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Enzyme in der organischen Synthese: das Problem der molekularen Erkennung
von Kohlenhydraten (Teil 2)**

C.-H. Wong*, Randall L. Halcomb, Yoshitaka Ichikawa und Tetsuya Kajimoto

( Die molekulare Erkennung von Kohlen-
hydraten durch Proteine und Nuclein-
sduren ist hochspezifisch, obwohl die
Dissoziationskonstanten aufgrund der
bei Kohlenhydraten fehlenden hydro-
phoben Gruppen in der Regel nur im
millimolaren oder im oberen mikromo-
laren Bereich liegen. Die hohe Spezifitit
dieser schwachen Bindungen ist die Fol-
ge zahlreicher Wasserstoffbriickenbin-
dungen und der Koordination von
Metallatomen als Briicken zwischen
Saccharid und Rezeptor. Zwar gibt es
auch schwache hydrophobe Wechsel-
wirkungen zwischen Zuckerbausteinen
und Proteinen, doch sind hauptséchlich
die durch den anomeren und den exo-
anomeren Effekt festgelegte rdumliche
Struktur (die Torsionswinkel an der gly-
cosidischen Bindung variieren im allge-
meinen wenig) und die topographische
Orientierung der Hydroxygruppen so-

wie der Einflul} von geladenen Gruppen
am Erkennungsprozef beteiligt. Fiir ein
Studium der Beziechung zwischen der
Struktur und der Funktion komplexer
Kohlenhydrate ist daher eine gezielte
Verdnderung der dreidimensionalen
Form und der funktionellen Gruppen
erforderlich, was in der Regel durch die
Synthese von Oligosacchariden aus ver-
dnderten Monosaccharidbausteinen er-
reicht wird. Die Verfiigbarkeit unter-
schiedlich modifizierter Monosaccha-
ride fiir die Oligosaccharidsynthese und
die Ergebnisse aus Strukturuntersu-
chungen (z.B. NMR- und Kristallstruk-
turanalysen von Zucker-Protein-Kom-
plexen) sind die Grundlage fiir ein
Verstindnis der Erkennung komplexer
Oligosaccharide. Das Ziel ist die Ent-
wicklung neuer Verbindungen, die nicht
aus Saccharideinheiten bestehen und
leicht zu synthetisieren sind, um sie als

neue Liganden fiir OligosaccharidrezeD
toren oder als Enzyminhibitoren (z.B.
fiir Glycosidasen und Glycosyl-Transfe-
rasen) einzusetzen. Wichtig ist dabei ei-
ne gute Bioverfiligbarkeit dieser Verbin-
dungen. Im ersten Teil dieses Aufsatzes
haben wir einige Ansdtze zur Synthese
von Monosacchariden und ihren Analo-
ga beschrieben. Hier wenden wir uns der
enzymatischen und der chemoenzymati-
schen Synthese von Oligosacchariden
und ihren Analoga zu, wobei wir ein be-
sonderes Augenmerk auf die an der Er-
kennung von E-Selectin beteiligten Ver-
bindungen legen. Weiterhin diskutieren
wir Strategien zur Inhibierung von Gly-
cosidasen und Glycosyl-Transferasen.

Stichworte: Enzyme - Kohlenhydrate -
Organische Synthese

5. Enzymatische Kniipfung von glycosidischen
Bindungen

Zwei Enzymgruppen werden in der Natur zur Biosynthese
von Oligosacchariden eingesetzt: die Enzyme des Leloir-We-
gesi13®! ynd die aus Nicht-Leloir-Wegen. Die Enzyme des
Leloir-Weges sind mafigeblich an der Synthese der Mehrzahl
aller N- und O-verkniipften Glycoproteine und anderer Glyco-
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konjugate in Sdugetieren beteiligt. Die N-verkniipften Oligo-
saccharide sind durch eine f-glycosidische Bindung zwischen
einem GIcNAc-Rest und dem Stickstoffatom der Amidseiten-
kette eines Asparaginrestes gekennzeichnet. Die weniger weit
verbreiteten O-verkniipften Glycoproteine weisen eine a-glyco-
sidische Bindung zwischen GalNAc (oder Xylose) und der
Hydroxygruppe eines Serin- oder Threoninrestes auf. Die Pro-
teine werden cotranslational im endoplasmatischen Reticulum
und im Golgi-Apparat N- oder O-glycosyliert!!! 137l Bei der
Biosynthese von N-verkniipften Glycoproteinen wird im endo-
plasmatischen Reticulum ein Dolicholpyrophosphoryloligosac-
charid durch GlcNAc-Transferasen und Mannosyl-Transfera-
sen gebildet. Dieses Glycokonjugat wird mehrfach glucosyliert,
und der gesamte Oligosaccharidteil wird durch die Oligosaccha-
ryl-Transferase auf einen Asn-Rest der wachsenden Peptidkette
iibertragen!'37), Asn liegt dabei normalerweise in der Sequenz
Asn-X-Ser(Thr) vor (X = Pro, Asp)!*37 71411 Vor dem Trans-
port in den Golgi-Apparat werden die Glucoseeinheiten und
einige Mannosereste durch die Glucosidasen I und II und eine
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Mannosidase entfernt. Dieser ProzeB wird als ,, Trimming*‘ be-
zeichnet und fithrt zur Freilegung eines Pentasaccharidkerns
(Peptid-Asn-(GlcNAc),-(Man),). Dieser wird anschlieBend im
Golgi-Apparat durch Mannosidasen und Glycosyl-Transfera-
sen zu einem mannosereichen, zu einem komplexen oder zu
einem hybriden Oligosaccharid umgesetzt. Danach werden
schrittweise noch weitere Monosaccharide addiert.

Anders als bei der iiber Dolicholpyrophosphat verlaufenden
Synthese von N-verkniipften Oligosacchariden befinden sich
Glycosyl-Transferasen fiir die O-Glycosylierung im Golgi-Ap-
parat!!?7, Auch ist der biosynthetische Aufbau der O-ver-
kniipften Glycopeptide grundsitzlich andersartig, da die Mono-
saccharide schrittweise addiert werden.

Mit Ausnahme der Erythrocyten besitzen alle Sdugetierzellen
die Fihigkeit zur Glycosylierung. In einigen Sekretionszellen ist
der Anteil an Transferasen allerdings groBer[1#2],

Die Glycosyl-Transferasen des Leloir-Weges setzen als Glyco-
syldonoren Monosaccharide um, die als Nucleosidmono- oder
Nucleosiddiphosphate aktiviert sind!**”), Nicht-Leloir-Transfe-
rasen verwenden Glycosylphosphate als Donoren. Die Leloir-
Glycosyl-Transferasen beschrianken sich im wesentlichen auf
acht Zuckernucleotide: UDP-Glc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal,
UDP-GalNAc, GDP-Man, GDP-Fuc, UDP-GIcUA und
CMP-NeuAc. Die zahlreichen anderen, bei Sdugetieren anzu-
treffenden Monosaccharidbausteine, wie anionische oder sulfa-
tierte Zucker in Heparin oder Chondroitinsulfat, werden nor-
malerweise durch Modifizierung eines Zuckerbausteins nach
dessen Einbau in das Oligosaccharid biosynthetisiert. Eine
grofe Zahl unterschiedlicher Monosaccharide (z.B. Xylose,
Arabinose, 3-Desoxy-manno-octulosonat (KDO), Desoxyzucker)
und Oligosaccharide findet sich auch in Mikroorganismen,
Pflanzen und Nichtvertebraten!* 43 1441, Die an der Biosynthese
dieser Verbindungen beteiligten Enzyme sind bisher nur selten in
der organischen Synthese eingesetzt worden, doch folgen sie den
gleichen Prinzipien wie die Sdugetierenzyme.

Die Glycosyl-Transferasen des Leloir- und des Nicht-Leloir-
Weges!!# 1451461 ind ebenso wie Glycosidasen!'® fiir die Syn-
these von Oligosacchariden und Glycokonjugaten verwendet
worden. Zwar ist die Funktion von Glycosidasen in vivo die
Spaltung von glycosidischen Bindungen, aber unter geeigneten
Bedingungen konnen sie auch in synthetischer Richtung einge-
setzt werden. Beide Enzymgruppen haben Vor- und Nachteile:
Glycosyl-Transferasen sind hochspezifisch fiir die Bildung von
Glycosiden, aber ihre geringe Verfiigbarkeit ist begrenzt. Gliick-
licherweise ist wegen der neueren Fortschritte beim Genetic en-
gineering und bei der Gewinnung rekombinanter Enzyme eine
Besserung der Situation in Sicht. Glycosidasen sind in der Regel
leichter verfiigbar und kostengiinstiger, aber weniger spezifisch
als Glycosyl-Transferasen und liefern zudem die Produkte in
schlechteren Ausbeuten. Fir die Kniipfung von N-glycosidi-
schen Bindungen, wie sie unter anderem in Nucleosiden vor-
kommen, stehen noch einige weitere enzymatische Methoden
zur Verfiigung.

5.1. Donorsubstrate fiir Glycosyl-Transferasen

Die Mehrzahl der von Glycosyl-Transferasen!!37! verwende-
ten Zuckernucleosidphosphate werden in vivo aus den entspre-
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chenden Monosacchariden aufgebaut. Der erste Schritt ist dabei
eine Phosphorylierung zum Glycosylphosphat, die durch
eine Kinase katalysiert wird. AnschlieBend wird das Glycosyl-
phosphat durch eine Zuckernucleosiddiphosphat-Pyrophos-
phorylase katalysiert mit einem Nucleosidtriphosphat (NTP)
zum Zuckernucleosiddiphosphat umgesetzt [Gl. (a)]. Andere
Zuckernucleotide wie GDP-Fuc oder UDP-GIcUA werden
durch weitere enzymatische Modifizierung dieser Schliisselbau-
steine erhalten. Eine weitere Ausnahme ist CMP-NeuAc, das
direkt aus NeuAc und CTP gebildet wird [Gl. (b)]. Einige
Enzyme der Biosynthese von Zuckernucleotiden akzeptieren
auch nichtnatiirliche Substrate. Im allgemeinen sind die Reak-
tionsgeschwindigkeiten allerdings recht niedrig, was den Nutzen
dieses Ansatzes begrenzt.

Zucker-1-P + NTP —— NDP-Zucker + PP, (a)

NeuAc + CTP — CMP-NeuAc + PP, (b)

5.1.1. Die Synthese von Nucleosidtriphosphaten

Die chemische Synthese von Zuckernucleotiden ist be-
kannt!'*7], In der Regel handelt es sich dabei um Reaktionen
eines aktivierten Nucleosidmonophosphats (NMP)1148-152]
mit einem Glycosylphosphat unter Bildung eines Zuckernucleo-
siddiphosphats. Als aktivierte NMP-Derivate verwendet man
Phosphoramidate, besonders Phosphorimidazolidate!*33~1551
und Phosphormorpholidate!!*8~152) Diese NMP-Derivate las-
sen sich auch fiir die Synthese von Nucleosidtriphosphaten mit
Pyrophosphat als Reaktionspartner einsetzen! **1. Fiir die Syn-
these von Glycosylphosphaten stehen eine Reihe von Methoden
zur Verfiigung: Die Reaktion eines Phosphats mit einem akti-
vierten Glycosyldonor!**%1 und die Phosphorylierung der freien
anomeren Hydroxygruppe!!3!1 1531571 4ind gleichermaBen
niitzlich. Auch Glycosylphosphite kénnen erfolgreich eingesetzt
werden!**®). Daneben gibt es enzymatische Methoden: Glyco-
gen-Phosphorylase!! **) und Sucrose-Phosphorylase!! ¢® produ-
zieren a-Glucose-1-phosphat. Eine Alternative ist die Isomeri-
sierung des mit Hexokinase erhdltlichen Glucose-6-phosphats
zu Glucose-1-phosphat durch Phosphogluco-Mutase!*¢1,

Die Zuckernucleotide werden in vivo aus den entsprechenden
Nucleosidtriphosphaten synthetisiert. Eine praktikable Synthe-
se von Nucleosidtriphosphaten im LabormaBstab ist daher eine
Voraussetzung fiir die enzymatische Herstellung von Zuckernu-
cleotiden.

Die meisten priparativen enzymatischen Synthesen von Nu-
cleosidtriphosphaten gehen von kéiuflichen Nucleosidmono-
phosphaten aus. Eine Mischung aller Nucleosidmonophosphate
kann durch partielle Verdauung von Hefe-RNA preiswert erhal-
ten werden'®2!. Auch sind die NMPs leicht chemisch zugéng-
lich. Ausgehend von Nucleosidmonophosphaten sind zwei
Kinase-katalysierte Phosphorylierungen notwendig, durch die
zundchst das entsprechende Nucleosiddiphosphat und dann das
Triphosphat gebildet werden. Fiir den zweiten Schritt stehen
drei Kinasen zur Verfiigung, die jeweils einen anderen Phospho-
ryldonor verwenden: Pyruvat-Kinase [EC 2.7.1.40] + Phospho-
enolpyruvat (PEP)['63:1641 Acetat-Kinase [EC 2.7.2.1] +
Acetylphosphat und Nucleosiddiphosphat-Kinase [EC 2.7.4.6] +
ATP. Unter diesen ist im allgemeinen der Pyruvat-Kinase der
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Vorzug zugeben, da sie preiswerter als Nucleosiddiphosphat-
Kinase!'% 1651 ynd ihr Cofaktor PEP stabiler als Acetylphos-
phat ist. Zudem liegen die thermodynamischen Gleichgewichte
fiir PEP giinstiger (Schema 34).

