=10.0,3.5Hz,lH;H-3'),3.67-3.74(m,3H;H-3,H-4,H-2'),3.82 
(dd. J=12.5 ,  5.5Hz. I H ;  H-6), 3.98 (d. J=12.5, 1.5Hz, 1 H ;  H-6). 4.07 (d. 
J=3.5Hz.IH;H-4),4.45(d.J=8.0Hr,IH;H-loderH-l'),4.4?(d,J=8.0Hz, 
1 H:  H-l oder H-1'). 5.12 (d, /=7 .5  Hz, 1 H :  H-6); HK-MS: her. fur 
C,,H,,NO,,Na ( M + N a + .  Aldehydform) 418.1325. gef. 418.1310. 
5: Zu einei- Losung von 3 (181 mg. 770 pmol) und [i-Galactosidase (11 U) aus 
BucrNtn circuluns in 50mh.r Kaliumphosphatpuffer (pH =7.0. 1.54 mL) wurde 2 
(24.4 mg, 77.0 pmol) gegeben und das Keaktionsgemisch 24 h bei Kaumtemperatur 
geriihrt. Nach Zugabe van MeOH (1 mL) zur Beendigung der Reaktion wurde das 
Losungsmittel im Vakuum vollstindig entfernt, der Ruckstand in MeOH ( 5  mL) 
gelost und bei 0 "C NaBH, (29 mg) rugesetzt. Nach I h Riihren hei 0 'C lie13 man die 
Losung uber 10 h auf Raumtemperatur erwinnen. Das Gemisch wurde an Kieselgel 
getrennt: Zuiiichsl wurde3mit 500 mLCHCl,/MeOH(ljl)cluiert (140.1 my ,??% 
der eingesetrten Menge), danach 5 (18.2 mg, 60%) mil CHCl,/MeOH/H,O (5/5/1). 
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ster Ordnung der B-Galactosidase-katalysierten Hydrolyse bestimmt : 2. Eine 
Losung von 2 (5mM) und /j-Galactosidase (140 U pro mmol 2) in 0.5 mL 
Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH = 7.0) wurde in einer Durchfluflmeflzelle 
mit 1 cm Lichtdurchgang bei 420 nm gegen eine KontrollBsung ohne Enrym 
gemessen. 4: Eine Losung von 4 (5mM) und Enzym (140Ummol- ')  in D,O 
wurde in ein NMR-Kiihrchen gegeben und das Verhiltnls von freigesetztem 3 
zu nichtumgesetztem 4 regelmiflig anhand der Integration des H-6-Signals von 
4 (6 = 3.98) und des H-6-Signals von 3 (8 = 3.88) bestimmt. 

Strukturen und Eigenschaften cyclischer Polyene 
mit Disulfideinheiten ** 
Toshio Shimizu, Kazuko Iwata und 
Nobumasa Kamigata * 

Cycloocta-l,5-dien ist als Ligand fur Organometallkomplexe 
und wegen seines konformativen Verhaltens['I von groRem In- 
teresse. Auch die Cycloocta-I ,5-diendenvate, deren sp3-hybridi- 
sierte Kohlenstoffatome durch Heteroatome ersetzt sind, sind 
hinsichtlich ihrer Konformationen und Reaktivitaten von Be- 
deutung, doch wurden nur wenige monocyclische Verbindungen 
beschrieben. 3,4,7,8-Tetrakis(trifluormethyl)-l,2,5,6-tetrathia- 
~ycloocta-3,7-dien[~~ und das analoge Tetraselenaderi~at[~I. die 
Trifluormethylgruppen an den sp2-hybridisierten Kohlen- 
stoffatomen aufweisen, sind bekannt, allerdings wurden die Ei- 
genschaften und Reaktivitaten dieser Diene kaum untersucht. 
Wir konnten I ,2,5,6-Tetrathiacycloocta-3,7-dien 1 (1,2,5,6-Te- 
trathiocin, siehe Schema 1) synthetisieren und seine Struktur 

IdKI s' '7 
NaS\=;/SNa s. .s 

- 1  

2 

Schema 1. 

3 

im Kristall rontgenographisch ermitteln. Ein groReres cyclisches 
System (3) konnte ebenfalls erhalten und durch Rontgenstrnk- 
turanalyse charakterisiert werden. Tetrathiocin 1 ist sowohl in 
polaren Losungsmitteln als auch unter Bestrahlung (sogar bei 
Tageslicht) sehr reaktiv. 

Durch Oxidation von cis-Dinatrium-ethen-l,2-dithiolat mit 
Iod/Kaliumiodid in verdunnter, heterogener Losung bei 
- 10 "C konnte 1 in 14% Ausbeute erhalten werden. Daneben 
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on Heteroatom Chemistry, Seoul, Korea. 
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