ZUSCHRIFTEN

enylgruppen anfillig fiir Zersetzungsreaktionen unter Bil-
dung von metallischem Antimon. Der gleiche Trend zeigt sich
bei den Molekiilen P4, As, und Sb,. Es ist zu priifen, ob durch
einen entsprechenden sterischen Schutz auch die Isolierung
von Komplexen mit dem cyclo-Sbs-Liganden ermoglicht
werden kann und ob Bismut eine dhnliche Chemie aufweist.

Experimentelles

1-3: Alle Arbeiten wurden unter strengem Luftausschluss in einer
Argonatmosphire oder im Vakuum durchgefiihrt. cyclo-tBu,Sb, (1.88 g,
2.63 mmol) und [Cp”’(CO);MoCHj;] (1 g, 2.33 mmol) wurden in 60 mL
Dekalin ca. 3h unter Riickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand mit 3 x 100 mL Hexan extrahiert. Die
griingelben Extrakte wurden vereinigt, mit 8 g Al,O; versetzt und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde auf eine Chromatographiesiule (3 x 20 cm neutrales Al,Os, Korn-
groBe 0.063-0.200 mm, Aktivitdt IT nach Brockmann) aufgetragen. Mit
Hexan/Toluol (99/1) wurde zunéchst eine smaragdgriine Fraktion eluiert.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und Umkristallisieren des
Riickstands aus Hexan bei — 30 °C wurden 265 mg eines mikrokristallinen,
griinen Festoffes bestehend aus 1 und 2 isoliert. Durch Losen in Toluol und
langsames Abkondensieren des Losungsmittels im Vakuum wurde ein
Gemisch eines mikrokristallinen Pulvers mit groeren Kristallen erhalten,
die kristallographisch untersucht wurden und bei denen es sich um 2
handelte. 1+2: Schmp. 331-333°C; Elementaranalyse (%): ber. fir
C;3,H5sMo,Sbs/C5Hs,Mo,Sbs: C 32.22/30.39, H 4.61/4.29; gef.: C 32.18, H
4.63; 'TH-NMR (250 MHz, CDg, 25°C): 6=0.91 (br.s), 1.35 (br.s), 1.38
(br.s), 3.39 (br.s), 3.58 (br.s), 3.62 (br.s), 3.77 (br.s), 29.04 (br.s); MS (EI,
70 eV): miz (%): 1266 (100) [1, M*], 1224 (25) [2, M*], 1195 (20) [1, M+ —
CsH,,], 1153 (10) [2, M+ — CsHy4], 1122 (20), 57 (80) [tBu*]. Mit Hexan/
Toluol (9/1) wurde eine gelbbraune Fraktiuon eluiert, aus der nach
Entfernen des Losungsmittels 3 als dunkelbrauner Feststoff isoliert wurde.
Kiristalle wurden durch Abkiihlen einer Hexanlosung auf —30°C erhalten.
Ausbeute 205 mg (22.8%). 3: Schmp. 185-190°C; Elementaranalyse (% ):
ber. fiir C;3HgMo0,0,: C 59.22, H 7.58; gef.: C 60.48, H 7.64; 'H-NMR
(250 MHz, C4Dyg, 25°C): d =1.25 (s, 9H; (Bu), 1.43 (s, 18 H; rBu), 5.23 (s,
2H; CH,); BC-NMR (63 MHz, C,D¢, 25°C): 6 =31.4, 32.1, 33.8, 34.3
(rBu), 96.4, 118.3, 123.2 (CsH,), 242.4 (CO); IR (Nujol): 7#=1878, 1819,
1802 cm~! (C=0); MS (EI, 70 eV): m/z (%): 770 (80) [M ], 742 (60) [M* —
CO], 714 (40) [M+ —2CO], 686 (30) [M™ —3 CO], 650 (43), 57 (100) [fBu™].
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Lipidteil und die nédchsten benachbarten Zuckereinheiten —
Lipid A und Kernregion genannt — sind von hochster Bedeu-
tung fiir Wachstum und Lebensfihigkeit der Bakterien.["?
Die Entwicklung von Inhibitoren der an der Biosynthese von
LPS beteiligten Enzyme ist daher eine viel versprechende
Alternative in der Entwicklung antibakterieller Wirkstoffe.

