ZUSCHRIFTEN

von 4.0 Hz.l'! Im Edukt 1 wurde 2J(P,P) der P=C—P-Triade
zu 73 Hz ermittelt; wie bei 1 findet man im Ring eine kleine
vicinale PC-Kopplungskonstante mit negativem Vorzeichen
(—1.8 Hz).!2

Die Kristallstrukturanalyse von 2 ergibt im Festkorper einen
sechsgliedrigen Heterocyclus, dessen Atome P1, P3, C2 und C3
(siche Abb. 1) nahezu in einer Ebene liegen; P2 und C1 befinden

Abb. 1. Struktur des Kations 2 im Kristall (thermische Ellipsoide fiir 50% Wahr-
scheinlichkeit). Der Ubersiehtlichkeit halber wurde auf die Wiedergabe der Wasser-
stoffatome verzichtet. Ausgewidhlte Abstinde [pm] und Winkel [°]: P1-C1 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);
P1-C1-P2 114.3(2), P1-C3-P3 117.4(2), C1-P2-C2 108.32(13), P2-C2-P3 119.9(2),
C2-P3-C3 108.90(14), C3-P1-C1 103.8(2).

sich beide liber dieser Ebene; ihre Position im Ring zeichnet sich
durch gravierend unterschiedliche Bindungswinkel sowie durch
die fir P-C-Einfachbindungen typischen Abstinde zwischen
178.9 und 181.2 pm aus.!'*) Die Stickstoffatome der N(CH),-
Substituenten sind nahezu planar umgeben. Die P-N-Bindun-
gen (160.7 bis 162.0 pm) sind gegeniiber denen beim Edukt 1
und bei 14%,343-Diphosphininen um etwa 7 pm verkiirzt.l'4 131
Wechselwirkungen zwischen dem dreifach positiv geladenen
Sechsring und den Tetrafluoroborat-Ionen treten nicht auf.
Ebenso gibt es keine H - - - F-Briickenbindungen. Dem Positiv-
Ionen-FA B-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/6-31G*) am einfacheren Ion
[{P(NH,),};{CH,};]** ergaben bei C,-Symmetrie im Energie-
minimum einen gewellten Ring mit einer mittleren P-C-Bin-
dungslinge von 185 pm.!1¢!

Experimentelles

Zu einer auf — 20 °C gekiihlten Losung von 0.67 g (1.69 mmol) 1in 10 mL Diethyl-
ether wird langsam eine Lésung von 1.12mL (8.4 mmol, p=1.19gmL™")
HBF, - Et,0 in 10 mL Diethylether gegeben, wobei sofort 2 auszufallen beginnt.
Nach Erwirmen der hellrosa Reaktionslosung auf Raumtemperatur wird 12 h ge-
riihrt. Der abfiltrierte, kristalline Niederschlag von 2 ist analysenrein. 2 wird bei
Raumtemperatur aus einer Aeetonitil/Diethylether-Losung umbkristallisiert. Man
erhilt klare, farblose Kristalle. Ausbeute: 0.91 g (79.3%). M = 659.8 gmol '
MS (Positiv-lonen-FAB, NBA): m/z (%): 398 (16) [M*-2H™, 3C], 397 (100)
[M*2H"], 199.6 (2) [M*-H", 13C], 199.1 (18) [M*-H*]; M* = M-3BF;
'H-NMR (250 MHz, CD,CN, 300K, TMS): § =4.06 (1, *J(H,P) =17.7Hz,
4J(H,P)<0.3 Hz, 6H; 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,): § = 45.21 (s, 2J(P,P) =
4.0 Hz nach A,BX-Simulation); !3C-NMR (100.614 MHz, CD,CN, 305 K, TMS):
5 =18.26 (A,BX-Simulation: 'J(P,C) = 80.0 Hz, 3J(P,C) = —1.8 Hz, 'J(CH) =
130.2 Hz, CH,), 38.45 (s; CH,); '*F-NMR (235.360 MHz, CD,CN, 300K,
CFCl,): 6 = —149.31 (s); IR (Nujol, CsBr): ¥ =1301 (s), 1213 (m), 1168 (m), 1061
(vs), 1053 (sh), 998 (m), 991 (sh), 838 (m), 722 (vw), 521 (vw) cm ™',
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Eine effiziente enzymatische Synthese des
Core-Trisaccharids von N-Glycanen mit einer
rekombinanten f-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 f-1,4-mannosidische Bindung. We-
gen ihrer groBen Bedeutung einerseits und den Schwierigkeiten
bei der Synthese andererseits ist die selektive Kniipfung von
Glycosidbindungen fiir Chemiker seit jeher eine grofle Heraus-
forderung. Heute gibt es eine Reihe sehr eleganter Synthesestra-
tegien.[t 710