1
a) NMP7T> NDP 72? NTP
NTP NDP oP o]
>-"1< ’)\Co A co;
[¢] oP
Ao Ao
b) OH

PO\/|\CO; NDP NTP
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L Mutase

opP -~ oP o}
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Schema 34. a) Synthese von Nucleosidtriphosphaten (NTPs). 1. Adenylat-Kinase,
[EC2.74.3,N = A, C, U]; Guanylat-Kinase [EC 2.7.4.8, N = G], Nucleosidmono-
phosphat-Kinase [EC 2.7.4.4, N = U}; 2. Pyruvat-Kinase [EC 2.7.1.40]; b) Syn-
these von Phosphoenolpyruvat (PEP).

Schwieriger ist die Phosphorylierung der Nucleosidmono-
phosphate, die je nach NMP ein anderes Enzym erfordert. Ade-
nylat-Kinase [EC 2.7.4.3] phosphoryliert AMP!5%1 und
CMPI16€) sowie — allerdings langsamer — UMP. Guanylat-Ki-
nase [EC 2.7.4.8] katalysiert die Phosphorylierung von GMP.
Nucleosidmonophosphat-Kinase [EC 2.7.4.4] verwendet ATP
zur Phosphorylierung von AMP, CMP, GMP und UMP, ist
jedoch recht teuer und nicht besonders stabil!*33!, Weiterhin
gibt es spezielle Kinasen fiir CMP und UMP, die allerdings nicht
kommerziell erhéltlich sind. Bei Kinasen, die ATP als Phos-
phoryldonor verwenden, wird dieses nur in katalytischer Menge
eingesetzt, und aus dem gebildeten ADP wird mit Pyruvat-Ki-
nase/PEP oder Acetat-Kinase/Acetylphosphat das verbrauchte
ATP nachgebildet!!®”!, Phosphoenolpyruvat kann sowohl che-
misch aus Pyruvat!'®3 als auch enzymatisch aus p-3-Phospho-
glycerat[!®4) hergestellt werden (Schema 34).

Ein Vergleich der chemischen und enzymatischen Methoden
fiir die Synthese der Nucleosidtriphosphate!*55!ergab, dall CTP
und GTP am besten enzymatisch hergestellt werden. Die chemi-
sche Desaminierung von CTP ist der einfachste Weg zur Synthe-
se von UTP!3%, ATP ist relativ preiswert; es wurde allerdings
auch schon enzymatisch im 50 mmol-Mafstab aus AMP her-
gestellt. Ein Gemisch der Nucleosidtriphosphate kann schritt-
weise aus RNA mit Nuclease P1, Polynucleotid-Phosphorylase
und Pyruvat-Kinase erhalten werden!*¢8]. Diese Mischung
kann nach Zugabe eines bestimmten Glycosyl-1-phosphats
und der entsprechenden Zuckernucleotiddiphosphat-Pyrophos-
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phorylase direkt zur selektiven Herstellung von Zuckernucleo-
tiden verwendet werden!58!,

5.1.2. UDP-Glucose (UDP-Glc) und UDP-Galactose
(UDP-Gal)

UDP-Glucose wurde UDP-Glucose-Pyrophosphorylase-ka-
talysiert aus UTP und Glucose-1-Phosphat hergestellt {Sche-
ma 35)1155:161.369  Analog erhilt man UDP-Gal mit UDP-

OH OH

Hagég\ e Hagéé
_  UDP-Glc-
HOO-PO§ Pyrophosphorylase HOG.upp

Schema 35. Synthese von UDP-Glc.

Gal-Pyrophosphorylase!' 7% AuBerdem kann UDP-Gal auch
aus UDP-Glc durch Epimerisierung mit UDP-Glc-4-Epimerase
gewonnen werden (Schema 36)1*). Zwar liegt das Gleichge-
wicht dieser Reaktion auf der Seite von UDP-Glc, doch kann es
durch In-situ-Glycosylierung mit Galactosyl-Transferase zu-
gunsten von UDP-Gal verschoben werden.

OH HO _CH HO _OH
K=0.17 0 ROH

Q Q
HO ——— ———
—————  HO HO OR
”°é H-‘oﬁ UDP-Glc- é ﬁ Gal- é -

o-UpP  4-Epimerase HOG.upp Transterase OH

Schema 36. Synthese von UDP-Gal and dessen Verwendung bei Glycosylierungen.

Dieses Konzept wurde bei der Synthese von N-Acetyllactosa-
min im GroBmaBstab angewendet!'®!). Tm GrammaBstab
wurde UDP-Gal aus UDP-Glc und Gal-1-P unter Katalyse von
UDP-Gal-Uridyl-Transferase!! 72! synthetisiert, wobei sich
ebenfalls ein Galactosyltransfer in situ anschloB. AuBerdem ist
UDP-Gal aus UMP und Galactose in Gegenwart von getrock-
neten Torulopsis-candida-Zellen hergestellt worden!*¢°). Dabei
werden Gal-1-P und UTP in situ gebildet und mit UDP-Gal-
Pyrophosphorylase umgesetzt. Eine chemische Synthese von
UDP-2-Desoxygalactose und dessen Verwendung fiir Glycosy-
lierungen ist vor kurzem beschrieben worden!' 73!,

5.1.3. UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIlcNAC)

Zwei enzymatische Methoden fiir die Synthese von UDP-
GlcNAc sind bisher entwickelt worden. Bei der ersten werden
GIcNAc-1-Phosphat und UTP unter Katalyse von UDP-
GlcNAc-Pyrophosphorylase umgesetzt!!¢?!, Die Pyrophospho-
rylase ist zur Zeit nicht im Handel erhiltlich, kann aber durch
ganze Zellen aus Bickerhefe oder das aus Kalbsleber isolierte
Enzym!!7% ersetzt werden. In einem zweiten Verfahren wird
UTP und Glucosamin-1-phosphat (GlcN-1-P) UDP-Glec-Pyro-
phosphorylase-katalysiert zu UDP-Glucosamin kondensiert
(Schema 37)11722], Das Produkt UDP-GIcN kann dann selektiv
N-acetyliert werden. GIlcN-1-P wurde durch Phosphorylierung
der Position 6 in GlcN mit Hexokinase und anschlieBende Iso-
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Schema 37. Synthese von UDP-GlcNAc. E' = Hexokinase aus Hefe, E2 =
Pyruvat-Kinase, E*> = Phosphogluco-Mutase, E* = UDP-Glc-Pyrophosphorylase,
E® = Pyrophosphatase, Pyr = Pyruvat.

merisierung mit Phosphogluco-Mutase gewonnen. Diese Se-
quenz liBt sich in einem Hohlfaserreaktor durchfiihrent?”41,

5.1.4. UDP-N-Acetylgalactosamin (UDP-GalNAc)

UDP-GalNAc kann entweder aus GalNAc-1-P und UTP mit
UDP-GalNAc-Pyrophosphorylase oder aus UDP-GlcNAc mit
einer Epimerase erhalten werden. Beide Enzyme stehen jedoch
nicht direkt zur Verfiigung. Eine Alternative ist der enzymati-
sche UMP-Austausch zwischen UDP-Glc und GalN-1-P unter
Katalyse von UDP-Glucose: Galactosephosphat-Uridyl-Trans-
ferase [EC2.7.7.12], die kommerziell erhiltlich ist (Sche-
ma 38)1171- 1751 Gal-1-Pist das natiirliche Substrat des Enzyms,

OH HO _OH
E1
HO O O e e——
HO + HO -——
2~
HO5.upp HNG.PO2
OH HO _OH
Séﬁ éﬁ
O0-po2- No.uop
2 -
0-P0% HO _OH
A o
“?Eéﬁ,ou HO%
OH AcHN

O-upP

Schema 38. Synthese von UDP-GalNAc¢. E! = UDP-Glc:Galactosylphosphat-

Uridyl-Transferase, E? = Phosphogluco-Mutase.

doch werden auch 2-Desoxygalactose-1-phosphat, 2-Desoxy-
glucose-1-phosphat und GalN-1-P umgesetzt. Die Gleichge-
wichtskonstante fiir diese Reaktion betrigt etwa 1, doch kann
das Gleichgewicht durch Entfernen von Glc-1-P mit Phospho-
gluco-Mutase zugunsten von UDP-GalN verschoben werden.
Die nachfolgende Acetylierung mit Essigsdureanhydrid liefert
UDP-GIcNAc.
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Die beschriebene Methode konnte mit leichten Modifizierun-
gen fiir die Synthese von groBlen Mengen an UDP-GalNAc
verwendet werden!!72%). Dabei wurde GalN-1-P aus Galactose
mit Galacto-Kinase in Gegenwart eines ATP-Regenerierungssy-
stems erhalten und als Substrat fiir Uridyl-Transferase einge-
setzt. UDP-Glc wurde in situ aus UTP und Glc-1-P unter Kata-
lyse von UDP-Glc-Pyrophosphorylase regeneriert. Dadurch
wurde auBerdem das Gleichgewicht zugunsten von UDP-GalN
verschoben. AbschlieBend wurde mit N-Acetoxysuccinimid un-
ter Bildung von UDP-GalNAc acetyliert. Analog wurde UDP-
GalN fiir Glycosylierungsreaktionen mit Regenerierung des
Cofaktors synthetisiert, woraus dann S-Glycoside von GalN
hergestellt werden konnen.

5.1.5. GDP-Mannose (GDP-Man) und GDP-Fucose
(GDP-Fuc)

GDP-Man ist aus Glucose und GMP mit getrockneter
Bickerhefe hergestellt worden!®?). Dabei wird zunichst Man-
1-P gebildet, das anschlieBend durch GDP-Man-Pyrophosphory-
lase zu GDP-Man umgesetzt wird. Auch mit einem zellfreien
Hefeextrakt wurde GDP-Man aus Mannose erhalten!* 78], Die
direkte Synthese ausgehend von chemisch gewonnenem Man-1-
P und GTP unter Katalyse von GDP-Man-Pyrophosphorylase
[EC2.7.7.13] ist fiir groBere Ansdtze vorzuziehen (Sche-
ma 39)11331,

Man-1-P

GTP
GDP-Man-Pyrophosphorylase
-

Backerhet HO OH OH
dckernele (o] |
Glc + GMP ———» ”ﬁ&h' —_ CH%S'GDP
0-GDP °
NADPH
GDP-Fuc-
-Ki Pyrophosphorylase
Fucose EUCOKINase, 4 coce.q.p LYIOEORROVE o LT 5
OH
GTP PP, HO

Schema 39. Synthese von GDP-Fuc.

GDP-Fucose wird in vivo aus GDP-Man mit einem
NADPH-abhiéngigen Oxidoreduktase-Enzymsystem gebildet,
das auch in vitro eingesetzt werden kann. So wurde GDP-Fuc
aus GDP-Man mit einem rohen Enzympriparat aus Agrobacte-
rium radiobacter erhalten' 77, NADPH wurde dabei in situ aus
Glc-6-P mit Gle-6-P-Dehydrogenase regeneriert!! 781, Ahnlich
konnte GDP-Fucose in situ fiir eine anschlieBende Glycosylie-
rung mit al-3-Fucosyl-Transferase gebildet werden (siche Ab-
schnitt 5.2.3)17°) Auch die Enzyme eines zweiten biosyntheti-
schen Weges mit geringerer In-vivo-Bedeutung sind fiir die
Synthese von GDP-Fucose herangezogen worden. Dabei wird
GDP-Fucose iiber L-Fucose-1-phosphat!!7®! aus L-Fucose!!8°!
gebildet. Zunichst phosphoryliert Fuco-Kinase [EC 2.7.1.52] L-
Fucose zu L-Fucose-1-phosphat, das dann mit GTP in Gegen-
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wart von GDP-Fucose-Pyrophosphorylase zu GDP-Fucose
reagiert. Mehrere chemische Methoden zur Herstellung von
GDP-Fucose wurden ebenfalls beschrigben!*8!1,

5.1.6. UDP-Glucuronsiure (UDP-GlcUA)

UDP-Glucuronsiure wird in vivo durch Oxidation von UDP-
Glc an C-6 mit der NAD-abhangigen UDP-Glc-Dehydrogenase
synthetisiert. Enzympréparate aus Rinderleber sind fiir die Syn-
these von UDP-GIcUA im GrammaBstab verwendet worden
(Schema 40)1:3%- 182 Der Cofaktor NAD wurde mit Lactat-

OH

T0.C
HO O, UDP-GlcDH HO O,
Ho Ho
HOS.upp HOG.upp

2 NAD 2 NADH
>—<L-LDH

OH o

2 i 2
~co; /“\co;

Schema 40. Synthese von UDP-GIcUA.