Wihrend die Biosynthese der 3-Desoxy-D-manno-oct-2-
ulosonsdure (Kdo) und der Lipid-A-Region von LPS gut
untersucht ist, ist die der Heptoseregion, welche L-glycero-
und/oder D-glycero-D-manno-Heptose enthilt, bisher nicht
im Detail beschrieben. Dies gilt sowohl fiir die Biosynthese
dieser Zucker, deren Nucleotide und die Charakterisierung
der Heptosyl-Transferasen.?>! Zwar ist bekannt, dass einige
Heptosyl-Transferasen ADP-Heptose als Substrat akzeptie-
ren, doch kennt man fiir das physiologische Nucleotid weder
die Konfiguration der Seitenkette noch die des anomeren
Zentrums.? -8

Fiir die Synthese der Glycopyranosyl-1-phosphatel® wurde
die L-glycero-D-manno-Heptopyranose 51% phosphityliert!'!
und nachfolgend zu den anomeren Phosphotriestern 6 und 7
im Verhiltnis von ca. 9:1 und in 94% Ausbeute oxidiert
(Schema 1). Alternativ dazu gab die Umsetzung von 5 mit N-
Tetrazolylbisbenzylphosphoramidit einen erhohten Anteil an
p-Anomer 7' Durch langsame Zugabe des Phosphitylie-
rungsreagens in Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP) im Uberschuss wurden in thermodynamisch und
kinetisch kontrollierter Reaktion die beiden anomeren Phos-
phittriester erhalten. Anschlieende In-situ-Oxidation liefer-

te 6 (56 %) und 7 (34 % ). Durch hydrogenolytische Abspal-
tung der Schutzgruppen wurden 8 und 12, mit nachfolgender
Deacetylierung sodann die a- und -Heptose-1-phosphate 9
und 13 in nahezu quantitativen Ausbeuten erhalten.

Die Ausbeuten fiir chemische Synthesen von Zucker-
nucleosiddiphosphaten iiber die Kupplung eines Zucker-1-
phosphats mit einem Nucleosidmonophosphormorpholidat!'3]
liegen im Allgemeinen nicht iiber 25-30%, obwohl Ver-
besserungen publiziert wurden.'¥! Die Zielverbindung 1
wurde zunichst durch Kupplung von AMP-Morpholidat 10
mit dem Tributyl- oder Trioctylammoniumsalz von a-Hepto-
syl-1-phosphat 9 dhnlich der Synthese von GDP-Fucosel]
hergestellt. Wegen der geringen Loslichkeit dieser Salze in
Pyridin konnten jedoch keine homogenen Reaktionsbedin-
gungen erzielt werden. ADP-L-glycero-a-pD-manno-Heptopy-
ranose 1 wurde lediglich in 15% Ausbeute erhalten und 9 zu
60 % zuriickgewonnen. Dagegen lieferte die Kupplung des
l6slichen Monotriethylammoniumsalzes des O-acetylierten
Heptosylphosphats 8 mit 10 ADP-Per-O-acetyl-L-glycero-a-
D-manno-heptopyranose 11in 90 % Ausbeute nach Reinigung
durch Anionenaustauschchromatographie. AnschlieBende
Deacetylierung von 11 mit MeOH/H,O/Et;N lieferte direkt
nach Gefriertrocknung die ADP-Heptose 1in 99 % Ausbeute.
Die Gesamtausbeute fiir die Herstellung von 1 ausgehend von
5 betrug damit 76 %.

