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Rekombinante ganze Zellen als Katalysatoren 
fur die enzymatische Synthese 
von Oligosacchariden und Glycopeptiden** 
Guido E Herrmann, Peng Wang, Gwo-Jenn Shen und 
Chi-Huey Wong" 

Die Synthese von Oligosacchariden['] rnit isolierten Cilycosi- 
dasenrZ1 und Glycosyltransfera~en~'~ oder niit einer Kombina- 
tion von b e i d e ~ ~ ' ~ ]  wurde in der letzten Dekade ausgiebig unter- 
sucht. Obwohl einige Glycosyltransferasen nach Klonierung 
und Uberexpression in der organischen Synthese genutzt wer- 
den konntenrS1], ist die generelle Verwendung dieser Enzyme 
durch die geringe Verfugbarkeit und ihren hohen Preis limitiert. 
Wir berichteteii iiber die Expression einer ~-1,2-Mannosyltrans- 
ferase (x-l,2-ManT) in E. coli XLI-Blue in einer Konzentrdtion 
von ca. 1 U L--1r61. Das Enzym wurde zur Mannosylierung von 
Sacchariden und Glycopeptiden eingesetzt. Da die Isolierung 
der a-1,2-ManT und anderer Glycosyltransferasen schwierig 
und zeitaufwendig ist, haben wir ganze rekombinante E.-coli- 
Zellen auf ihre Katalysatoreigenschaften untersucht. Obwohl 
Biotransformationen unter Verwendung ganzer Zellen, z. B. 
von Blcker-Hefe"', breite Anwendung finden, ist kein Reispiel 
einer Glycosylierung mit rekombinanten Zellen bekannt. Um 
den Nutzen dieser Vorgehensweise zu demonstrieren, haben wir 
die enzymatischen Mannosylierung einer Reihe von Acceptoren 
init GDP-Man als Mannosyl-Donor (Abb. 1) untersucht. 
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Abb 1 Enzymatxchc Synthese drr Disaccharide 1 und 2 sowie der Glycopeptide 
3 und 4 uuter Venvendung ganLer rekombmmter E -co/i-Zellen Mdn = Mannose, 
GDP = Guanosindrpho%phat, Cbz = Benrqloxycdrbonpl, Boc = terr-Butoxycar- 
bony1 

Die Disacchdnde Man(sc1-2)Man 1 und Man(a1-2)ManMe 2 
sowie die dimannosylierten Clycopeptide Cbz-a[Man(ctl- 
2)ManlThr-OMe 3 und Boc-Tyr-x[Man(al-2)Man]Thr-Val-OMe 
4 wurden in mittlerer bis guter Ausbeute erhalten (Cbz = Benzyl- 
oxycarbonyl, Boc = tert-Butoxycarbonyl) Da keine Produkt- 
inhibierung durch das freigesetzte Guanosindiphosphat (GDP) 
beobachtet werden konnte, wurde auf den Zusatz von alkali- 
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scher Phosphatase zur Hydrolyse von GDP verzichtet. Eine 
mogliche Erklarung fur den Mechanismus der Mannosylierung 
konnte eine durchlassige Zellwand von E. coli XL1-Blue sein, 
die den Transport der Substrate und der Produkte durch Diffu- 
sion oder Konvektion erlauben wurde. Ein Austritt der ~-1.2- 
ManT aus dem periplasmatischen Raum von E. coli in das Me- 
dium konnte ausgeschlossen werden, da keine Mannosylierungs- 
aktivitat im Medium nach der Abtrennung der Zellen festge- 
stellt wurde. 

Eine rekombinante Glycosyltransferase konnte vorteilhaft 
zur Synthese von Oligosacchariden und Glycopeptiden ohne die 
schwierige und zeitaufwendige Reinigung des Enzyms eingesetzt 
werden. Werden rekombinante Zellen (z.B. durch Gelein- 
schluM[81) immobilisiert, ist ein Scale-up der enzymatischen Syn- 
these von Oligosacchariden moglich. Weiterhin konnte die Ver- 
wendung von zwei oder mehr rekombinanten E.-coli-Stammen, 
die zur Expression von Glycosyltransferasen befahigt sind, eine 
Eintopfsynthese von Oligosacchariden ermoglichen. 