Dehydrogenase (LDH) und Pyruvat als Reduktionsmittel rege-
neriert. Weiterhin wurde UDP-GIcUA in situ mit Extrakten aus
der Leber von Meerschweinchen fiir Glycosylierungen mit
Glucuronyl-Transferasen gebildet!!#3],

5.1.7. CMP-N-Acetylneuraminsiure (CMP-NeuAc)

CMP-N-Acetylneuraminsdure ist enzymatisch in kleinen
Mengen (<0.5 mmol) aus CTP und NeuAc mit CMP-NeuAc-
Synthetase [EC 2.7.7.43] hergestellt worden!!84], Bei einem ver-
besserten Verfahren, das auch im Grammbereich eingesetzt wer-
den kann, wird CTP in situ mit Adenylat-Kinase und
Pyruvat-Kinase gebildet!®5). Adenylat-Kinase katalysiert die
Aquilibrierung von CTP und CMP zu CDP, das durch Pyruvat-
Kinase zu CTP phsphoryliert wird. NeuAc konnte iiber eine
NeuAc-Aldolase-Reaktion von Pyruvat und N-Acetylmannos-
amin gebildet werden, wobei letzteres durch basenkata-
lysierte Epimerisierung von N-Acetylglucosamin erhalten wur-
de!'®®1. Ausgehend von N-Acetylglucosamin ldBt sich dieses
Verfahren als Eintopfsynthese verwenden (Schema 41)[1861
Auch die chemische Synthese von CMP-NeuAc ist be-
kannt[187— 189].

Das Gen fiir die CMP-NeuAc-Synthetase aus E. coli wurde
geklont!*®% 11 ynd in E. coli iiberexprimiert. Dafiir wurde der
A-ZAP-Vektor und der LacZ-Promotor!!®% 1931 oder der
PKK223-Vektor und der Tac-Promotor verwendet!'*#. Auch
das Enzym aus Kalbshirn ist kloniert und iiberexprimiert wor-
den. CMP-NeuAc-Synthetase akzeptiert eine Reihe von Neu-
Ac-Derivaten als Substrate. Dazu gehdren 9-Desoxy-, 7,9-Dides-
oxy- und 4,7,9-Tridesoxy-NeuAc!*®%. Die 4-, 7- oder 8-Oxo-
derivate von NeuAc oder deren Dimethylacetale werden nicht
umgesetzt!!°¢). Viele NeuAc-Derivate, die an C-9 modifiziert
wurden, sind bei wenig verdndertem Wert fiir die Michaelis-
Konstante Substrate des Enzyms!!86-197-199]
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OH
"o R OH
NHAc

q HO™
/ﬁ\ OH
HO~ NHAc co; HO OH
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HOo oH = £ AcHN Q7 ~coH

7—T> CTP
E2

E3
PEP Pyr

OH
HO O-CMP

AchN Q7 ~coH
HO OH
Schema 41. Multienzymsynthese von CMP-NeuAc. E! = NevuAc-Aldolase, E? =

CMP-NeuAc-Synthetase, E* = Pyruvat-Kinase, E* = Adenylat-Kinase, Pyr =
Pyruvat.

CMP CDP
>E4<

cTP coP
>E<

Pyr PEP

5.2. Substratspezifitit von Glycosyl-Transferasen und
deren Anwendung in der Synthese

Im allgemeinen gibt es fiir jeden Zuckernucleotid-Glycosyl-
donor mehrere Glycosyl-Transferasen, die sich in ihrer Spezifi-
tdt in Hinblick auf den Acceptor unterscheiden. Es wird oft
angenommen, daB alle Giycosyl-Transferasen véllig spezifisch
fiir den Acceptor und den Donor sowie die Position und die
Konfiguration der gekniipften Bindung sind. Diese Spezifitit ist
als sogenanntes ,,Ein-Enzym/eine-Bindung“-Konzept be-
kannt!'Y1, Die Grundidee ist, daB die Spezifitit der Glycosyl-
Transferasen in vivo die genaue Reproduktion eines Glycosylie-
rungsmusters auch ohne ein Templat, d. h. ohne eine genetische
Codierung der Oligosaccharidsequenz, garantiert. Obwohl die
In-vitro-Spezifitit der meisten Glycosyl-Transferasen bisher
nicht ausreichend untersucht worden ist, zeichnen sich heute
schon Abweichungen von diesem Modell der absoluten Spezifi-
tit sowohl fiir den Donor als auch fiir den Acceptor ab. Unter-
suchungen, die auf das Design von Inhibitoren der Glyco-
proteinbiosynthese gerichtet sind, bestitigen dies[290),

5.2.1. Galactosyl-Transferase (GalT)

Wegen ihrer guten Verfiigbarkeit gehort f1-4-Galactosyl-
Transferase (UDP-Gal: N-Acetylglucosamin-f1-4-Galactosyi-
Transferase [EC 2.4.1.22])1201-202) hinsichtlich der syntheti-
schen Verwendung und der Substratspezifitit zu den am besten
untersuchten Glycosyl-Transferasen aus Sdugetieren. Das En-
zym katalysiert den Galactosetransfer von UDP-Gal auf
die 4-Position eines S-verkniipften GIcNAc-Restes unter Bil-
dung der Galf1-4GIcNAc-Partialstruktur. In Gegenwart von
Lactalbumin ist jedoch Glucose der bevorzugte Acceptor, was
zur Bildung von Lactose (Galf1-4Glc) fiihrt. Das Enzym ist fiir
die In-vitro-Synthese von N-Acetyllactosamin und dessen Gly-
cosiden wie auch fiir die Herstellung anderer Galactoside einge-
setzt worden.
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Galactosyl-Transferase verwendet die folgenden Acceptor-
substrate!?°!): GIlcNAc, Glucose sowie deren B-Glycoside,
2-Desoxyglucose, b-Xylose, 5-Thioglucose, N-Acetylmuramin-
sdure und myo-Inositol. Modifizierungen an der 3- und der 6-
Position in GIcNAc werden toleriert. Beispiele fiir Substrate mit
modifizierter Position 6 sind Fucal-6GlcNAc und NeuAca2-
6GIcNAc293. Zu den Acceptoren, die in Position 3 derivatisiert
sind, ziihlen 3-0-Methyl-GleNAc!?93] 3-Desoxy-GlcNAc, 3-0-
Allyl-GlcNAcBOBu und 3-Oxo-GlcNAc?%4, Alle bekannten
Glycoside von GlcNAc, die Acceptorsubstrate der Galactosyl-
Transferase sind, sind §-glycosidisch verkniipft. Eine Ausnahme
bildet Glucose, deren a-Glycoside in Gegenwart von Lactalbu-
min umgesetzt werden konnen. Andere gingige Monosacchari-
de wie D-Mannose, D-Galactose, D-Ribose, D-Xylose und p-Al-
lose sind keine Substrate. Monosaccharide mit einer negativen
Ladung, z.B. Glucuronsdure und a-Glucose-1-phosphat, wer-
den ebenfalls nicht akzeptiert. Schema 42 zeigt mehrere Disac-
charide, die mit Galactosyl-Transferase synthetisiert worden
sind!173:204-2061 Begonders interessant ist die Bildung eines
B,B-1,1-verkniipften Disaccharids, wobei die anomere Hydroxy-
gruppe von 3-Acetamido-3-desoxyglucose als Acceptor fun-
giert296%1 Offenbar bestimmt die Acetamidogruppe den Ort
des Glycosyltransfers.

Ho OH OH
0 Ho o GalT
HO
Mt TR OR Mn2*
0-UDP ‘NHAC
HO _OH OH
0
HO
OH NHAc
HO _OH OH HO OH OH
) o
OH OH
Hol, OH
[204] [204]
HO OH OH HO -OH OH
fo) o]
0 HO&,O 9
HO&A/%&» Hg_&,on
OH NHAG
[204] 1173, 205]
Ho OH OH Ho OH NHAC
0 0 HO
HO&A,O&OR HO omgH
OH NHAC OH
R' = H, OH, OGHj, O (3-0x0), [206]
OCH,CH=CH,
[204]

Schema 42. Einige Disaccharide, die mit $1-4-Galactosyl-Transferase synthetisiert
wurden.

f1-4-Galactosyl-Transferase ist in der Festphasensynthese
von Oligosacchariden zur Galactosylierung von gluco- oder cel-
lobio-konfigurierten, polymergebundenen Oligo- und Polysac-
chariden eingesetzt worden!?°”), Das fertige Oligosaccharid
kann anschlieBend photochemisch oder enzymatisch (durch
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Chymotrypsin) vom Polymer gelost werden. Als Festphasen las-
sen sich Polyacrylamid oder wasserloslicher Polyvinylalkohol
verwenden. N-Acetylglucosaminylaminosduren und -peptide
sind ebenfalls als Substrate fiir Galactosyl-Transferase zur Bil-
dung galactosylierter Glycopeptide eingesetzt worden!203- 2081,
Die Saccharidkette kann dann durch weitere Transferasen, z.B.
Sialyl-Transferasen, verlingert werden2°% 2°81, Dieses Prinzip
wurde in der Synthese eines Ceramids verwendet, das zunéchst
galactosyliert und dann zu einem G,-Derivat sialyliert wur-
de[209]‘

Als Donorsubstrate verwendet Galactosyl-Transferase auller
Galactose noch Glucose, Arabinose, Glucosamin, Galactosa-
min, N-Acetylgalactosamin, 2-, 4- und 6-Desoxygalactose sowie
2-Desoxyglucose in Form ihrer UDP-Derivate. Dies 6ffnet den
Weg zu f-1,4-verkniipften Oligosacchariden, deren Terminus
nicht Galactose ist (Tabelle 5)21°~213] Ein beachtenswertes
Beispiel ist der Transfer von 5-Thiogalactose!?!?!, Zwar ist die
Geschwindigkeit des Transfers mit einigen dieser nichtnatiir-

Tabelle 5. Relative Geschwindigkeiten fiir den Transfer von Donorsubstraten mit
B1-4-Galactosyl-Transferase.

Donorsubstrat Ko Lit.
HO _OH
UDP-Gal 0, 100
al Ho. 0 [211a]
HOG.upp
OH
UDP-Glc Ho o 0.3 [210, 211a]
Ho
HO5.upP
OH
UDP-4-Desoxy-Glc o] 5.5 [211a]
HO
HO4.uop
HOL
UDP-Ara o} 40,R=H [211a]
HO 13,R=CH, [211b]
HOGupp 0.2, R=CH,F [211b)]
HO OH
UDP-GalNAc 0 4.0 [210]
HO
AHNG.upp
OH
UDP-GIcNAc Ho o 0.00 [210]
Fo
AHNG.upp
OH
UDP-GlcN H%o/é&' 0.09 [210]
HNG.uop
HO OH
. s
UDP-5-Thio-Gal Hoéﬁ 50 [212]
HO0.upp
HO OH
UDP-2-Desoxy-Gal 9 [173] [a], [205] [b]

HO

i

0O-upP

[a] Mit Galacto-Kinase/Uridyl-Transferase in situ aus 2-Desoxygalactose gebildet
[213]. [b} Mit Hexo-Kinase/Mutase/UDP-Glc-Pyrophosphatase/Epimerase aus 2-
Desoxyglucose hergestellt.
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lichen modifizierten Donorsub-
strate recht niedrig, doch fiir Syn-
thesen im Milligrammbereich ist
die Aktivitit ausreichend. Eben-
falls erwdhnt werden sollten die a1-
3-Galactosyl-Transferase und die
a1-3-GlcNAc-Transferase, die am
Aufbau des B- bzw. A-Blutgrup-
penantigens beteiligt sind[219%],

5.2.2. Sialyl-Transferase (SiaT)

Sowohl a2-6- als auch a2-3-
Sialyl-Transferasen sind fir die
Oligosaccharidsynthese eingesetzt
worden!?*472161 " Diese Enzyme
ibertragen N-Acetylneuraminsiu-
re normalerweise auf die 6- bzw. die
3-Position von terminalen Galac-
tose- oder GalNAc-Einheiten. Wei-
terhin ist eine «2-8-Sialyl-Trans-
ferase bekannt, die an der Bio-
synthese von «-2,8-verkniipfter Po-
lysialinsdure!*!™! beteiligt ist. Eini-
ge Sialyl-Transferasen akzeptieren
CMP-NeuAc-Analoga mit unter-
schiedlichen Substituenten in Posi-
tion 911977199, 2181 §6 4Bt sich die
Hydroxygruppe an C-9 durch eine

Amino-, Fluor-, Azido-, Acetamido- oder Benzamidogruppe
ersetzen. Auch der Acceptor kann modifiziert werden: Analoga

AUFSATZE
HO  oH / NHAc HO on r/ OH HO —on / Ho
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HO o d HO ) J HO o g
Ho - HO - HO -

Gal$31-4GIcNAc
Km=35mMm V=100

Galp1-4Gle
K =500 mm, V=160

Galf1-4(5-S-Glc)
Kmn=12mmMm, V=51

HO «on HO/ 3 O HO —oH / HO oH Ho/ NHA
o] Lo} OH
Ho&\,o OH HO&,(#&%? HOC o&/o%
HO NHAc HO OH HO d OH OH
Galf}1-3GlcNAc Galf31-4Glucal HO o NeuAca2-3Galf1-4GieNAc

AcHN T,

Kq =600mm, V=130 Km=34mMm V=10 OH Km =100 mM, V =620

HO, H COH " oH
2 Q. HO
o O_OH / NHAG HOLC, o&,a—ﬁ
AcHN : E ;O HO OH HO. HO

HO OH HO o (¢} o OH

NeuAca2-3Galf1-4Glucal
Kn=64mMm, V=330

OH HO

AcHN™N,

NeuAca2-6Galf1-4GIcNAc OH

Km =70 MM, V= 13

Galfg1-4-Desoxynajirimycin
IC50 =8 mM

Schema 43. Substrate und Inhibitoren fiir Fucosyl-Transferase. Der Grund, warum Galf1-4-Desoxynojirimicin als
Inhibitor wirkt, konnte auf eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen der NH-Gruppe des Inhibitors und der Base des
Enzyms, die die Hydroxygruppe in Position 3 des Acceptors (durch Pfeil gekennzeichnet) deprotoniert, zuriickzufiihren
sein,

Galp1-3GIcNAc unter Bildung von Lewis* bzw. Lewis*[221: 2221,
Auch die entsprechenden sialylierten Substrate wurden fucosy-

der Acceptoren Galf1-4GIlcNAc und GalB1-3GalNAc, in denen liert224),

die Acetamidogruppe gegen eine Azid-, Phthalimid-, Carbamat-
oder Pivaloylgruppe ausgetauscht ist, sind Substrate dieser En-
zyme!?!%), Eine kiirzlich veréffentlichte enzymatische Synthese
von Gy, beginnt mit einem Disaccharylceramid, in dem die mit
einer Fettsdure acylierte Aminogruppe durch eine Azidogruppe
ersetzt worden istf?2°%. Der Einbau anderer Sialinsdureanaloga
in Sialoside ist problematisch, da Sialyl-Transferasen recht sub-

stratspezifisch sind.