Die Kniipfung von f-mannosidischen Bindungen gelingt mit
enzymatischen Methoden gut. Es kénnen ungeschiitzte Chito-
biosyl-Acceptorsubstrate eingesetzt werden, da durch das En-
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burgh) fir die Messung der NMR-Spektren.
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zym die Regio- und Stereoselektivitit der Glycosylierung ge-
wihrleistet wird. Folgerichtig sind Glycosidasen (f-Mannosi-
dasen) zur Katalyse von Mannosylierungen verwendet wor-
den.l'1~ 131 Dijese Reaktionen verlaufen jedoch mit niedrigen
Ausbeuten, insbesondere bezogen auf das Chitobiosyl-Accep-
torsubstrat, das im UberschuB3 zugegeben werden muB3. Wir be-
richten hier Uber die Verwendung von Glycosyltransferasen,
speziell von f-1,4-Mannosyltransferase aus Hefe, die den Man-
nosyltransfer von GDP-Mannose zu den Chitobiosyl-Lipiden 1
und 2 (Schema 1) katalysiert.

Das Gen fiir das Hefeenzym ALG! (ALG = Asparagine Lin-
ked Glycosylation) wurde von Robbins et al.l'* *5! 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,!'® ~ 18l ersetzt werden. Einfachere Chi-
tobiosylphosphate und Alkylchitobioside werden dagegen nicht
als Substrate akzeptiert.!'°! Die Expression der Mannosyltrans-
ferase in einem heterologen Wirt (E. coli) ist méglich,!'#! aller-
dings ist die Ausbeute niedrig und die Reinigung schwierig.
Unser Ziel war es daher, durch Modifizierung von 4LGf und
anschlieBende Einschleusung dieses neuen Gens in einen fir die
Uberexpression geeigneten Vektor einen praktikableren Bio-
katalysator zu erhalten.

Zuerst wurde das Enzym durch Entfernen der hydrophoben
N-terminalen Sequenz der Aminosduren 2—35 (wodurch
AlgATM entsteht)!?? |dslich gemacht, so daB Probleme hin-
sichtlich der Expression, Isolierung und Stabilitit 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 kéuflichen monoklonalen Anti-Myc-Antikdrper zu er-
leichtern.(21]

SchlieBlich wurde durch eine N-terminale Decahistidin-Se-
quenz (His, ;) Metallaffinitdtschromatographie des Proteins er-
méglicht.*?! Das neue HistOmycALGIATM-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-Aktivitdt 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, mit einer mit
Nickel(II)-Ionen beladenen Affinitétsdule erhalten werden; es
wurde mehrmals gewaschen, um Verunreinigungen zu entfer-
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Abb. 1. Modifizierung des Hefeenzymgens ALG! 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 mit 2 und GDP-Mannose bekam man die Verbin-
dung 4, die nach Sidurehydrolyse und Reinigung mit Gel-
permeationschromatographie das Trisaccharid «/3-S als Ge-
misch der C-1-Anomere in 80% Ausbeute ergab. Mit alkali-
scher Phosphatase!®®! konnte keine nennenswerte Steigerung
der Ausbeute erzielt werden. Die '"H-NMR-Spektren von «/f-5
und von dem aus natiirlichen Quellen isolierten Trisaccharid
sind gleich.

Zusammenfassend 140t sich sagen, daB — ausgehend von dem
synthetischen Chitobiosylphospholipid 2 — die enzymatische
Kniipfung der -1,4-mannosidischen Bindung sowohl regio- als
auch stereoselektiv und in guter Ausbeute verlduft. Wir sind
liberzeugt, daB diese Methode den Zugang zu Biosynthese-In-
termediaten flir Studien von nachfolgenden Glycosyltransfera-
sen der Biosynthese von N-Oligosacchariden!**! und fiir In-vi-
tro-Proteinglycosylierungen erdffnet.!25:26) Eine weitere Ver-
langerung des Manfi1-4GINAcf1-4GIcNAc-Lipids 4 mit an-
deren Transferasen kénnte dariiber hinaus zu kurzen chemoen-
zymatischen Synthesen der Pentasaccharid-Core-Region und
noch komplexeren N-Glycanen fiihren.[?”)

