
von 4.0 Hz.I"I Im Edukt 1 wurde 'J(P,P) der P=C-P-Triade 
zu 73 Hz ermittelt; wie bei 1 findet man im Ring eine kleine 
vicinale PC-Kopplungskonstante rnit negativem Vorzeichen 
(- 1.8 Hz) .["I 

Die Kristallstrukturanalyse von 2 ergibt im Festkorper einen 
sechsgliedrigen Heterocyclus, dessen Atome PI ,  P3, C2 und C3 
(siehe Abb. 1) nahezu in einer Ebene liegen; P2 und C1 befinden 

r w  N12 (M 

Abb. 1. Struktur des Kations 2 im Kristall (thermische Ellipsoide fur 50% Wahr- 
scheinlichkeit). Der Ubersichtlichkeit halber wurde auf die Wiedergabe der Wasser- 
stoffatome verzichtet. Ausgewahlte Abstdnde [pm] und Winkel ["I: PI-CI 178.9 (3), 
P1-C3 180.6(3), P2-C1 180.2(3), P2-C2 181.2(3), P3-C2 180.7(3), P3-C3 181.7(3); 
PI-CI-P2 114.3(2), PI-C3-P3 117.4(2), Cl-P2-C2 108.32(13), P2-C2-P3 119.9(2), 
C2-P3-C3 108.90(14), C3-PI-CI 103.8(2). 

sich beide uber dieser Ebene; ihre Position im Ring zeichnet sich 
durch gravierend unterschiedliche Bindungswinkel sowie durch 
die fur P-C-Einfachbindungen typischen Abstande zwischen 
178.9 und 181.2 pm  US.[^^] Die Stickstoffatome der N(CH,),- 
Substituenten sind nahezu planar umgeben. Die P-N-Bindun- 
gen (160.7 bis 162.0pm) sind gegenuber denen beim Edukt 1 
und bei li5,3i5-Diphosphininen urn etwa 7 pm ~erk i i rz t . [ '~ .  151 

Wechselwirkungen zwischen dem dreifach positiv geladenen 
Sechsring und den Tetrafluoroborat-Ionen treten nicht auf. 
Ebenso gibt es keine H . .  . F-Briickenbindungen. Dem Positiv- 
Ionen-FAB-Massenspektrum von 2 ist der Peak des einfach und 
zweifach positiv geladenen Kations mit den entsprechenden 
13C-Peaks zu entnehmen. Das Signal des dreifach positiv 
geladenen Kations konnte nicht detektiert werden. Dichtefunk- 
tional-Rechnungen (B3LYP/6-31 G*) am einfacheren Ion 
[{P(NH,),}3{CH,},]3+ ergaben bei C,-Symmetrie im Energie- 
minimum einen gewellten Ring mit einer mittleren P-C-Bin- 
dungslange von 185 pm.1'61 