Die p-konfigurierte ADP-Heptose 2 wurde in analoger
Weise hergestellt (Schema 2). Die Kupplung des -Heptosyl-
1-phosphats 12 mit AMP-Morpholidat 10 lieferte in hoher
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Schema 1. a) Methode A: (BnO),NiPr,, 1 H-Tetrazol, CH,Cl,, dann BuOOH (6: 85 %; 7: 9 % ); Methode B: DMAP, Tetrazolyl-NP(OBn),, CH,Cl,/MeCN,
1/1, dann BuOOH (6: 56%; 7: 34%); b) Pd/C, H,, MeOH, Et;N, 99%; c) MeOH/H,O/Et;N (3.5/1.5/0.5), RT, 98%; d)4'-Morpholin-N,N'-

dicyclohexylcarboxamidiniumsalz von 10, Pyridin (9 —1: 15%; 8 —11: 90%).
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Schema 2. a) Pd/C, H,, MeOH, Et;N, 98 %; b) 4'-Morpholin-N,N'-dicyclo-
hexylcarboxamidiniumsalz  von 10, Pyridin, 90%; c¢) MeOH/
0.1M Et;NHTHCO;/Et;N (3/4/0.15), —30°C, 80 %; d) 1m NaOH.

Ausbeute (90%) die geschiitzte ADP-Heptose 14. Versuche,
die Acetatgruppen von 14 mit aq. NH; oder MeOH/H,O/Et;N
bei pH 12 -13 abzuspalten, fithrten jedoch unter Freisetzung
von AMP zur Bildung des cyclischen 1,2-Phosphats 15. Die
Strukturzuordnung fiir 15 erfolgte auf der Grundlage des 3'P-
NMR-Signals (6 =17.8), des C-NMR-Signals fiir C-2 (6=
79.5) und der nachfolgenden Hydrolyse mit 1m NaOH, die zu
einem nahezu 1:1-Gemisch aus dem Heptose-2-phosphat 16
und dem fS-Heptosyl-1-phosphat 13 fiihrte. Die Deacetylie-
rung von 14 mit MeOH/0.1maq. Et;NH"HCO; /Et;N
(pH 10-11) bei —30°C gab hingegen 2 als Hauptkomponente
(80%). Durch Anionenaustauschchromatographie des Roh-
produkts an Bio-Rad-High-Q-Harz wurde 15 abgetrennt,
restliches AMP wurde durch Gelchromatographie an einer
Superdex-Peptide-Sédule entfernt. Das Diphosphat 2 zersetzt
sich langsam bei Raumtemperatur und pH5 (30% Abbau
nach 10 Tagen).

Die ADP-Heptosen 3 und 4 mit D-glycero-D-manno-Kon-
figuration wurden durch Phosphitylierung mit Tetrazolyl-
NP(OBn), in guten Gesamtausbeuten (50 bzw. 24 %, bezogen
auf die Ausgangsverbindung Penta-O-acetyl-D-glycero-D-
manno-heptosel'¥) synthetisiert.
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Die Verbindungen 1-4 wurden sodann in einer gekoppel-
ten In-vitro-Reaktion eingesetzt, in der zwei Kdo-Einheiten
und eine Heptose sequentiell durch eine Kdo-Transferase und
die Heptosyl-Transferase I aus E. coli auf synthetisches
Lipid A406!' als Acceptor iibertragen wurden (Schema 3).
Beide Enzyme wurden als rekombinante Proteine eingesetzt,

Lipid A 406

Kdo-Transferase,

oaHep1— 5 Kdo2 — 6 Lipid A
4

Heptosyl-Transferase |,
Nucleotiddonor ?

Lipid A 406

Schema 3. In-vitro-Ansatz mit synthetischem Lipid A 406, rekombinanter
Kdo-Transferase und rekombinanter Heptosyl-Transferase I aus E. coli.