5.2.3. Fucosyl-Transferase (FucT)

Fucosyl-Transferasen sind an der Biosynthese vieler Oligo-
saccharide beteiligt, die als Blutgruppendeterminanten, als Zell-

Die an der Bildung von Lewis® beteiligte a1-4-Fucosyl-Trans-
ferase kann auch die GDP-Ester nichtnatiirlicher Fucosederiva-
te als Substrate verwenden. So wurden 3-Desoxyfucose und L-
Arabinose auf Galf1-4GlcNAcfO(CH,),CO,CH, mit einer
Geschwindigkeit von 2.3 bzw. 5.9 % beziiglich der mit L-Fucose
libertragen'?2*), Auch Fucose, die in Position 6 mit einer ste-
risch sehr anspruchsvollen Gruppe substituiert ist, wird umge-
setzt. So konnte ein synthetisches Blutgruppenantigen in dieser
Position angekniipft und iiber den GDP-Ester dieses Oligosac-
charids durch Fucosyl-Transferase auf einen Acceptor iibertra-
gen werden?2°1. Mit dieser Strategie konnten beispielsweise die
antigenen Eigenschaften von Glycoproteinen an der Zellober-
fliche verdndert werden.

oberflichen- oder als Tumorantigene eine Rolle spielen. Die
Fucosylierung gehort zu den spdten Modifizierungen eines Oli-

gosaccharids in vivo. Mehrere Fucosyl-Transferasen sind iso-
liert und fiir die In-vitro-Synthese genutzt worde
al1-3-Fucosyl-Transferase der
GlcNAc-Rest in N-Acetyllactosamin sowie der in Sialyla2-
3Galf1-4GIcNAc in 3-Position L-fucosyliert, was zur Bildung
der Lewis*- bzw. Sialyl-Lewis*-Einheiten fiihrt!!7°22!1, Auch
einige andere Acceptorsubstrate mit modifiziertem GlcNAc-
Rest konnen erfolgreich fucosyliert werden (Schema 43)179),
Dazu zihlen Galf1-4Gle, Galf1-4Glucal und Galf1-4(5-S-
Glc). Auch die a1-3/4-Fucosyl-Transferasen sind fiir Synthesen
verwendet worden. Diese Enzyme fucosylieren die GIcNAc-3-
Position in Galp1-4GlcNAc bzw. die GlcNAc-4-Position in

Zum Beispiel wurden mit
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5.2.4. N-Acetylglucosaminyl-Transferase
n [221— 224].

In vivo werden die Verzweigungsstellen in N-verkniipften
Glycoproteinen durch N-Acetylglucosaminyl-Transferasen fest-
gelegtl?26: 2271 Gje {ibertragen GlcNAc von UDP-GicNAc auf
einen Mannoserest oder einen anderen Acceptor, wobei das
anomere Zentrum stets f-konfiguriert ist. Die GlcNAc-Transfe-
rasen I-VI, die am Ausbau des Pentasaccharidkerns von Aspa-
ragin-Glycoproteinen beteiligt sind (Schema 44) wurden isoliert
und charakterisiert!?2¢ ~ 2281 Zusammen mit anderen GlcNAc-
Transferasen sind sie in der Oligosaccharidsynthese eingesetzt
worden[22%- 2301,
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1 werden. Das Enzym akzeptiert ebenfalls TDP, ADP und
HO OH/ GDP!2361,
)
v—" "o OH o

Schema 44. Spezifitit der GlcNAc-Transferasen I-TV.

GlcNAc-Transferasen sind auch mit modifizierten, nicht-
natiirlichen Donoren eingesetzt worden. GlcNAc-Transferase I
aus Humanmilch fibertrdgt auBer GIcNAc auch 3-, 4- und 6-Des-
oxy-GlcNAc auf den Acceptor Manal-3(Manal-6)ManfO-
(CH,)sCO,CH, 2%, Die 4- und 6-Desoxy-GlcNAc-Derivate
konnen auch mit GlcNAc-Transferase IT iibertragen werden,
nicht aber 3-Desoxy-GlcNAc!?2°). Eine von vielen syntheti-
schen Anwendungen von GlcNAc-Transferase ist die N-Acetyl-
glucosaminylierung zu GlcNAcf1-4GlcNAca-Dolichylpyro-
phosphat, das fiir die Untersuchung von Oligosaccharyl-
Transferasen eingesetzt wird!?3!%l. Eine GlcNAc-Transferase
aus Mausnieren wurde in der Synthese eines Sialyl-Lewis*-He-
xasaccharids verwendet. Es katalysiert den Transfer von
GlcNAc auf die 6-OH-Gruppe von GlcNAc in Galfl-
3GIcNAc!231b),

5.2.5. Mannosyl-Transferase

Viele Mannosyl-Transferasen iibertragen Mannose oder 4-
Desoxymannose aus ihren GDP-Estern auf Acceptoren!?32,
Die a1-2-Mannosyl-Transferase aus Hefe ist in E. coli geklont
und iiberexprimiert worden (spezifische Aktivitit ca. 1t UL™1).
Sie transferiert Mannose auf die 2-Position vieler unterschied-
lich derivatisierter -Mannoside und a-Mannosylpeptide, wobei
die Mana1-2Man-Einheit gebildet wird!?*3], Mannosyl-Trans-
ferase aus Schweineleber akzeptiert GicNAcf1-4GlcNAc-Phy-
tanylpyrophosphat, ein Analogon des natiirlichen Substrats
(mit Dolichol statt Phytanol)!234],

5.2.6. Sucrose-Synthetase

Mit den Fructosen 1-Azido-1-desoxy-, 1-Desoxy-1-fluor-, 6-
Desoxy-, 6-Desoxy-6-fluor- und 4-Desoxy-4-fluorfructose als
Glycosylacceptoren wurden Sucrose-Synthetase-katalysiert Su-
crosederivate hergestellt (Schema 45)123%),  6-Desoxy- und
6-Desoxy-6-fluorfructose wurden aus den entsprechenden Glu-
cosen in situ durch Isomerisierung mit Glucose-Isomerase gebil-
det!??3], Da die Reaktion reversibel ist, kann Sucrose-Syntheta-
se (aus Reis) auch fiir die Synthese von UDP-Glc eingesetzt

OH

Schema 45. Synthese von Sucroseanaloga mit Sucrose-Synthetase. Das Enzym
kann auch fiir die Regenerierung von UDP-Glc aus Sucrose und UDP eingesetzt
werden. 83, R' = R*=0H;b,R' =F R2=0H:¢,R' = OH, R2=F,
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5.2.7. Oligosaccharyl-Transferase

Wie bereits erwihnt, katalysiert Oligosaccharyl-Transferase
den Transfer eines Oligosaccharids aus zwei GlcNAc-, neun
Mannose- und drei Glucoseeinheiten von einem Dolichylpyro-
phosphat auf einen Asn-Rest eines entstehenden Peptids oder
Proteins!!®". Das Enzym transferiert auch die Minimaleinheit
GlcNAcp1-4GIcNAc von dem entsprechenden Dolichylpyro-
phosphat oder von einem kiirzeren oder einfacheren Lipid 4%,
Das kiirzeste Peptid, das noch als Acceptor dienen kann, ist
Asn-X-Ser/Thr. Mit Oligosaccharyl-Transferase wurden mehre-
re Peptide mit glycosylierten Asn-Resten in vitro synthetisiert.
Die Glycopeptide Bz-Asn(Oligosaccharyl)-Leu-Thr-NH, 237,
Bz-Asn(GlcNAc,)-Leu-Thr-NH, 2*# und Ac-Asn(GlcNAc,)-
Leu-Thr-OCH,/NHCH, 4% wurden ebenso synthetisiert wie
glycosylierte cyclische Peptide, z.B. C‘ys-Ala-Asn(GlcNAcz)-Eys-
Thr-Ser-Alalt40!,

5.2.8. In-situ-Regenerierung des Cofaktors

Obwohl Synthesen mit Glycosyl-Transferasen im analyti-
schen und im kleinen Mafistab sehr effizient sind, sind bei
grofleren Ansédtzen die hohen Kosten der Zuckernucleotide so-
wie die Produktinhibierung durch die bei der Reaktion frei-
gesetzten Nucleosidmono- oder -diphosphate von Nachteil.
Eine einfache Losung fiir beide Probleme ist die In-situ-Regene-
rierung des Zuckernucleotids aus dem entstandenen Nucleo-
siddiphosphat. Diese Strategie wurde erstmals in der durch Ga-
lactosyl-Transferase katalysierten Synthese von N-Acetyllactos-
amin angewendet (Schema 46)I'61, Mit einer katalytischen

OH
o
HOS OH
NHAc
HO _OH
HO OH OH
3 o 0
o HO o oH
Ho 4 Ho MO NHA
HO °
0-UDP
ubrP
g’ .
2P, «+—— PP, g2 0-POy
ESEC N> ute €0
o
OH )k co;
HO 0,
HO
HO 5. po2-
lr Es
o-poZ”
o
Hag&,on
OH

Schema 46. Glycosylierung mit Galactosyl-Transferase und In-situ-Regenerierung
von UDP-Gal mit UDP-Glc und UDP-Gle-4-Epimerase. E! = p1-4-Galactosyl-
Transferase, E? = Pyruvat-Kinase, E* = UDP-Glc-Pyrophosphorylase, E*=
UDP-Gle-4-Epimerase, E* = Pyrophosphatase, E® = Phosphogluco-Mutase.

Angew. Chem. 1995, 107, 569593



Enzyme in der organischen Synthese (Teil 2)

AUFSATZE

Menge an UDP-Gal wird zu-

néachst GlcNAc glycosyliert; da-

nach wird UDP-Gal aus dem frei-

gesetzten UDP und Galactose HO,
durch eine enzymatisch kataly-
sierte Sequenz regeneriert, bei der
eine stochiometrische Menge an
einem Phosphorylierungsmittel
bepétigt wirfl. Eine Reihe von NeuAc
Oligosacchariden ist so syntheti- CTP
siert worden'?%31, Ein zweites Re-

generierungssystem fiir UDP-Gal o E*
basiert auf Galactose-1-phos- /u\coz‘
phat-Uridyl-Transferase?!3! und

ist bei der Herstellung von 2'-Des-

E5 Hé OH
2Pi<—PPi

EA

oxy-LacNAc und 2-Amino-2'- co3

desoxy-LacNAc verwendet wor-
den (Schema 47). Eine dritte Me-
thode zur Regenerierung von
UDP-Gal ist die Sucrose-Synthe-
tase-katalysierte Bildung von
UDP-Glc aus Sucrose und UDP[239],
Die Regenerierung des Cofaktors in situ bietet mehrere Vor-
teile. Zum einen kann eine katalytische Menge an Nucleosiddi-
phosphat und eine stochiometrische Menge an Monosaccharid
statt einer stdchiometrischen Menge an Zuckernucleotid ver-

HO OR

NHAc on HO
g’
UDP PEP
HO _OH 2
E Pyr
UTP

0 ubpP

Gal-1-p~ o UDP-Gle

Glc-1-P
Schema 47. Glycosylierung mit Galactosyl-Transferase und In-situ-Regenerierung
von UDP-Gal mit UDP-Glc und Gal-1-P-Uridyl-Transferase. E' = $1-4-Galacto-

syl-Transferase, E? = Pyruvat-Kinase, E* = UDP-Glc-Pyrophosphorylase, E* =
Gal-1-P-Uridyl-Transferase, E* = Galcto-Kinase, Pyr = Pyruvat.

wendet werden, was die Kosten deutlich senkt. Zum anderen ist
die Inhibierung durch das freigesetzte Nucleosiddiphosphat we-
gen seiner niedrigen Konzentration drastisch verringert. Dar-
itber hinaus wird die Isolierung des Produktes erheblich verein-
facht. Ein Regenerierungssystem fiir CMP-NeuAc (Schema 48)
ist ebenfalls entwickelt worden!!??:23%1, Die Regenerierungssy-
steme fiir UDP-Gal und CMP-NeuAc kénnen auch in einer
Eintopfreaktion kombiniert und fiir die Synthese von Sialyloli-
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AcHN 9