Experimentelles 
Zu einer auf -20 "C gekiihlten Losung von 0.67 g (1.69 mmol) 1 in 10 mL Diethyl- 
ether wird langsam eine Losung von 1.12 mL (8.4mmo1, p = I . l 9 g m L - ' )  
HBF, . Et,O in 10 mL Diethylether gegeben, wobei sofort 2 auszufallen beginnt. 
Nach Erwdrmen der hellrosa Redktionslosung auf Raumtemperatur wird 12 h ge- 
riihrt. Der abfiltrierte, kristalline Niederschlag von 2 ist analysenrein. 2 wird bei 
Raumtemperatur aus einer Acetonitil/Diethylether-Losung umkristallisiert. Man 
erhalt klare, farblose Kristalle. Ausbeute: 0.91 g (79.3%). M = 659.8 gmol-'. 
MS (Positiv-Ionen-FAB, NBA): m/z (Yo):  398 (16) [M*-2Ht ,  "C], 397 (100) 
[M*-2H+], 199.6 (2) [M*-H+, I3C], 199.1 (18) [M*-H+]; M *  = M-3BFb;  
'H-NMR (250 MHz, CD,CN, 300K, TMS): 6 = 4.06 (t, 'J(H,P) =17.7 Hz, 
4J(H,P)<0.3 Hz, 6 H ;  CH,), 2.97 (d, 3J(H,P) =12.2 Hz, 36H; CH,); "P/'H}- 
NMR (161.978 MHz, CD,CN, 305 K, 85proz. H,PO,): 6 = 45.21 (s, ,J(P,P) = 
4.0 Hz nach A,BX-Simulation): I3C-NMR (100.614 MHz, CD,CN, 305 K, TMS): 
6 = 18.26 (A,BX-Simulation: 'J(P,C) = 80.0 Hz, ,J(P,C) = -1.8 Hz, 'J(C.H) = 
130.2 Hz, CH,), 38.45 (s; CH,); I9F-NMR (235.360 MHz, CD,CN, 300 K, 
CFCI,):6 = -149.31 (s);IR(Kujol,CsBr):i.=1301 (s), 1213(m), l l68(m) ,  1061 
(vs), 1053 (sh), 998 (m), 991 (sh), 838 (m), 722 (vw). 521 (vw) cm-' .  
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Kristallstrukturanalyse: Einkristalle durch Umkristallisieren aus Acetonitril/ 
Diethylether. C,,H,,B,F,,N,P,, Diffrdktometer Siemens-P2, Mo,,-Strah- 
lung, -90 "C, Programme SHELXTL PLUS und SHELXL-93. monoklin, 
P2,/n; (I = 984.3(2), h = 2748.1(3), c = 1105.2(2) pm, f i  = 97.97(2), V = 
2.9605(7) nm3, Z = 4; pbFr. =1.480 Kristallabmessungen: 0.2 x 0 . 4 ~  
0.4 mm, w-Scan, MeBbereich: 4 < 20 < 54,6425 unabhangige Reflexe, 4870 
Reflexe rnit I < 20(1) ,  520 Parameter, R1 = 0.0816 und wR2 = 0.1617 (alle 
MeBdaten), R = 0.0580 und wR2 = 0.1442 (2n-Daten), max. Restelektronen- 
dichte: 930 enm-'. Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung 
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Eine effiziente enzymatische Synthese des 
Core-Trisaccharids von N-Glycanen rnit einer 
rekombinanten P-Mannosyltransferase** 
Gregory M. Watt, Leigh Revers, Matthew C. 
Webberley, Iain B. H. Wilson und Sabine L. Flitsch* 

Die meisten der an Asparagin gebundenen Oligosaccharide 
(N-Glycane) von Glycoproteinen enthalten in ihrer Pentasac- 
charid-Core-Struktur eine fl-1,4-mannosidische Bindung. We- 
gen ihrer grol3en Bedeutung einerseits und den Schwierigkeiten 
bei der Synthese andererseits ist die selektive Knupfung von 
Glycosidbindungen fur Chemiker seit jeher eine grol3e Herdus- 
forderung. Heute gibt es eine Reihe sehr eleganter Synthesestra- 
tegien.['-'Ol 

Die Knupfung von fi-mannosidischen Bindungen gelingt rnit 
enzymatischen Methoden gut. Es konnen ungeschutzte Chito- 
biosyl-Acceptorsubstrate eingesetzt werden, da durch das En- 

[*] Dr. s. L. Flitsch, Dr. G .  M. Watt, Dr. L. Revers, Dr. M. C. Webberley, 
Dr. I. B. H. Wilson 
The Edinburgh Centre for Protein Technology 
Department of Chemistry, King's Buildings 
The University of Edinburgh 
West Mains Road, Edinburgh EH93JJ (GroDbritannien) 
Telefax: Int. + 131/6504737 
E-mail: s.flitsch(+d.ac.uk 

[**I Diese Arbeit wurde vom BBSRC, dem British Council und der Firma Zeneca 
Pharmaceuticals unterstiitzt. Wir danken Dr. Tony Merry (Oxford Glycoscien- 
ces, Oxford) fur das 'H-NMR-Spektrum von Manfil-4GlcAc[~I -4GlcNAc 
aus natiirlicher Quelle sowie Dr. Chandralal Hewage (University of Edin- 
burgh) fur die Messung der NMR-Spektren. 
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ZUSCHRI FTEN 
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zym die Regio- und Stereoselektivitat der Glycosylierung ge- 
wahrleistet wird. Folgerichtig sind Glycosidasen (fl-Mannosi- 
dasen) zur Katalyse von Mannosylierungen verwendet wor- 
den,[' 1 - 131 Di ese Reaktionen verlaufen jedoch rnit niedrigen 
Ausbeuten, insbesondere bezogen auf das Chitobiosyl-Accep- 
torsubstrat, das im UberschuB zugegeben werden muI3. Wir be- 
richten hier iiber die Verwendung von Glycosyltransferasen, 
speziell von ~-1,4-Mannosy~transferase aus Hefe, die den Man- 
nosyltransfer von GDP-Mannose zu den Chitobiosyl-Lipiden 1 
und 2 (Schema 1) katalysiert. 