Experimentelles 
Kullivierung der rekomhinantm E.-roli-Zellen [ATTC N r .  773791. Der E.-coli- 
Stamm, der das Plasmid pManflag20 beherbergt, wurde in Schiittelkolben kulti- 
vicrt[6]. Im allgemeinen wurden 2-4 g Zcllcn (Fcuchtgewicht) pro Liter Medium 
erhalten. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren abgetrennt und das entstandene 
Pellet anschlieknd mit 1OmM HEPES-Puffer (HEPES = 2-[4-(2-HydroxyelhyI)-l- 
piprrazinyl]ethansulfonslure, pH 7) einmal gewaschen. Die Zellen wurden in 
50proz. (w/w) Suspension in 10mu HEPES-Puffer (pH 7) hei -20°C gelagert. 
Diese Lagerung der Zellen bei -20°C hatte keinen Einflulj auf die Aktivitat der 
a-1,2-ManT iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten. 

Bestimrnung der En;~m-Akiiuiiur. Die Aktivitat der a-1,2-ManT wurde unter den 
folgenden Bedingungen bestimmt: Eine Pufferlosung, die 1 mM GDP-Man[9], 
15.6 nCi GDP-[14C]-Man (Amersham. England), 100mM ManMe, 50mM HEPES- 
Puffer (pH 7.2), 0.1 % Triton X, 10mM MnCI,, Phosphatasen-Inhihitoren[lO] 
( 5 m ~  ATP, 3 mM Theophyllin. 3mM Cimetidin) und 1OpL einer cd. 50pr07. Lasung 
(wjw) intakter rekombinanter E.-coli-Zellcn in einem Gesamtvolumen von 40 pL 
enthielt. wurde 15-40 min bei 37 "C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 4OOhL eiskaltem QAE-Sephadex-A-25 in H,O (50% (viv)) gestoppt. Die 
Suspension wurde 10min bei 10000 g zentrifngiert und 200pL des Uberstandes 
wurden zur Bestimmung der Radioaktivitat in I0 mL Scinti Verse SX 1-4 (Fisher, 
USA) gegeben. 

1[11]. Zu 1.5 mL des oben beschrieheneri Puffers wurden GDP-Man (24.2 mg, 
2 0 m ~ ) ,  Man (72 mp. 2 0 0 m ~ )  und rekombinante E.-coli-Zellen (0.5 mL, 50% (w/ 
w)) gegeben. Die Mischung wurde 23 h bei Raumtemperatur geriihrt, und die Kon- 
trolle der Reaktion erfolgte dunnschichtchromatographisch (System I:  CHCI,/Me- 
OH/H,O = 6/2.5/0.25 (v/v/v); &(Man) = 0.18, R,(1) = 0.08; System TI: 
iPrOH/H,O/NH, =7/2/1 (v/v/v): R,(Man) = 0.36, R,(1) = 0.26, R,(GDP- 
Man) = 0.16). AnschlieBend wurden die E.-ro[i-Zellen durch 15 min Zentrifugieren 
bei 10000 g abgetrennt. Das Pellet wurde zweimal mit je 3 mL Wasser gewaschen 
und die vereinigten Uberstande wurdcn mit 40 mL MeOH versetzt und 15 rnin 
geriihrt. Nach Entfernen des entstandenen Nicderschlags durch 20 min Zentrifugie- 
ren bei 10000 g wurde der Uherstand lyophilisierl und auf einer Biogel-P.l-Saule 
(120 x 4 em, H,O) chromatographiert. Die gewiinschten Fraktionen wurden lyophi- 
lisiert und ergaben 1 in einer 71/29-Mischung (bestimmt nach 'H-NMR) der CL- und 
fl-Anomeren (10.3 mg. 75% Ausbeute). Das 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, D,O) 
ergab gute Ubereinstimmung rnit den publizierten Daten[12]. Das 'H-NMR-Spek- 
trum von 1 belegt die a-Sclcktivitat der n-l,2-ManT. da kein Signal einer p-mannosi- 
dischen Bindung detektiert werden konnte. Diese Ergebnisse bestatigen unsere Re- 
sultate mit gereinigter a-1,2-ManT[6]. 

2. Die Reaktion wurde wie fur 1 beschrieben mit ManMe (38.8 mg. 100 mM) anstelle 
von Man als Acceptor durchgefiihrt. Die Mischung wurde 20 h bei Raumtcmpera- 
tur geriihrt and mittels DC kontrolliert (System I: &(ManMe) = 0.39, 
R,(Z) = 0.12; System 11: R,(ManMe) = 0.48, R,(2) = 0.32). Der Uberstand wurde 
nach dem gleichen Aufarbeitungsschema wie fur 1 erhalten und anschlieDend lyo- 
philisiert. Nach chromatographischer Reinigung an Silicagel (System I) wurde 2 
erhalten (7.6 mg, 53 % Ausbeute). Die Befunde des 'H-NMR- (500 MHz, D,O) und 
des "C('H;NMR-Spektrums (D,O) waren identisch mit publizierten Daten[6]. 
HRMS fiir C,,H,,O,,Csf [A4 + Cs']: ber.: 489.0373; gef.: 489.0370. 