die in einem Gram-positiven Wirt — ohne Gene fiir die LPS-
Biosynthese — exprimiert wurden. Die Reaktionsprodukte
wurden nach diinnschichtchromatographischer Trennung und
»Blotting“ mit dem monoklonalen Antikorper S36-20 de-
tektiert, der Rd,-Typ-LPS erkennt.'®l Da dieser Antikorper
nicht an LPS ohne Heptose, aber auch nicht an LPS mit zwei
Heptoseresten bindet, belegen die Daten eindeutig, dass nur
eine Heptoseeinheit iibertragen wurde. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit einem natiirlichen Donor aus einem Bakterien-
extrakt!!'’] (Abbildung 1, Spur 1) und synthetischer ADP-L-
glycero-f-D-manno-Heptose 2 (Spur 2) erhalten. Inkubation
der Reaktionsmischung mit ADP-D-glycero-$-D-manno-Hep-
tose 4 fithrte ebenfalls zu Produktbildung, allerdings wurden
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Abbildung 1. Immunoblot der Reaktionsprodukte der Heptosyl-Trans-
ferase I aus E. coli mit ADP-L-glycero-pD-manno-Heptose unbekannter
anomerer Konfiguration aus einem natiirlichen Extrakt!"”! (Spur 1), mit
ADP-L-glycero-f-D-manno-Heptose 2 (0.1 mm; Spur 2), mit ADP-p-gly-
cero--bD-manno-Heptose 4 (1 mm; Spur 3), mit ADP-L-glycero-a-D-man-
no-Heptose 1 (1 mMm; Spur 4) und mit ADP-p-glycero-a-b-manno-Heptose
3 (I mm; Spur5) als Zuckernucleotiddonor. Die Reaktionsprodukte
wurden diinnschichtchromatographisch getrennt, geblotted und mit einem
monoklonalen Antikdrper detektiert, der mit Rd,-Typ-LPS!'® reagiert.

mehr als zehnfache Konzentrationen an Donor im Vergleich
zur Reaktion mit 2 benétigt (Spur 3). Weder ADP-L-glycero-
a-D-manno-Heptose 1 noch ADP-D-glycero-a-p-manno-Hep-
tose 3 waren Substrate fiir die Heptosyl-Transferase I (Spur 4
bzw. 5). Die Heptosyl-Transferase II wies die gleiche Nucleo-
tidspezifitdt auf (Daten nicht gezeigt).

Den hier beschiebenen Ergebnissen zufolge ist ADP-L-
glycero-f-pD-manno-Heptose der physiologische Zuckernu-
cleotiddonor der Heptosyl-Transferasen aus E. coli. ADP-D-
glycero-f-D-manno-Heptose ist ebenfalls ein Substrat — in
Ubereinstimmung mit dem Befund, dass Deletionsmutanten
der ADP-L-glycero-D-manno-Heptose-6-Epimerase (gmhD)
D-glycero-D-manno-Heptose einbauen.’’! Der priparative
Zugang unter Verwendung partiell acetylierter Zuckerphos-
phate im Kupplungsschritt liefert die Produkte in ausgezeich-
neten Ausbeuten, gestattet eine wirkungsvolle Reinigung und
ist ebenso gut fiir die Synthese anderer Zuckernucleosiddi-
phosphate anwendbar. Dies sollte generell Untersuchungen
mit Glycosyl-Transferasen erleichtern, im Besonderen aber
biosynthetische Studien an LPS, die L-glycero- und p-glycero-
D-manno-Heptosen enthalten.