Experimentelles

Enzymatische Synthese von Manfi1 -4GlcAcf1-4GlcNAc «/ff-5: Bei 37°C wer-
den 2.8 mg (3.2 pmol) Phytanylpyrophosphoryl-a-N.N’-diacetylchitobiosid 2 [18]
mit 2.4 mg (4.0 pmol) GDP-Mannose und mit 50 % (v/v) enzymbeladenem Trédger
(hergestellt aus 5 g nassen E. cofi-Zellen) in Pufferldsung (50 mu Tris-HCI, 5 mM
MgCl,, 0.25% Triton-X-100 (v/v), pH 7.5; 20 mL), mit Endkonzentrationen von
160 uM 2 und 200 pM GDP-Mannose, inkubiert. Die Reaktionsmischung wird
30 min bei 100 Umdrehungen pro Minute (upm) geschiittelt. Nach Zugabe von
alkalischer Phosphatase (8 U) wird weitere 60 min geschiittelt. Der Triger wird
abfiltriert und intensiv mit Chloroform/Methanol/Wasser (10:10:3) gewaschen.
Die vereinigten organischen und wiBrigen Phasen werden eingedampft und der
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Riickstand mit 20 mm HCI (25 mL) auf 100 °C 1 h erhitzt. Die wiiBrige Phase wird
mit Bio-Gel-P4-Gelfiltrationschromatographie gereinigt und alle Fraktionen, die
Oligosaccharide mit einem hydrodynamischen Volumen von fiinf Glucoseeinheiten
enthalten, werden vereinigt und lyophilisiert. Die Zielverbindung o/$-5 wird als ein
Gemisch (¢/f = 2/1) der C-1-Anomere erhalten. Ausbeute: 1.5 mg; 80% bezogen
auf 2, 65% bezogen auf GDP-Mannose. Ausgewihlte NMR-Daten: 'H-NMR
(600 MHz; D,0): 6 = 2.08, 2.10 (2 x s, 6H; 2 x NHCOCHj,), 3.44 (1H, m; H-5"),
4.08 (d, 3J(H2",H3") = 3 Hz, 1H; H-2"), 4.62 (d, *J(H1',H2') = 8 Hz; H1'), 4.63
(d, 3/(H1,H2') = 8 Hz; H1'%),4.72 (d, 3J(H1,H2) = 8 Hz; H1$),4.80 (s, 1H; H1"),
5.21 (d, *J(H1,H2) = 3 Hz; Hla).
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[CH(Me)P(Et),NSiMe;]~ — ein als Briicken-
ligand fungierendes Carbanion**

Anita Miller, Bernhard Neumiiller und
Kurt Dehnicke *

Die Lithiierungsprodukte von N-(Trimethylsilyl)phospha-
zenen, z. B. das tetramere Methylderivat 11! sowie die dimeren
Verbindungen 21 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 mit Chlortrimethylsilan unter LiCl-Eliminierung
zum entsprechenden Silylierungsprodukt,'®! wihrend Zinkchlo-
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rid vorwiegend katalytisch wirksam ist, wobei der carbadianio-
nische Li,,-Cluster 4 gebildet wird.!¥!

[{LiCH,P(Mc),NSiMe,},] 1
[{LiC(Me),P(iPr),NSiMe,},] 2
{Li(C4H,)P(Ph),NSiMe,},(E1,0)] 3
[{Li,{CHP(Me),NSiMe,][0Si(Me),7Bul},] 4

Wir erhielten nun mit dem Ethylderivat §, dessen Kristall-
struktur!®! 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 aulerordent-
lich reaktiv ist. 5 148t sich leicht aus Me,;SiNPEt, und »-Butylli-
thium in #n-Hexan als ein viskoses Ol herstellen, das bei —30°C
nur sehr langsam kristallisiert. Mit Kupfer(1)-iodid und mit
Zinkchiorid reagiert 5 gemaB den Gleichungen (1) bzw. (2) un-
ter Bildung der Metallderivate 6 bzw. 7, deren Strukturen unge-
wohnlich sind.

[{LiCH(Me)P(Et),NSiMe,},] + 2 Cul —

5 M
2{CuLi{CH(Me)P(Et),NSiMe,},] + 2 Lil
6
35 +12ZnCl, — [{ClZnCH(Me)P(E1),NSiMe,},,] +12 LiCl @
7

Nach Zugabe von 5 zu Suspensionen der Metallhalogenide in
Diethylether 16sen 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-
sel®! um ein Lithiumcuprat, dessen carbanionische Atome Ct
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-

Abb. 1. Molekilstruktur von 6 im Kristall. Ausgewihite, zum Teil gemittelte Bin-
dungslingen [pm] und Winkel [’]: Cu-C 195.4(2), Li-N 194.2(4), P-C1,10 176.7(2),
P-N 159.6(2); C1-Cu1-C10 167.2(1), N1-Li1-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 dhnliche Achtringstruktur wie 6 weist auch
der dimere Kupferkomplex [{Cu(CH,),PMe,},] 8 auf.["!
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