3a. Zu einer Losung von 2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-~-m~nnopyranosylbromid (2.0 g, 
4.86 mmol) in getrocknetem Dichlormethan (30 mL) wurden bei -20 "C Cbz-Thr- 
OMe (1.3 g, 4.86 mmol), Silbertriflat (1.5 g, 1.2 Aquiv.. 5.84mmol) und Tricthyl- 
amin (0.59 g, 1.2 Aquiv., 5.84 mmol) gegeben. Die Suspension wurde bei -20 "C 
4 h geriihrt und anschlieDend durch Celite filtriert. Das Filtrat wurde je zweimal mit 
Wasser und geslttigter Natriumhydrogencarhonatlosung gewaschen. Die organi- 
sche Phase wurde iiber waserfreiem MgSO, getrocknet, im Vakuum konzentriert 
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und der Ruckstand an Silicagel chromatographisch gereinigt (EtOAciHexan = 611 
(v/v)). Das gewiinschte Produkt 3a war ein weiDes Pulver (1.9 g, 68% Ausbeute). 

3H). 2.01 (s. 3H), 2.02 (s, 3H), 3.77 (s. 3H), 4.00 (m, lH), 4.06 (dd. J = 2.5, 12.5 Hz, 
1H). 4.21 (dd, J =  6.0. 12.5 IIz, IH),  4.35 idd, J =  2.5, 6.5 Hz, 1H). 4.43 (dd, 
J=2.5,9.5Hz,lH),4.X2(d,J=1.5~iz,1H),4.96(s,1H),j.l?(s,2H).5.21 (dd, 
J= l .5 ,4 .5Hz ,2H) .5 .46 (d , J~9 .5H~, lH) .7 .25 -7 .32 (m,5H) : "C~ 'H}NMR 
(CDCI,): 6 =17.6, 20.4,20.6, 52.6, 58.3. 62.1, 62.2,68.9.67.0,68.2. 68.3. 69.3.98.5, 
127.7. 127.9, 128.0. 128.3. 135.7, 156.3, 169.4, 169.6, 170.3; HRMS fur 
C,;H,,N,O,,Cs+ [M + Cs']: ber.: 829.1796: gef.: 829.1796. 
3 b. ZU einer Losung yon 3a (300 mg, 0.28 mmol) in 20 mL wasserfreiem Methanol 
wurde bei 0°C 1 %  MeONa in wasserfreiem Methanol (ca. 500pL) gegeben. Die 
Losung wurde bei 0°C 1.5 h periihrt und anschlieflend mit Dowex-H+ versetd bis 
die Mischung pH 4.0 aufwies. Nach einer Filtration wurde das Losungsmittel im 
Vakuum entfernt und so 3 b  als eine farblose Fliissigkeit erhalten (152 mg, X2'% 
Ausbeute). [a];" = + 44.1 1 ( c  = 0.045 in MeOHj; 'H-NMR (500 MHz, CD,OD): 
~=1.12(d,J=6.0,3H).3.19(m,lHj.3.43-3.4X(m,2H),3.52-3.58(m,3H),3.63 
(~.3H~,3.68(dd,J=1.5,11.5Hz,lH).4.22(m,2H),4.6S(s,1H),5.00(s,2H). 
7.20-7.2X(m,jH); '3C{1H)NMR(CD,OD):6=18.9,52.8,60.3,62.9,67.Y,68.5, 
72.1. 72.2, 75.1, 77.0. 103.1. 128.9, 129.0, 129.5, 138.1. 159.1, 172.6; HRMS fur 
C,,H,,NO,,Cs+ [ M  + C s  '1: ber.: 562.0073; gef.: 562.0098. 
3. Zu 0.375 mL Pufferlosung, die GDP-Man (6.1 S mg. 20mM) und 3 b (4.29 mg, 
2 0 m ~ )  enthielt, wurden 25 pL Aceton und 1OpL 5 0 m ~  Phenyimethylsulfonylfluo- 
rid (PMSF) geliist in DMF gegeben. Rekombinante E.-coif-Zellen (0.125mL. 50% 
(w/w)) wurden hinzugefugt, und die Mischung wurde 20 h bei Raumtemperatur 
geriihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch kontrol- 
liert (System I: R,(3b) = 0.68, R,(3) = 0.36; System 11: Rf(3b) = 0.8, R,(3) = 0.65). 
Das aus dem Uberstdnd erhaltene Rohprodukt wurde an Silicagel chromatogra- 
phisch gereinigt (System I) und ergab 3 (4.29 mg, 72% Ausbeute). "C{'H}NMR 
(CD,OD): 6 =1X.7, 30.2. 30.8, 53.1, 60.4, 62.9, 63.0. 67.9. 68.5, 68.9. 71.7, 71.8, 
72.4. 74.9. 75.1. 77.0. 77.3, 80.9, 101.4, 104.3, 128.9, 129.1, 129.5: HRMS fiir 
CI,H,,NO,,Na+ [M + Na']: ber.: 614.2061; gef.: 614.2078. 
4. Zu 0.37SmL Pufferlosung, die GDP-Man (6.15 mg, 2 0 m )  und 4 a  (6.57 mg, 
2 0 m ~ ) [ 6 ]  enthielt, wurden 25 pL Aceton und 10pL 50 mM PMSF (gelost in DMF) 
gegeben. Rekombinante E.-coli-Zellen (0.125 mL, 50% (w:w)) wurden hinzugege- 
ben, und die Mischung wurde 17.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion 
wurde diinnschichtchromatographisch kontrolliert (System 1: R,(4a) = 0.81, 
&(4) = 0.5). Der Feststoff, der aus den Uberstanden erhalten wurde. wurde an 
Silicagel chromatographiert (System I) und ergdb 4 (3.4 mg? 42% Ausbeute). 
'3C{'H}NMR(CD,0D):6 =18.6.19.8,28.7.31.8,38.3.42.1,52.7,57.5,58.4,59.3, 
63.0, 63.4, 6X.9, 69.1, 71.8, 72.4, 75.1, 76.6, 80.5, 103.3, 101.7. 104.1, 116.2. 129.2, 
131.4, 143.5, 187.2, 171.1. 173.82; HRMS fur C36H,,N,0,8H+ [M + H']: ber.: 
820.3715; gef.: 820.3710. 
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C,H,Si-Isomere: Erzeugung durch gepulste 
Blitzpyrolyse und matrixspektroskopische 
Identifizierung ** 
Gunther Maier *, Hans Peter Reisenauer und 
Harald Pacl 