0-pPOZ”

E2
coP
ADP co;
0-PO3~

CO

Schema 48. Enzymatische Sialylierung mit In-situ-Regenerierung von CMP-NeuAc. B! = «2-3- -Sialyl-Transferase,
E? = Nucleosidmonophosphat-Kinase, E> = Pyruvat-Kinase, E* = CMP-NeuAc-Synthetase, E* =

Pyrophosphatase.

gosacchariden eingesetzt werden (Schema 49)!17°). Mit diesen
Regenerierungssystemen sowie denen fiir UDP-GlcNAc[2401
GDP-Man'?33] GDP-Fuc!'7®! und GDP-GIcUA 183 gollte der
breiten Anwendung von Glycosyl-Transferasen fiir die Oligo-

B-Galactosidase
aus Baciilus sp.
| Lactose *
OH HO OH OH
GalT &S’ 0
H?-!g%’ OHZ&’OH
NHAG ( ; NHAc
UDP-Gal UDP LacNAc
Pyr PEP+ Gal
HO OH
s HO. HO,C HO ~OH °
iaT O HO
acNAc
- 7N\ AGHN 2 O&Oé = O
o oH NHAC
CMP-NeuAc CMP OH

yr PEP + NeuAc

ManNAc

Schema 49. Synthese ¢ines Trisaccharids mit der Enzymkombination Galactosida-
se/Sialyl-Transferase oder Galactosyl-Transferase/Sialyl-Transferase. Die enzyma-
tische Sialylierung von LacNAc in situ liefert ein Trisaccharid, das nicht mehr durch
Galactosidase angegriffen wird. Pyr = Pyruvat.

saccharidsynthese nichts mehr im Wege stehen. Ein Beispiel fiir
eine gelungene Synthese ist die enzymatische von Sialyl-Lewis*
(Schema 50)117°1
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OH
HO, HO,c HO OH OH
o 0&3\, R
o
AcHN 5 NP

)
HO OH HO NHAC

HOOH
Slalyl-Le*
a1-3-Fucosyl-
Transferase

HO OH

PP,

Schema 50. Enzymatische Fucosylicrung mit In-situ-Regenerierung von GIDP-Fucose.

5.3. Klonierung und Expression von Glycosyl-Transferasen
und Zuckernucleotid-Synthetasen

Obwohl viele Glycosyl-Transferasen dhnliche Reaktionen ka-
talysieren und oft dasselbe Substrat verwenden, scheint bei den
unterschiedlichen Transferasen nur eine geringe Sequenzhomo-
logie zu bestehen. Allerdings gibt es eine deutliche Homologie
bei denselben Enzymen aus unterschiedlichen Spezies. Beispiels-
weise sind die Sequenzen von f1-4-Galactosyl-Transferase aus
Mensch und Ratte zu 86 % identisch. Diec Glycosyl-Transfera-
sen sind einander insofcrn dhnlich, als alle bis heute beschrie-
benen cDNA-Sequenzen Peptide mit einem kurzen N-Ter-
minus, einer hydrophoben Transmembransequenz, einer kurzen
Stammsequenz und einer groflen C-terminalen katalytisch akti-
ven Domine kodieren'?*4). AuBer den membrangebundenen
Enzymformen sind Glycosyl-Transferasen auch in 1dslicher
Form in Korperfliissigkeiten wie Blut, Milch oder Galle identifi-
ziert worden. In einigen Fillen wurden die Enzyme aus diesen
Flissigkeiten isoliert!?*! 2431 Ein Vergleich der cDNA-Se-
quenzen dieser 16slichen Enzyme mit den bisher bekannten N-
terminalen Sequenzen membrangebundener Transferasen fiihrt
zu dem Ergebnis, dafl die Stammsequenz gespalten und so die
katalytisch aktive Domdéne freigesetzt wird. Solche proteolyti-
schen Abtrennungen des Membranankers treten wahrscheinlich
bei allen Glycosyl-Transferasen auff244!,

Die Menge an einer Glycosyl-Transferase, die aus einer natiir-
lichen Quelle isoliert werden kann, ist oft durch die niedrige
Konzentration dieser Enzyme in den meisten Geweben und
Korperfliissigkeiten begrenzt. Die Reinigung wird auflerdem
durch die relative Instabilitdt der Enzyme dieser Klasse er-
schwert!'*]. Daher ist die Klonierung von Glycosyl-Transferase-
Genen in einfach zu handhabende Expressionssysteme von
groBer Bedeutung. Die Strategie dafur ist in Schema 51 a zusam-
mengefafit. Das gewiinschte Glycosyl-Transferase-Gen muB zu-
néchst aus dem Pool der mRNAs durch Klonierung der cDNA
unter Bildung einer cDNA-Bibliothek identifiziert und isoliert
werden. Durch Screening wird es unter den ca. 10° Sequenzen
der Bibliothek identifiziert. Nach der Sequenzierung des Gens
kann cs durch gezielte Klonierung in einen Expressionsvektor
eingebaut werden. Dieses sehr arbeitsaufwendige Verfahren
ist von mehreren Gruppen erfolgreich eingesetzt wor-
den!®-244-283.256-2651 Ayg unterschiedlichen Geweben wird
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GDP- Fuc-
Pyrophos-

Ho,c HO OH phorylase
E § GDP-Fuc
NS o\/\

Phosphatase
————

¢DNA gewonnen und iiber einen ge-
eigneten Linker beispielsweise in das
Genom des Phagen 4 eingebaut und

Bakteriophagen eingeschleust

in : 1 i .
Pyruvet-Kinase Diese werden dann in E. coli kulti-
viert und die Zellkultur auf das
gewiinschte Gen oder Genprodukt

hin untersucht. Das Glycosyl-Trans-
ferase-Gen wird in der Regel durch
Hybridisierung mit radiomarkierten
CH“?&ZE? Po¥ DNA-Sonden identifiziert!?45 2481,
HoH Bei dieser Art des Screenings ist eine
vorherige Kenntnis der Gensequenz
Pi crforderlich. Diese Information
kann manchmal durch Extrapola-
tion aus einem Teil der Proteinse-
quenz oder aus der DNA-Sequenz
fiir eine Glycosyl-Transferase aus einer dhnlichen Quelle erhal-
ten werden. Zwei andere Techniken sind fiir ein Screening von
Glycosyl-Transferase-cDNA-Bibliotheken verwendet worden,
wobei allerdings jeweils eine erfolgreiche Transcription und
Translation des Genprodukts vorausgesetzt wird. Bei der Klo-
nierung von x2-6-Sialyl-Transferase aus Rattenleber nutzten
Weinstein et al. polyklonale Antikérper gegen das gereinigte
Enzym fiir das Screening!?%%. Bei der zweiten Methode von
Larsen et al.!**!Y muf die Gensequenz nicht volistindig bekannt
sein; man nutzt die Spezifitit eines Lectins (eines kohlenhy-
dratbindenden Proteins), das ein an der Zelloberfliche expri-
miertes Glycokonjugat-Produkt der gesuchten at-3-Galactosyl-
Transferase erkennt. Die transformierten Zellen werden dann
durch mehrfaches Panning auf Petrischalen isoliert, die mit ei-
ner Schicht des Lectins iiberzogen worden waren. Bei diesen
Verfahren werden Bibliotheken eingesetzt, die jeweils nur sehr
wenige Kopien des gewiinschten Gens enthalten. Eine bessere
Aussicht auf Erfolg besteht, wenn die Zahl der Kopien des Gens
erhéht werden kann. Dies wurde durch die 1985 eingefiihrte
In-vitro-Amplifizierungsmethode auf Grundlage der Polymera-
sekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) mog-
lich2%4-2331 Natiirlich setzt PCR (und Expression-Cassette-
PCR, ECPCR)!?**] ebenso wie das Hybridisierungs-Screening
die Kenntnis der Sequenz voraus.

Sobald das Gen identifiziert worden ist, wird es unter Anwen-
dung von Standardtechniken sequenziert. Danach muf das Gen
iber einen Vektor in ein Expressionssystem kloniert werden.
Dies gelang bisher nur mit wenigen Glycosyl-Transferasen.
Togrohl etal. haben das Glucuronyl-Transferase-Gen aus
Mausleber in den Hefevektor pEVP11 eingeschleust und das
Enzym in Saccharomyces cerevisiae exprimiert!2*), Die Glu-
curonyl-Transferase aus Rattenleber wurde iiber den SV40-Vek-
tor in COS-Zellen exprimiert!?#6). Analog wurde die f1-4-Ga-
lactosyl-Transferase aus Rind kloniert{24”, Ein bemerkenswer-
ter Ansatz zur Expression einer Glycosyl-Transferase in E. coli
ist fiir die humane f1-4-Galactosyl-Transferase entwickelt wor-
den?°¢). Eine RsrII-Restriktionsstelle im Galactosyl-Transfera-
se-Gen ermdglichte die Abtrennung der Membrananker-Se-
quenz. Das kohdsive Ende wurde mit dem Klenow-Fragment
abgestumpft (das Klenow-Fragment ist die groBe Untereinheit
der DNA-Polymerase I; es weist eine 3' - 5'-Exonuclease-Akti-
vitit auf und trennt die iiberstehenden Basen an der Restrik-
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a g i 9
) [ Zielsequenz 3 b) Primer CMP5
- 5- ATATTGAATTCTAAACTAGTCGCCAAGGAGACAGTCATAATGAGA
3 3 “FcoRT ne-] 0~ z Start
1. Denaturierung Gen fur E-Tsrminus
bei 96 °C Primer CMP3
2. Assoziation des Pri 5-GCRCTCTAGACTATTAGAACCGTAGTCCGEACATORTACGGG
besi sglgéon s Frimers %ﬁ_ ecapeptidkodierung
TATTTAACAATCTCCGCTATITC
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ggl‘j‘e und Stop- Primer-Extension —EZPTERaG ) GAATTCTAAACTAGTCGCCAAGGAGACAGTCATAATG 11— |
m|§ Taqo-Polymerase EcoR 1 Rib
bei 72 C
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5 3
§ §
3 1 5
Aktivierung der
Restriktionsstelle
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artpun
3 Expressionskassette 5§
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) N Antikérper d) Vorwérts-Primer
\ s'ATA‘rrg QTMACTAGTCGCQMMT

CATMTGAGAACMMATTATTGCGG‘
Stat N-Terminus

Ruckwirts-Primer
S'GCGCTCTAGACTATTATITAACAATCTCCGCTATTTS

Xbal Stop G-Terminus
Cc Xba |
4 EcoR | Xbal EcoR| < 2 Primer ] xea
,,' 9 1 1 }— :
; ' [ '{RiblCMP-SiaIinsAure—Synmetase 3 ————— —» & RHCMP-Siaingaure-Synthetase| ' 3
Decapeptidkodierung : o~ Assoziation g primer B -~~~
¢ Decapeptid-Gen EcoRt Decapeptid-Gen
alkalische
Phosphatase CMPSIL-1-Plasmid
PCR-Ampiifikation und Verdauung EeoR Xbal (verdaut mit EcoRi und Xbal)

durch Restriktionsenzyme

blau

i 1
5 { RJCMP-Sialinséure-Synthetasef- 3'

kodiertes CMP-NeuAc-
Synthetase-Gen

= =
CMP-NeuAc Synthetase S 2

.@zmbmcTAAAcTAGTCGCCMQGAG&AGTCAEATG_
Rb

EcoR|

Schema 51. a) Allgemeine Strategie fir die Uberexpression von CMP-NeuAc-Synthetase. b) Primer-
Sequenzen mit einem zusitzlichen Decapeptidmarker und Restriktionsstellen fiir die Amplifizierung des
CMP-NeuAc-Synthetase-Gens. Nach der Amplifizierung wird das markierte Gen in ein Phagemid einge-
baut. ¢) Selektion eines Klons durch einen Antikérper gegen den Decapeptidmarker. Der Antikérper ist
mit einer basischen Phosphatase konjugiert. Positive Klone ergeben eine blaue Farbung und kénnen fiir
die Uberexpression verwendet werden. d) Entfernung der Decapeptidmarkierung durch PCR, Austausch
von kodiertem und michtkodiertem Gen, Uberexpression mit LacZ-Promotor (50 mgL ™', aus E. cofi).
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tionsstelle ab) und das glatte Ende mit einer ebenfalls mit dem
Klenow-Fragment abgestumpften EcoRI-Restriktionsstelle des
Expressionsvektor pIN-III-ompA, verbunden™®"). So wurde
der Code fiir ein Fusionsprotein aus Galactosyl-Transferase und
der ompA-Signalsequenz (ompA = outer membrane protein A,
ein E.-coli-Protein, das durch seine abspaltbare N-terminale Si-
gnalsequenz fiir die Sekretion bestimmt wird). Transcription
und Translation dieser Sequenz in E. coli fiihrt zu einem aktiven
Enzym, das in den periplasmatischen Raum sekretiert wird. Rei-
nigung des Proteins und Sequenzierung des N-Terminus besté-
tigten die Expression der 16slichen Form der Galactosyl-Trans-
ferase, die am N-Terminus um drei Aminosduren verldngert ist
(diese bleiben nach proteolytischer Abspaltung des restlichen
Signalpeptids librig). Die kinetischen Parameter dieses Enzyms
waren von denen des natiirlichen nicht zu unterscheiden. Aller-
dings konnte so nur eine sehr geringe Menge an Enzym produ-
ziert werden (< 0.014 UL™!), Auch die Steigerung der Produk-
tivitit in einem modifizierten E.-coli-Wirt??°4 auf das 30fache
war unter diesen Umsténden nicht ausreichend, um synthetisch
brauchbar zu sein. Moglicherweise effektivere Expressionssyste-
me basieren auf dem Baculovirus!! 7! und Hefel?%81,

Bis heute sind nur sehr wenige Glycosyl-Transferasen kloniert
und in fiir die enzymatische Synthese ausreichender Menge ex-
primiert worden2°®). Wegen der Vorteile der enzymatischen
Synthese von Oligosacchariden gegeniiber traditionellen Me-
thoden ist allerdings zu erwarten, daB3 die Uberexpression von
Glycosyl-Transferasen auch in Zukunft groBes Interesse auf'sich
zichen wird. In Schema 51b-d sind die Verfahren fiur die
Uberexpression von CMP-NeuAc-Synthetase in E. coli (ca.
50 mgL. 1) dargestellt.