Experimentelles

1 (Et;NH-Salz): [a] =+4.5 (c=1 in H,0); 'H-NMR (300 MHz, pD 5,
D,0): 6=8.51 (s, 1H; H-84%), 826 (s, 1H; H-24%), 6.14 (d, 3J(1,2)=
6.0 Hz, 1H; H-1®"), 551 (dd, 3/(1,2)=1.9, 3/(1,P) =74 Hz, 1H; H-1He),
4.75 (m, 1H; H-2R), 4.52 (dd, 3J(2,3) =3.5, 3J(3,4) =5.1 Hz, 1 H; H-3R®),
4.39 (m, 1H; H-4R®) 422 (m, 2H; H-5a,5b%"), 4.02 (dd, 3J(2,3) =3.2 Hz,
1H; H-2Hr), 3.99 (m, 1H; H-6M¢r), 3.94-3.80 (m, 3H; H-3, H-4, H-5"),
3.73 (dd, 2J(7a,7b)=11.6, 3J(6,7a)=6.2 Hz, 1H; H-7a%*®), 3.64 (dd,
3J(6,7b) =7.1 Hz, 1H; H-7b"r), 3.19 (q, 6H; CH,N), 1.26 (t, 9H; Me);
BC-NMR: 6 =156.50 (C-61%), 153.64 (C-24%), 150.15 (C-42%), 140.92 (C-
8Ade)  119.71 (C-544¢), 97.62 (C-1ter, 2J(C-1,P) =6.0 Hz), 87.92 (C-1Rb),
84.95 (C-4R 3J(C-4,P) =9.0 Hz), 75.36 (C-2R), 73.09 (C-51¢r), 71.43 (C-
3Rib) 71.35 (C-34ep), 71.19 (C-2H¢p), 69.63 (C-61P), 66.97 (C-4tr), 66.25 (C-
5Rib 2J(C-5,P) =5.0 Hz), 63.49 (C-7%); 1J(C-1,H-1) = 174.0 Hz; *'P-NMR:
60=-10.7 (d, PR® 2J(PP)=21.1Hz), —13.1 (d, PHe); Negativ-Ionen-
MALDI-TOF-MS: m/z: 618.31 (ber. fiir C,;H,;N;0,,P, [M — H]: 618.36);
Elementaranalyse (%): ber. fir C;;H,;;N50P,-N(C,Hs);-0.5H,0
(756.605): C 37.87, H 5.99, N 11.52; gef.: C 38.08, H 6.13, N 11.07.

2 (Et;NH-Salz): [a]¥ =—31 (¢=0.3 in H,0); 'H-NMR (300 MHz, D,O0,
pD 4.7): 6=8.60 (s, 1H; H-84%), 8.37 (s, 1H; H-24%), 6.18 (d, 3J(1,2) =
5.8 Hz, 1H; H-1R"®), 5.23 (dd, 3/(1,2) = 1.0, 3/(1,P) =8.5 Hz, 1H; H-1He),
4.75 (m, 1H; H-2R"), 4.50 (dd, 3J(2,3) =3.8, 3J(3,4) =4.9 Hz, 1 H; H-3R®),
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4.42 (m, 1H; H-4R®), 425 (m, 2H; H-5a,5b%"), 4.07 (dd, 3J(2,3) =3.2 Hz,
1H; H-2), 3.95 (m, 1 H; H-6"¢r), 3.82 (dd, 3J(3,4) =3J(4,5)=9.7 Hz, 1H;
H-44ep) 3.87-3.67 (m, 2H; H-7a,7b%r), 3.67 (dd, 1H; H-34r), 3.37 (dd,
3J(5,6) =1.7 Hz, 1H; H-51¢r), 3.20 (m, 6 H; CH,N), 1.28 (t, 9H; Me); BC-
NMR (75.47 MHz): 6 =156.75 (C-6A%), 153.99 (C-24%), 150.23 (C-474%),
140.89 (C-84%),119.80 (C-54%), 96.89 (C-1Her, 2J(C-1,P) = 4.8 Hz), 87.84 (C-
1Rib) ' 84.88 (C-4R®, 3J(C-4,P) =8.7 Hz), 76.04 (C-5eP), 75.34 (C-2R®), 73.72
(C-3Her), 71.73 (C-28er), 71.49 (C-3R"), 69.71 (C-64¢P), 66.66 (C-41P), 66.35
(C-5Rb, 2J(C-5,P) =5.8 Hz), 63.40 (C-7H¢r); J(C-1,H-1)=163.3 Hz; 3'P-
NMR: 6=-10.8 (d, PR 2J(P,P)=20.8 Hz), —12.8 (d, P"*); Negativ-
Ionen-MALDI-TOF-MS: m/z: 618.63 (ber. fiir C,;H,;NsO,,P, [M —H]:
618.36).

Die enzymatischen In-vitro-Ansitze zum Test des Transfers der a- und f-
konfigurierten ADP-Heptosen 1-4 mit Heptosyl-Transferase I aus E. coli
wurden im Wesentlichen wie in Lit. [6a, 21] beschrieben durchgefiihrt.
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