Das Gen fur das Hefeenzym ALGl (ALG = Asparagine Lin- 
ked Glycosylation) wurde von Robbins et al."4, 15] isoliert und 
sequenziert. Das Enzym verwendet ein komplexes, Dolichol- 
verkniipftes Acceptorsubstrat 1. Dieses kann erfolgreich durch 
das Phytanolderivat 2, das in 70% Ausbeute aus Chitobiose- 
octaacetat darstellbar ist,[16 - ''] ersetzt werden. Einfachere Chi- 
tobiosylphosphate und Alkylchitobioside werden dagegen nicht 
als Substrate akzeptiert.[19] Die Expression der Mannosyltrans- 
ferase in einem heterologen Wirt (E. coli) ist rnogl i~h,[ '~l  aller- 
dings ist die Ausbeute niedrig und die Reinigung schwierig. 
Unser Ziel war es daher, durch Modifizierung von ALGi und 
anschlieBende Einschleusung dieses neuen Gens in einen fur die 
Uberexpression geeigneten Vektor einen praktikableren Bio- 
katalysator zu erhalten. 

Zuerst wurde das Enzym durch Entfernen der hydrophoben 
N-terminalen Sequenz der Aminosauren 2- 35 (wodurch 
AlgATM entsteht)[201 loslich gemacht, so daB Probleme hin- 
sichtlich der Expression, Isolierung und Stabilitat des Enzyms 
iiberwunden werden. Dann wurde die immunogene Myc-Poly- 
peptid-Sequenz (EQKLISEEDL) an den N-Terminus gekniipft, 
um den Nachweis des Enzyms durch Western-Blotting mit 
dem kluflichen monoklonalen Anti-Myc-Antikorper zu er- 
leichtern.[* 

SchlieBlich wurde durch eine N-terminale Decahistidin-Se- 
quenz (His, ,,) Metallaffinitatschromatographie des Proteins er- 
moglicht.[221 Das neue HisiOmycALGiA TM-Gen wurde in 
mehreren kommerziellen Uberexpressionsvektoren getestet, 
von denen der Vektor PET-16b (AMS Biotechnology, Whitney, 
Oxon, GroBbritannien) die besten Ergebnisse gab. Das auf diese 
Weise erzeugte neue Plasmid pLR36 zeigt Abbildung 1. 

Transformation von E. coli (BL21(DE3)pLysS) mit dem Plas- 
mid pLR36 ergab eine Mannosyltransferase-Aktivitat von ca. 
0.2 U pro Gramm feuchter Zellen. Funktionell reiner, immobili- 
sierter Biokatalysator konnte aus dem rohen Zell-Lysat, das 
durch Gefrieren und Auftauen gewonnen wurde, rnit einer rnit 
Nickel(I1)-Ionen beladenen Affinitatslule erhalten werden; es 
wurde mehrmals gewaschen, um Verunreinigungen zu entfer- 

ALGIATM 

c-myc-Tag 

Pst I (6686) 

Nde I (5609) 

Sal I (5436) 

Nde I (5378) 

Nco I(5315) f 
ALGlATM-Fusion 

pLR36 

k lac I 7035bp + 
(754) 

Abb. 1. Modifizierung des Hefeenzymgens ALGI und Einbau in das Plasmid 
pLR36. 

nen. Das Enzym wurde durch diese Immobilisierung stabilisiert 
und konnte bei 4 ° C  einige Tage aufbewahrt werden. Durch 
Inkubierung rnit 2 und GDP-Mannose bekam man die Verbin- 
dung4,  die nach Saurehydrolyse und Reinigung mit Gel- 
permeationschromatographie das Trisaccharid 4p-5 als Ge- 
misch der C-l-Anomere in 80% Ausbeute ergab. Mit alkali- 
scher Ph~sphatase[ '~]  konnte keine nennenswerte Steigerung 
der Ausbeute erzielt werden. Die ' H-NMR-Spektren von z/B-5 
und von dem aus natiirlichen Quellen isolierten Trisaccharid 
sind gleich. 