5.4. Nicht-Leloir-Glycosyl-Transferasen: Glycosyltransfer
aus Glycosylphosphaten und Glycosiden

Oligosaccharide koénnen auch mit Nicht-Leloir-Glycosyl-
Transferasen synthetisiert werden. Die Phosphorolyse von Poty-
sacchariden wird von den sogenannten Glucan-Phosphorylasen
katalysiert. Die Reaktion ist reversibel, und die Enzyme konnen
auch in Syntheserichtung eingesetzt werden. Zwei besonders
wichtige Beispiele sind die Synthesen von Sucrose und Trehalo-
se, die durch Sucrose-**" bzw. Trehalose-Phosphorylaset2¢”!
katalysiert werden (Schema 52). Zur selben Klasse gehoren
auch die Enzyme, die an der Biosynthese von Dextranen und
Levanen beteiligt sind 28],

Nicht-Leloir-Glycosyl-Transferasen sind auch fiir die Synthe-
se von Polysacchariden geeignet. Modifizierte Polysaccharide
konnen interessante physikalische und biologische Eigenschaf-
ten aufweisen, die sich von denen der natiirlichen unterscheiden.
Andere Moglichkeiten zur Beeinflussung der Polymereigen-
schaften sind die Kontrolle der Genexpression der fiir ihre Syn-
these verantwortlichen Enzyme, die Regulierung der Enzymak-
tivitdit und eine Beeinflussung ihrer Biosynthese!2¢%), Mit
Kartoffel-Phosphorylase [EC 2.4.1.1] wurden in vitro oligomere
Maltose!*°! und eine Reihe von linearen, kamm- oder stern-
formigen Polymeren hergestellt!270),

Dieses Verfahren wurde durch Verwendung eines gekoppelten
Enzymsystems verbessert, wobei Glucose-1-phosphat in situ aus
Sucrose und Phosphat mit Sucrose-Phosphorylase synthetisiert
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OH
OH 1 HO 0
o R o OH HO
HOo + H o Sucrose - HO o”oo
- At
Hoo-Pof A2 Phosphorylase H
OH
OH

OH OH
o 0 Trehalose-
HO HO __'renalose-
Hoﬁ + HO&/OH —————eee
2-

Phosphorylase
HOG, o2 HO phoryl

OH

HO O,
Ho
HO

OH
ﬁwu

OH

Schema 52. Synthese von Sucrose und Trehalose mit den jeweiligen Phos-
phorylasen.

wird!6% So wird aus dem von der Kartoffel-Phosphorylase
freigesetzten Phosphat Glucose-1-phosphat nachgebildet, so
dal3 die Ausbeute an Polymer erhdht wird. Durch Kontrolle der
Primer-Konzentration 146t sich das Molekulargewicht des ent-
stehenden Polymers steuern. Mit nichtnatiirlichen Primern, die
zusdtzliche funktionelle Gruppen haben, k6nnen Polysacchari-
de fiir weitere Modifizierungen, z.B. die Ankniipfung an ein
Protein, maBgeschneidert werden (Schema 53).

OH HO

HO ° k“)‘-w
HoO OH Kartoffel-
HOo Sucrose- Phosphorylase
————————— ——te—————
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o) +
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HO OH
HO o]
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Sucrose, P;
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Phosphorylase

———

Kartoftel-

HO Phosphorylase

6 HO NH(CHa)COH
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HO HO OH
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HO o

n HO NH(CHy),COH

n>6
Schema 53. Polysaccharidsynthese mit Phosphorylasen.
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Cyclodextrin-a1-4-Glucosyl-Transferase [EC 2.4.1.19] aus
Bacillus macerans katalysiert die Cyclisierung von Oligomaltose
zu a-, - und y-Cyclodextrin sowie den Transfer von Zucker-
einheiten aus Cyclodextrin auf einen Acceptor unter Bildung
von Oligosacchariden!?71:272), Das Enzym setzt auch a-Gluco-
sylfluoride zu einer 4quimolaren Mischung aus a- und -Cyclo-
dextrin sowie Oligomaltose um!?73. Durch Immobilisierung
auf Kieselgel, das mit Glutaraldehyd funktionalisiert worden
ist, konnte das Enzym so weit stabilisiert werden, daB nach vier
Wochen Lagerung bei 4°C kein Aktivitdtsverlust festgestellt
werden konnte. Mit geeigneten Acceptoren kann dieses Enzym
Cyclodextrinanaloga und neuartige Oligosaccharide zugénglich
machen. Nichtnatiirliche Acceptoren, deren Strukturen der
von Glucose dhneln, sind ebenfalls Substrate des Enzyms. Mit
Desoxynojirimicin als Acceptor und Cyclodextrin als Donor
wurde ein Oligoglucosyldesoxynojirimicin aufgebaut, das an-
schliefend in 60% Gesamtausbeute mit Gluco-Amylase zu
4-0-0-p-Glucopyranosyldesoxynojirimicin hydrolysiert wurde
(Schema 54)'27*1. Auch einige N-substituierte Derivate von

OH

OH 1. Cyclodextrin- HO 9}

R .
‘< I -Transfera HO OH
o’a\ + (Glucose),, -——-——-————-»G ucosyl bl HO nh
oH 2. Gluco-Amylase "o

OH

Schema 54. Synthese von N-Alkyldesoxynojirimicinglycosiden,

Desoxynojirimicin waren gute Substrate und wurden analog zu
den entsprechenden Glucosylazazuckern umgesetzt. Eine dieser
Verbindungen, 4-0-2-D-Glucopyranosyl-N-methyldesoxynoji-
rimicin, ist ein wirkungsvoller Inhibitor von Glucosidasen.

Ein wichtiger Schritt in der Biosynthese von Lipid A ist die
Glycosylierung eines 2,3-Diacylglucosamin-1-phosphats in der
6-Position mit UDP-2,3-Diacylglucosamin als Donor unter Bil-
dung einer Lipid-A-Vorstufe. Diese Reaktion wird durch Lipid-
A-Synthetase katalysiert, die kloniert und iiberexprimiert wor-
den ist[2751, Sie wurde auch fiir die In-vitro-Synthese dieser
Lipid-A-Vorstufe und ihrer Analoga, z.B. C-Glycoside?7*! und
Phosphate, verwendet (Schema 55)12771,

OH
I N

Lipid-A-
—_—
No-uop x  Synthetase
j: HOj
CnHz CqiHes CiHaa  CyyHpy
OH
O
O
X= OPO§ h (Lipid-A-Vorstufe)
X = CH,CO;
C“H X=PO3~
CnHza HO
CiHaa Gy

Schema 55. Synthese von Lipid-A-Analoga mit Lipid-A-Synthetase.
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5.5. Glycosidasen und Transglycosidasen

Glycoside konnen mit Glycosidasen unter thermodynamisch
oder kinetisch kontrollierten Bedingungen synthetisiert wer-
den!'3), Zwar sind thermodynamische Bedingungen einfacher
zu realisieren, doch sind die Ausbeuten in der Regel recht nied-
rig und iiberschreiten selten 15 %. Des weiteren ist die Isolierung
und die Reinigung des Reaktionsproduktes wegen der geringen
Ausbeute und der Bildung von Nebenprodukten erschwert.

Bei der kinetisch kontrollierten Synthese wird ein reaktives,
enzymgebundenes Intermediat abgefangen, das aus einem akti-
vierten Glycosyldonor durch ein exogenes Nucleophil unter
Kniipfung der glycosidischen Bindung gebildet wird!!3!. Geeig-
nete Glycosyldonoren fiir diese Transferreaktion sind Di- und
Oligosaccharide, Arylglycoside und Glycosylfluoride. Die Re-
aktion mul sorgfiltig liberwacht werden, so dal} sie nach voll-
stdndigem Verbrauch des Glycosyldonors sofort unterbrochen
werden kann, um eine Hydrolyse des Produktes zu vermeiden.
Die Ausbeuten, die mit diesem kinetisch kontrollierten Verfah-
ren erzielt werden, liegen zwischen 20 und 40 %. Durch Zugabe
von organischen Losungsmitteln wird die Ausbeute im allgemet-
nen nicht erhoht, was im Gegensatz zu Erfahrungen mit der
thermodynamisch kontrollierten Synthese steht.

Kinetisch kontrollierte Synthesen sind hauptsichlich mit sol-
chen Glycosidasen durchgefithrt worden, die Produkte unter
Retention der Konfiguration am anomeren Zentrum geben. Mit
einer invertierenden Glycosidase und Glycosylfluoriden als Do-
noren verlduft die Reaktion dagegen unter Inversion der Konfi-
guration am anomeren Zentrum!*’®. So wurden a-Trehalase
und f-Glucosylfluorid unter Bildung von «-D-Glucopyranosyl-
a-D-xylopyranosid a,x-verkniipft?7°],

Normalerweise reagieren primire Hydroxygruppen im Ac-
ceptor schneller als sekundire, was zur bevorzugten Bildung
von (1 - 6)-glycosidischen Bindungen fithrt. Eine gewisse Regio-
kontrolle kann man allerdings mit einer geeigneten Donor/
Acceptor-Kombination erzielen!28%1. Beispielsweise reagiert der
Donor a-Gal-OPh-p-NO, unter Katalyse von a-Galactosidase
mit a-Gal-OMe (sowie a-Gal-OAllyl) hauptsdchlich zum «-1,3-
Disaccharid und mit $-Gal-OMe vorrangig zum z-1,6-Disac-
charid?®°=*, Die Konfiguration am anomeren Zentrum des
Acceptors beeinfluBt also die Regiochemie der Glycosylierung.
Dies wurde auch bei Reaktionen mit -N-Acetyl-Galactosami-
nidase festgestellt!8°4, Wenn a-Gal-OPh-p-NO, gleichzeitig als
Donor und als Acceptor fungiert, kommt es vorwiegend zur
a-1,3-Verkniipfung, mit dem entsprechenden orzho-Nitrophe-
nylglycosid wird {berwiegend eine «-1,2-Bindung gebil-
det 28021 Mit B-Galactosidase entstehen hauptsichlich f-1,3-
verkniipfte Disaccharide, wenn p-Benzyl- oder (-Allylgalac-
tosiden als Donoren verwendet werden!!3- 289, Mit Glycalen als
Acceptoren kann ebenfalls die Regioselektivitit gesteuert wer-
den'?®1 wobei hauptsichlich 1,3-verkniipfte Glycoside ent-
stehen, wenn die 6-Position ungeschiitzt oder blockiert vorliegt.

Man kann ébenfalls Glycosidasen aus unterschiedlichen Spe-
zies einsetzen, um die Regioselektivitit zu steuern. Beispiels-
weise katalysiert $-Galactosidase aus Hoden die Bildung von
Galf1-3GleNAc und Galf1-3GleNAcfSEt?82) aus Lactose
und GleNAc bzw. GleNAcfSSEt. Die Nebenprodukte, die dabei
entstanden, konnten mit FE.-coli-f-Galactosidase hydrolysiert
werden, die hauptsichlich -1,6-verkniipfte Galactosylreste an-
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greift. Die Ausbeute an -1,3-verkniipften Disacchariden betrug
10—-20%. Auch Polysaccharide kénnen durch kinetisch kon-
trollierte Glycosidase-Reaktionen synthetisiert werden: So wur-
de bei der durch Cellulase katalysierten Polymerisation von -
Cellobiosylfluorid zu Cellulose ein Polymerisationsgrad >22
erreicht'?®33l. Die 8-Galactosidase von Bacillus circulans wurde
in der Synthese von groBeren Mengen an N-Acetyllactos-
amin 283 aus Lactose und GlcNAc verwendet. Diese Reaktion
wurde in situ mit einer Sialyl-Transferase-Reaktion gekoppelt,
so daB ein Sialyllactosamin entsteht (siche Schema 49)t?#3<1und
die Hydrolyse des Galactosidaseproduktes verhindert wird.

Auch der Glycosyltransfer auf andere Acceptoren als Kohlen-
hydrate ist mdglich. Diese Reaktionen sind besonders interes-
sant, da man ausgehend von racemischen oder meso-Alkoholen
wegen der asymmetrischen Umgebung der aktiven Bindungs-
stelle eines Enzyms eine gewisse Diastereoselektivitdt oder opti-
sche Induktion erwarten darf. Tatsidchlich konnten moderate bis
auBergewohntich hohe Diastereoselektivititen festgestellt wer-
den!t*].