Der matrixspektroskopische Nachweis['l der isomeren Car- 
bene Cyclopropenyliden l, Propinyliden 2 und Propadienyliden 
3 und ihre gegenseitigen photochemischen Urnwandlungen['] 
sind in mehrfacher Hinsicht von Redeutung. Zum einen illu- 
striert die Isolierung von 1-3 sowie die von chlorierten['] und 
flu~rierten[~I Derivaten das Potential der Matrixisolationsspek- 
troskopie. Zum anderen unterstreicht der auf dem Vergleich von 
gefundenen und berechneten TR-Spektren basierende Struktur- 
beweis dieser Spezies die Notwendigkeit, quantenchemische 
Rechnungen gleichberechtigt mit den spektroskopischen Mes- 
sungen einzusetzen. Zudem sind die Reaktionen 1 s 2 e  3 ex- 
emplarische Falle fur Carben/Carben-Umlagerungen, eine Re- 
aktionsklasse, fur die es bisher kaum Beispiele gibt. Nicht 
zuletzt spielen lf4] und 315] eine maagebliche Rolle in der Che- 
mie der interstellaren Wolken[61. 
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1 2 3 

Nach Rechnungen von H. F. Schafer et al.l7] sollte 6 die sta- 
bilste C,H,Si-Spezies sein. In Einkkdng darnit wird 6 als das 
Produkt der Assoziation von Si-Atomen an Acetylen disku- 
tiert[s*gl. Nach H. Schwarz et al.[lol llBt sich bei der Ionisation 
von Chlortrimethylsilan in der Gasphase mit der Neutralisa- 
tions-Reionisations-Massenspektroskopie ein Teilchen nach- 
weisen, dessen Konnektivitaten fur Struktur 6 sprechen. 

S i :  

H 
I A 

I 
H-C=C-Si-Si (CH,) - H-Si (CH,) -t 

H H 

4 5 6 
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