Zusammenfassend llI3t sich sagen, daB - ausgehend von dem 
synthetischen Chitobiosylphospholipid 2 - die enzymatische 
Knupfung der fl-1,4-mannosidischen Bindung sowohl regio- als 
auch stereoselektiv und in guter Ausbeute verlauft. Wir sind 
uberzeugt, daB diese Methode den Zugang zu Biosynthese-In- 
termediaten fur Studien von nachfolgenden Glycosyltransfera- 
sen der Biosynthese von N - O I i g o ~ a c c h a r i d e n [ ~ ~ ~  und fur In-vi- 
tro-Proteinglycosylierungen eroffnet.[25.261 Eine weitere Ver- 
langerung des Manfll-4G1NAcfl1-4GlcNAc-Lipids 4 rnit an- 
deren Transferasen konnte dariiber hinaus zu kurzen chemoen- 
zymatischen Synthesen der Pentasaccharid-Core-Region und 
noch komplexeren N-Glycanen  fuhrer^.[^^] 

Experimen telles 
Enzymatische Synthese von Man/ll-~4GlcAc/ll-4GlcNAc a//l-5: Bei 37' C wer- 
den 2.8 mg (3.2 pmol) Phytanylpyrophosphoryl-1-N.N'-diacetylchitobiosid 2 [18] 
mit 2.4 mg (4.0 pmol) GDP-Mannose und mit 50"h (v/v) enzymbeladenem Triger 
(hergestellt aus 5 g nassen E. coli-Zellen) in Pufferlosung (50 mM Tris-HCI, 5 mM 
MgCI,, 0.25% Triton-X-100 (v/v), pH 7.5; 20 mL), mit Endkonzentrationen vnn 
160 ~ L M  2 und 200 p~ GDP-Mannose. inkuhiert. Die Redktionsmischung wird 
30 min bei 100 Umdrehungen pro Minute (upm) geschiittelt. Nach Zugabe von 
alkalischer PhoSphdtaSe (8 U) wird weitere 60 min geschiittelt. Der Trager wird 
abtiltriert und intensiv rnit Chloroform/Methanol/Wasser (10: 10:3) gewdschen. 
Die vereinigten orgdnischen und willrigen Phasen werden eingedampft und der 
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ZUSCHRIFTEN 
Riickstand mit 20 mM HCI (25 mL) auf 100 "C 1 h erhitzt. Die wlDrige Phase wird 
mit Bio-Gel-P4-Gelfiltrdtionschromatographie gereinigt und alle Fraktionen, die 
Oligosaccharide mit einem hydrodynamischen Volumen yon fiinf Glucoseeinheiten 
enthalten, werden vereinigt und lyophilisiert. Die Zielverbindung 4P-5  wird als ein 
Gemisch ( a / b  = 2/1) der C-1-Anomere erhalten. Ausbeute: 1.5 mg; 80% bezogen 
auf 2, 65% bezogen auf GDP-Mannose. Ausgewahlte NMR-Daten: 'H-NMR 
(600 MHz; D,O): 13 = 2.08, 2.10 (2 x s, 6H;  2 x NHCOCH,), 3.44 (1 H, m; H-5"), 
4.08 (d, 'J(H2,H3") = 3 Hz, I H ;  H-2), 4.62 (d, 'J(HI',HZ') = 8 Hz; Hl'P), 4.63 
(d, 'J(HI',HZ') = 8 Hz;H1'.*),4.72(d, 'J(Hl,HZ) = 8 Hz;H1~) ,4 .8O(s , lH;HI") ,  
5.21 (d, 'J(Hl,HZ) = 3 Hz; Hla).  
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[CH(Me)P(Et),NSiMe,] - - ein als Briicken- 
ligand fungierendes Carbanion ** 
Anita Miiller, Bernhard Neumiiller und 
Kurt Dehnicke * 