Transglycosidasen sind den Glycosidasen insofern verwandt,
als dal sie glycosidische Bindungen spalten, unterscheiden sich
von ihnen aber dadurch, daf sie den Glycosylrest bei nur mini-
maler Hydrolyse auf einen anderen Acceptor itbertragen. Trans-
glycosidasen sind daher niitzliche Instrumente zur Kniipfung
von glycosidischen Bindungen. So wurde beispielsweise mit j-
Fructofuranosidase aus Antherobacter sp. K-1-Fructose aus Su-
crose auf die 6-Position eines Glucoserestes in Steviosid und in
Rubusosid iibertragen!?%*), Eine Sucrase aus Bacillus subtilis
katalysiert den reversiblen Transfer von Fructose aus Sucrose
auf die 6-Position von Fructose am nichtreduzierenden Ende
einer Levankette!?85). Mehrere nichtnatiirliche Sucrosederivate
wurden ebenso synthetisiert!28,

Eine Transsialidase aus Tryptanosoma cruzi iibertrigt Sialin-
sdure reversibel von und auf Position 3 eines terminalen §-Ga-
lactoserestes 87}, Ketten mit endstédndigen a-verkniipften Ga-
lactoseresten sind keine Substrate. Eine Reihe von Oligo-
sacchariden mit NeuAca2-3Galg-Substruktur sind so syntheti-
siert worden?®®!. Dariiber hinaus wurden mit diesem Enzym die
terminalen Galactosereste in Glycoproteinen und -lipiden auf
der Zelloberfldche von Erythrocyten resialyliert, die mit Sialida-
se behandelt worden sind[28°1, Auch zur Sialylierung eines Ga-
lactosids wurde es verwendet!?°®). Transialidase aus 7. cruzi ist
also eine Alternative zur «2-3-Sialyl-Transferase.

5.6. Synthese von Nucleosiden

Nucleoside und deren Derivate kommen iiberall in der Natur
vor. Sie sind an unzéhligen biochemischen Abldufen, vor allem
jedoch an der Speicherung und der Weitergabe der Erbinforma-
tion beteiligt. Das Interesse an dieser Verbindungsklasse ist zu-
sdtzlich dadurch gestiegen, daB einige Vertreter antipara-
sitische!*®!! (z.B. 1-f-p-Ribofuranosyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyri-
midin-4-on, Allopurinolribosid) oder antivirale Eigenschaf-
tenl292-2931 (2 B. 3'-Azido-3'-desoxythymidin, Zidovudin, AZT)
haben. Nucleoside werden traditionell auf unterschiedlichen
chemischen Wegen hergestellt!?°#1. Dabei miissen Funktions-
gruppen wiederholt ge- und entschiitzt und Positionen fiir die
Glycosylierung aktiviert werden, was zu vielstufigen Synthe-
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sen fithrt. Problematisch sind weiterhin die Kontrolle der
Konfiguration am anomeren Zentrum, besonders wenn man die
Synthese von B-D-Arabinofuranosyl- oder 2'-Desoxy-f-D-ribo-
furanosylnucleosiden anstrebt, und die regiospezifische Bildung
der glycosidischen C-N-Bindung mit nur einem der mdglichen
Nucleophile in der Purin- oder Pyrimidinbase.

Zwei enzymatische Methoden wurden fiir die Synthese von
Nucleosiden verwendet (Schema 56a). Bei den meisten der bis-
her durchgefiihrten enzymatischen Synthesen von natiirlichen
sowie nichtnatiirlichen Nucleosiden wird Nucleosid-Phos-
phorylase verwendet[2°3],

gl HO ° gt HO o 82
—— —
B e o ———
HO X HO X

HO X
HO B' 2 HO B?
o _EBF o
A
BZ
HO HO X
X =H, OH
HsC o
1.
/N NH NH;
¢ L
N
N SNH, 4+ O £\ E!
0 Nl ,N —
~N
)
H
HO OH
NHa»
[e) o]
T "%
~N NH
HO
o (LA |
NSNS,
HO OH

Schema 56. a) Zwei Wege fiir die enzymatische Synthese von Nucleosiden.
E' = Nucleosid-Phosphorylase, E? = Transribosylase. Sowohl E* als auch EZ kata-
lysieren reversible Reaktionen. b) Mit 7-N-Methylguanosin als Donor ist die durch
E! katalysierte Reaktion irreversibel.

Dieses Enzym katalysiert die reversible Bildung von Purin-
oder Pyrimidinnucleosiden und Phosphat aus Ribose-1-phos-
phat (R-1-P) und der Purin- bzw. Pyrimidinbase. Die Nucleo-
sidbildung ist dabei thermodynamisch begiinstigt. Die Ribose-
einheit wird in der Regel von einem gut verfigbaren Nucleosid
iber intermedidr gebildetes R-1-P auf eine Purin- oder Pyrimi-
dinbase oder auf entsprechende Analoga iibertragen, wobei in
erster Linie isolierte Enzyme(2°¢, in einigen Fillen auch ganze
Zellen verwendet wurden'?°”). Die nachteilige Wirkung der
Hydrolasen in den Zellen konnte durch eine Reaktionstempera-
tur von 60 °C weitgehend vermindert werden, wiahrend die Nu-
cleosid-Phosphorylase unter diesen Bedingungen nach 3-35 Ta-
gen noch >70% ihrer urspriinglichen Aktivitit aufwies'2°7.

Nucleosid-Phosphorylasen kdnnen je nach Ausgangsmaterial
nach zwei Strategien verwendet werden. Bei der ersten wird
R-1-P enzymkatalysiert bei hohen Phosphatkonzentrationen in
guter Ausbeute aus einem Nucleosid erhalten!?°®1, isoliert und
dann als Ribosyldonor enzymatisch mit Purin- oder Pyrimidin-
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basen oder mit deren Analoga gekuppelt. Die zweite Mglich-
keit ist eine Eintopfsynthese, in der in Gegenwart einer katalyti-
schen Menge an Phosphat die Basen zweier Nucleoside gegen-
einander ausgetauscht werden. Die erstgenannte Vorgehens-
weise (Isolierung des R-1-P) ist generell anwendbar, und fast
jeder Heterocyclus, der ein Substrat fiir die Nucleosid-Phospho-
rylase ist, kann so glycosyliert werden. Die zweite Methode (In-
situ-Bildung von R-1-P) ist dagegen eher begrenzt anzuwenden:
Im besten Fall wird ein Gleichgewichtsgemisch aus Substrat-
und Produktnucleosid gebildet, aus dem das gewiinschte isoliert
werden muf3. In weniger giinstigen Fillen agiert die freigesetzte
natiirliche Purin- oder Pyrimidinbase als wirkungsvoller kom-
petitiver Inhibitor gegeniiber dem Purin- oder Pyrimidinanalo-
gon, fiir das das Enzym eine geringere Affinitit aufweist. So
kann wegen der kompetitiven Inhibierung durch Hypoxanthin
(Ky = 5.6 mm) 1,2,4-Triazol-3-carboxamid (TCA, das Aglycon
von Virazol, Ky, =167 mM) nicht mit Inosin als Ribosyldonor
und Purinnucleosid-Phosphorylase (PNPase) als Katalysator
glycosyliert werden!*°°]. Dagegen gelang die Synthese von Vira-
zol mit isoliertem R-1-P als Ribosyldonor!?°%), Die Schwierig-
keiten durch die Inhibierung kénnen durch Verwendung eines
Pyrimidinnucleosids als Glycosyldonor und eines Purins (oder
Purinanalogons) als Acceptor umgangen werden, da das freige-
setzte Pyrimidin die PNPase nicht inhibiert™*®®), Wenn man
diese Methode allgemein anwenden will, bendtigt man sowohl
eine Purinnucleosid-Phosphorylase als auch eine Pyrimidinnu-
cleosid-Phosphorylase.

Mit aktivierten Purinen als Ribosyldonoren gelang der Aus-
tausch der Purinbasen ohne Isolierung von R-1-P13°1 Die akti-
vierten Puridinderivate wurden durch 7-N-Methylierung von
Inosin oder Guanosin erhalten; sie sind exzellente Substrate fiir
die Phosphorolyse mit PNPase. Die freigesetzten 7-N-Methyl-
purine inhibieren die Produktbildung nicht, und das Gleichge-
wicht liegt ganz auf Seite der Produkte. Die Effektivitit dieser
Methode konnte durch die Eintopfsynthese von Virazol aus
1,2,4-Triazol-3-carboxamid und 7-N-Methylguanosin gezeigt
werden (Schema 56b).

Nucleosid-Phosphorylasen akzeptieren eine breite Palette
von Nucleosidanaloga, die im Basenteil und in der Zuckerkom-
ponente modifiziert wurden. In der Regel wird auf eine Isolie-
rung des Zuckerphosphat-Intermediats verzichtet, dessen Betei-
ligung wurde allerdings eindeutig nachgewiesen.

Nichtnatiirliche Basen kdnnen erfolgreich mit natiirlichen
und mit nichtnatiirlichen Glycosyldonoren verkniipft werden.
Es gibt allerdings Einschrinkungen. In der durch Purinnucleo-
sid-Phosphorylase katalysierten Synthese einiger Imidazol[4,5-
cIpyridinnucleoside (3-Desazapurinnucleoside) ging die norma-
le Regioselektivitdt verloren, und ein Gemisch aus den an N-7
oder N-9 (Purinnomenklatur) glycosylierten Produkte wurde
erhalten. Ausgehend von Purinen mit einem Stickstoffatom in
Position 3 wird hingegen nur ein Regioisomer erhalten: Die 2’
Desoxyribosylierung von unsubstituiertem Purin lieferte nur
das 9-N-Glycosylpurin!3°°L Offensichtlich sind entweder das
Stickstoffatom N-3 der Purinbase oder ein geeigneter Substi-
tuent an C-6 fiir eine Orientierung der Base bei der regioselekti-
ven Glycosylierung erforderlich.

Nucleoside mit modifizierter Zuckerkomponente wurden
ausgehend von Glycosyldonoren synthetisiert, die durch chemi-
sche Modifizierung von natiirlich vorkommenden Nucleosiden
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wie Uridin oder Cytidin hergestellt worden sind. Arabino-12%7}
und 2'-Amino-2'-desoxyribonucleoside***! wurden auch enzy-
matisch in guter Ausbeute erhalten, 3’-Amino-2’,3"-didesoxyri-
bonucleoside hingegen nur in niedriger®*®?). Die schlechte Aus-
beute im letzteren Fall ist darauf zuriickzufiithren, daf3 beide
Pyrimidinheterocyclen bei der Bindung an das Enzym konkur-
rieren oder daf} die Reaktionsgeschwindigkeit wegen der Verin-
derung in Position 3, die fiir die Substraterkennung eine wichti-
ge Rolle spielen konnte, insgesamt niedriger ist[3931,

Auch N-Transribosylasen wurden fiir die Synthese von Nu-
cleosidanaloga eingesetzt!2°-3%41 Man unterscheidet hier zwei
Unterklassen: Typ-I-Enzyme katalysieren den Transfer der
Zuckereinheit zwischen zwei Purinen, Typ-II-Enzyme den Aus-
tausch zwischen zwei beliebigen Basen. Wie auch die Nucleosid-
Phosphorylasen fithren die Transribosylasen stereospezifisch
zum f-Anomer des Nucleosids. Thymidin und 2’-Desoxycytidin
sind die besten Glycosyldonoren. Was den Acceptor angeht,
besteht ein gewisser Spielraum fiir Modifikationen. Die Transri-
bosylase aus L. leichmanii wurde in der Synthese von 2-Chlor-
adenosin, einem antileukdmischen und immunosuppressiven
Nucleosid verwendet{3%4¢},