Die Lithiierungsprodukte von N-(Trimethylsily1)phospha- 
zenen, z. B. das tetramere Methylderivat 1 ['I sowie die dimeren 
Verbindungen 2['] und 3,[*] sind im kristallinen Zustand unter 
innerer Solvatation durch die N-Atome zu Oligomeren aggre- 
giert. Ihr praparatives Potential wurde bisher nur wenig genutzt. 
So reagiert 1 rnit Chlortrimethylsilan unter LiC1-Eliminierung 
zum entsprechenden Silylierung~produkt,[~~ wahrend Zinkchlo- 

[*I Prof. Dr. K. Dehnicke, Dr. A. Miiller, Priv.-Doz. Dr. B. Neumiiller 
Fachbereich Chemie der Universitdt 
Hans-Meerwein-StrafJe, D-35032 Marburg 
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schen Forschungsgemeinschaft gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und von der Deut- 

rid vorwiegend katalytisch wirksam ist, wobei der carbadianio- 
nische Lila-Cluster 4 gebildet wird.r4] 

[{ LiCH,P(Me),NSiMe,},] 1 

[{LiC(Me),P(iPr),NSiMe,),l 2 

[{Li(C,H,)P(Ph),NSiMe,},(Et,O)] 3 

[(Li,[CHP(Me),NSiMe,],[OSi(Me),nBu]},] 4 

Wir erhielten nun mit dem Ethylderivat 5 ,  dessen Kristall- 
~ t r u k t u r [ ~ ]  der des tetrameren 1 entspricht, ein attraktives Re- 
agens, dessen carbanionisches C-Atom asymmetrisch substi- 
tuiert ist und das wegen der inneren Solvatation der Li-Atome 
gespannte Li-C-P-N-Vierringe bildet, wodurch es aul3erordent- 
lich reaktiv ist. 5 1aat sich leicht aus Me,SiNPEt, und n-Butylli- 
thium in n-Hexan als ein viskoses 0 1  herstellen, das bei - 30 "C 
nur sehr langsam kristallisiert. Mit Kupfer(1)-iodid und mit 
Zinkchlorid reagiert 5 gemaR den Gleichungen (1) bzw. (2) un- 
ter Bildung der Metallderivate 6 bzw. 7, deren Strukturen unge- 
wohnlich sind. 

- 

[{LiCH(Me)P(Et),NSiMe3},] + 2 CuI  - 
5 (1) 

2[CuLi{CH(Me)P(Et),NSiMe,),l + 2 LiI 
6 

3 5 + 12 ZnC1, --f [{CIZnCH(Me)P(Et),NSiMe,),,] +12 LiCl (2) 
I 

Nach Zugabe von 5 zu Suspensionen der Metallhalogenide in 
Diethylether losen sich diese rasch auf; nach langerer Kristalli- 
sationsdauer lassen sich 6 und 7 . 4 Et,O als farblose Einkristal- 
le erhalten. Bei 6 handelt es sich nach der Kristallstrukturanaly- 
seL6] um ein Lithiumcuprat, dessen carbanionische Atome Cl  
und C10 asymmetrisch substituiert sind und in dem sowohl das 
Cu-Atom als auch das Li-Atom nahezu linear koordiniert sind 
(Abb. 1). Die Metallatome werden durch die beiden Carbanio- 

c9 

Abb. 1. Molekulstruktur von 6 im Kristall. Ausgewahlte, zum Teil gemittelte Bin- 
dungslangen [pm] und Winkel ["]: Cu-C 195.4(2), Li-N 194.2(4), P-C1,10 176.7(2), 
P-N 159.6(2); CI-Cul-C10 167.2(1), NI-Lil-N2 169.9(3), Cu-C-P 108.5(2), Li-N-P 
112.3(2), N-P-C1,10 112.2( 1).  

nen [CH(Me)P(Et),NSiMe,]- zu einem gewellten, nahezu C,- 
symmetrischen Achtring verkniipft. Gegeniiber 5 sind die 
Li-N-P-Bindungswinkel von 94.6" auf im Mittel 112.3' und die 
N-P-C-Winkel (des carbanionischen C-Atoms) von 108.8" auf 
im Mittel 112.2' gedehnt, was einem fast spannungsfreien Acht- 
ring entspricht. Eine ahnliche Achtringstruktur wie 6 weist auch 
der dimere Kupferkomplex [{Cu(CH,),PMe,},J 8 auf.['] 
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