5.7. Sialyl-Lewis* und verwandte Verbindungen

Die durch Kohlenhydrate vermittelte Zelladhdsion ist ein
wichtiger biologischer Prozef3, der durch Verletzungen des Ge-
webes sowie durch Infektionen ausgelost werden kann und am
Vorgang der Metastase beteiligt ist™'°). Ein erst vor kurzem ent-
deckter AdhésionsprozeB ist die Wechselwirkung zwischen dem
Glycoprotein E-Selectin (ein dlterer Name fiir dieses Protein ist
ELAM-1, Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule), das
wihrend einer Entziindung auf der Oberfliche von Endothelzel-
len exprimiert wird, und einem Oligosaccharid auf der Oberfla-
che von Neutrophilzellen. Die von E-Selectin erkannte Ligan-
denstruktur ist das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis* (SLe*), das sich
am Terminus von Glycolipiden an der Oberfliche von Neutro-
philzellen befindet'*°*). Der AdhisionsprozeB!® wird durch
Signalmolekiile (Cytokine) oder andere entziindungsauslosende
Faktoren (z.B. Toxine, Lipopolysaccharide, Leukotriene) einge-
leitet, indem sie die Produktion von E-Selectin stimulieren.
Durch Wechselwirkung mit den Endothelzellen rollen die Leu-
kocyten auf der Oberfliche des Endothels. Weitere Adhésion
wird dann durch Wechselwirkung zwischen Proteinen erreicht,
die durch Integrine an den Leukocyten und das die RGD-
Sequenz (Arg-Gly-Asp) enthaltende Protein ICAM-1 (Intercel-
lular Adhesion Molecule) an den Endothelzellen vermittelt
wird. Die Leukocyten kénnen sich dann durch eine der schma-
len Offnungen zwischen den Endothelzellen zwiangen und in das
dahinterliegende Gewebe eindringen, wo sie zur Reparatur der
Verletzung beitragen (Schema 57). Wenn aber zu viele Leukocy-
ten an den Ort der Verletzung gebracht werden, kdnnen auch
gesunde Zellen zerstort werden. Dies ist der Fall beim septischen
Schock, bei chronischen Entziindungen wie Psoriasis (Schup-
penflechte) und rheumatische Arthritis sowie bei der sogenann-
ten Reperfusionsverletzung, die nach einem Herzinfarkt oder
einer Organtransplantation auftritt. Ein hoher Anteil an Sialyl-
Lewis* befindet sich auch auf der Oberfliche von einigen
Tumorzellen (z.B. bei Darm- und Lungenkrebs), was darauf
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Schema 57. Die Bildung einer Entziindung beginnt durch einen Zelladhisionspro-
zef3, der durch E-Selectin eingeleitet wird. Wenn eine Verletzung im Gewebe auftritt
(A}, werden Cytokine ausgeschiittet, um die Synthese von E-Selectin zu stimulieren
(B). Die Adhiision resultiert dann aus der Wechselwirkung zwischen E-Selectin und
SLe* an der Oberfliche von Leukocyten (C). Sobald die Leukocyten entlang der
Oberfliche des Endothels rotlen (D), kommt es dariiber hinaus zur Adhdsion durch
Wechselwirkung zwischen Integrinen an den Leukocyten und einem Liganden an
den Endothelzellen, der die Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) enthélt und als ICAM-1
bezeichnet wird (E). Die Leukocyten gelangen durch schmale Offnungen zwischen
den Endotheizellen an den Ort der Verletzung (F).

hindeutet, daB Krebszellen die Adhdsion fiir ihre Metastase nut-
zen oder sich dadurch iber die Blutbahn im Korper verbrei-
ten!'%. AuBer E-Selectin erkennen auch zwei andere kohlenhy-
dratbindende Proteine, P- und L-Selectin, sialylierte Liganden
withrend der Zelladhision.

Die Entdeckung, daf} Sialyl-Lewis* der Ligand fiir E-Selectin
ist’*93) hat der Entwicklung von Wirkstoffen fiir die Behand-
lung von entziindungsauslosenden Krankheiten und Tumoren
einen neuen Anstoll gegeben. Da Sialyl-Lewis* in Losung mit
den Leukocyten um die Bindung von E-Selectin konkurriert,
kann es den Adhisionsprozel unterbrechen und koénnte
daher zu einem nitzlichen entzitndungshemmenden oder
Antitumormittel werden!'®). Eine Kenntnis der aktiven Kon-
formation von Sialyl-Lewis*, die durch E-Selectin erkannt
wird, konnte zur Entwicklung von einfach zu synthetisieren-
den Analoga und nicht aus Kohlenhydraten bestehenden
Mimetica mit besserer Bioverfiigbarkeit fithren. Ein anderer
Ansatz ist die Inhibierung von Enzymen, die an der Biosynthese
von Sialyl-Lewis* beteiligt sind, z.B. von «1-3-Fucosyl-Trans-
ferase.

Beachtliche Forschungsanstrengungen sind auf die chemische
Synthese von Sialyl-Lewis* verwendet worden!3°6 3091 Aller-
dings sind bei diesen Synthesen in der Regel langwierige Schutz-
gruppenmanipulationen erforderlich, so daf3 ihre Durchflihrung
in groflem MafBlstab schwierig ist. Die enzymatische Synthese
von Sialyl-Lewis* mit Glycosyl-Transferasen verlduft regio- und
stereoselektiv in wiBriger Losung und kommt ohne Schutz-
gruppen aus!! 79310311 Dyrch Fortschritte in der Technik der
DNA-Rekombination zur Klonierung und Uberexpression von
Enzymen und durch den Einsatz von Zuckernucleotid-Regene-
rierungsprozessen kann Sialyl-Lewis* heute in grolen Mengen
produziert werden (Cytel Co., San Diego, Kalifornien, produ-
ziert Sialyl-Lewis* in Kilogrammengen in Hinblick auf eine An-
wendung als Arzneimittel fiir die Behandlung von Reperfu-
sionsverletzungen).
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Das enzymatische Verfahren ist auch fiir die Synthese von
['3C]Gal-1-markiertem Sialyl-Lewis™ zur Konformationsanaly-
se durch NMR-Spektroskopie angewendet worden!'7l. Die
Konformationen und die biologischen Aktivitdten von Sialyl-
Lewis?[1793121 ST e*-Glycal™® " und Lewis*-3'-sulfat!*!* ent-
sprechen denen von Sialyl-Lewis® (Schema 58). Die bisherigen
Ergebnisse deuten darauf hin, daf} die aktive Bindungsstelle von
Sialyl-Lewis* in erster Linie aus der Galactose- und der Fucose-
einheit sowie der Carboxylatgruppe der Sialinsdure besteht. Die
Methylgruppe der Fucose ist nicht fiir die Bindung entschei-
dend, Fucose kann durch Arabinose ersetzt werden'!4. Die
drei Hydroxygruppen der Fucose sind allerdings fiir die Bin-
dung wichtigB®*4,

"t SLe%-0
G ANDEANGY
HO —oH NHAG Ho,
Q o] o fo)
HOLC, 0&\/0%\ N
X
HO, o OH OH SLe’p-O : OEt
OH
i H X
OH Sialyl-Le* bivalenter Sialyl-Le*-
AcHN™ Son Y Ligand
HOom HO L\
A AN L A AN
HO —on OH HO ol NHAC
(o] o] _ o) 0 OH
HOC, o&,o_ﬁoa oaso&\/o_?/oﬂ\
HO d OH NHAc OH -
AR O Sialyl-Le® Le*-3-0-Sulfat
oH
HO ca.10A

N
oH Sialy-Le™Glycal aktive Bindungsstelle

Schema 58. Liganden fiir E-Selectin und die minimale Ligandstruktur fiir die Bin-
dung an der aktiven Stelle. Sialyl-Lewis*, Sialyl-Lewis®, Le*-3'-O-Sulfat und SLe'-
Gilycal weisen in vitro dhnliche Bindungsstirken gegeniiber E-Selectin auf
(IC; = 1-2mm). Die Methylgruppe im Fucoserest ist nicht fiir die Bindung ent-
scheidend, wihrend alle drei Hydroxygruppen dieses Zuckers essentiell sind. Ca®* -
Jonen kénnten mit Lewis* assoziiert sein, was durch Ergebnisse aus Tonenspray-
Massenspektrometrie-Untersuchungen nahegelegt wird.

Weitere Untersuchungen zur Ligandenerkennung durch E-
Selectin ergaben, daBl das Oligosaccharid, das durch 1-3- und
1-6-Verkniipfung von zwei Sialyl-Lewis*-Resten mit Ethyi-$-D-
galactosid entsteht (bivalenter Ligand), die Zelladhdsion fiint-
mal besser inhibiert (IC;, = 0.4 mM) als das monovalente
Sialyl-Lewis*. Dies 148t auf eine polyvalente Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung schlieBen?!*. Die Bindungsaktivititen wur-
den in vitro durch enzymgekoppelten Immunnachweis (Enzyme-
linked Immunosorbant Assay, ELISA) bestimmt. Die In-vivo-
Aktivitdt von Sialyl-Lewis* ist weniger klar. Der 1C,,-Wert fir
den Schutz gegen Lungenreperfusionsverletzungen in einem
Rattenmodell betrdgt beispielsweise nur ca. 1 pm31%, Withrend
die Struktur des E-Selectin-Ligand-Komplexes und die Rolle
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Schema 59. Synthese von bivalentem Sialyl-Lewis®.

von Ca®” bei der Bindung des Liganden weiterhin offen bleiben,
ist durch weitere Untersuchungen mit definierten polyvalenten
Liganden oder Mimetica, die durch ecinen geeigneten Spacer
verknlipft sind, die durch E-Selectin eingeleitete Zelladhdsion
aufzukldren, um darauf aufbauend neue Adhdsionsblocker ent-
decken und entwickeln zu kénnen. Von besonderem Interesse ist
dabei die Entwicklung von Molekiilen, die nicht aus Kohlenhy-
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Hoﬂ Subtilisin Hoﬂ f-Galactosidase
M e
° A on HO HO _~OH
90 % 0
NO,
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HO _.OH 1. Ac0 HO _-OH o
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Schema 60. Synthese von Sialyl-Lewis® mit Galactosidase/Sialyl-Transferase/Fu-
cosyl-Transferase. Glucal wurde in DMF mit 3% eines wiflrigen Phosphatpuffers
regioselektiv acetyliert. CAN = Cerammoniumnitrat.
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draten aufgebaut sind und die die Topographie der Sialyl-
Lewis*-Bindungsregion aus Carboxylat, Galactose und Fucose
nachahmen.

Die glycosidischen Bindungen in Sialyl-Lewis*, SLe*-Glycal
und Lewis* konnen enzymatisch mit Glycosyl-Transferasen ge-
kniipft werden. Die enzymatische Einfithrung einer Sulfatgrup-
pe in die 3'-Position von Lewis* gekoppelt mit der Regenerie-
rung des dafiir notwendigen Cofaktors 3’-Phosphoadeno-
sin-5'-phosphosulfat (PAPS) ist im préperativen MaBstab bisher
nicht entwickelt worden. Die Synthese eines bivalenten Oligo-
saccharidliganden, der zwei Sialyl-Lewis*-Reste enthilt, gelang
ausgehend von einem chemisch hergestellten Trisaccharid durch
drei Glycosyl-Transferase-Reaktionen (Schema 59)13'4. Da die
Glycosyl-Transferase zur Herstellung des Galf1-3GlecNAc-
Kerns von Sialyl-Lewis® nicht verfiigbar ist, wurde dieses Disac-
charid chemoenzymatisch aus Glucal durch Subtilisin-kataly-
sierte Acetylierung sowie anschliefende Galactosylierung mit
p-Galactosidase und Azidonitrierung synthetisiert (Sche-
ma 60)1'°%L Die restlichen glycosidischen Bindungen wurden
dann durch geeignete Glycosyl-Transferasen gekniipft. Ein wei-
teres SLe*-Derivat wurde aus SLe*-Glycal durch Bromhydroxy-
lierung mit Chlorperoxidase erhalten (Schema 61)1316]. Dieses
halogenierte SLe*-Derivat konnte eine dhnliche Aktivitit wie-
Sialyl-Lewis* aufweisen, da die aktive Konformation nicht ver-
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HO QO fo} d 205 KB
HO, d OH EOH -
HO
> HO
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HO o ar
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r I 4
- OHOH B
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Schema 61. Bromierung von Glycalen mit Chlorperoxidase. NBS = N-Brom-
succinimid.
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dndert sein sollte. Wihrend die enzymatische Halohydroxylie-
rung in diesem Fall nicht stereoselektiv verlduft, wird aus N-
Acetylneuraminsiureglycal nur ein Regio- und Stereoisomer ge-
bildet, die 3-Brom-N-acetylneuraminsiure mit dem Bromatom
in axialer Stellung. Wahrscheinlich wird in beiden Féllen inter-
medidr ein gebundenes Hydrobromit gebildet.

Es sollte beachtet werden, daf} trotz der Niitzlichkeit von
Enzymen fiir die Oligosaccharidsynthese in groBem Malstab
ihr Finsatzbereich begrenzt ist. Viele Oligosaccharidanaloga
konnen enzymatisch nicht hergestellt werden. Fiir die Synthese
von modifizierten Oligosacchariden sind daher chemische Gly-
cosylierungsverfahren weiterhin erforderlich®®'™. Die erst vor
wenigen Jahren entwickelte Glycosylierung mit Glycosylphos-
phiten?3*81 ist hinsichtlich ihrer mdglichen Anwendungen und
ihres Mechanismus eingehend untersucht worden®!°! und er-
scheint besonders geeignet fiir Sialylierungen (Schema 62). Me-

OAc OAc
AcO, OH AcO 0-P(OBn),
BnO),PNEt,
AcHN o7 ~cocH, (ENOKPNEL ACHN 0-7™~CO;CH,
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3 |
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0 e
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Bnoéﬁ ; 2—0&\»0’&10
HO ~
B0 o, HO NHAG =

Schema 62. Herstellung von und chemische Sialylierung mit einem Sialylphosphit.

chanistische Untersuchungen von Glycosylierungen ergaben,
daB Trifluormethansulfonsdure als Aktivator wirkt, wenn Tri-
methylsilyltrifluormethansulfonsdureester (TMSOTTY) als Kata-
lysator verwendet wird (Schema 63)1319],

52
FOH f\ TioH Q—O-P(OBn)a
Qv H-OTf
TMSOTf  RO-TMS
o U s> HO-P(OBN),
Coon 5
+
o:) (\ -oTt H
) / 0=P(0Bn),
RO-Si—
\

Schema 63. Vorgeschlagener Mechanismus fir die Glycosylierung mit Phos-
phiten.
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6. Glycopeptidsynthese und Glycopeptidremodeling

Viele Proteine, die als pharmazeutische Wirkstoffe interessant
sind (der Gewebe-Plasminogenaktivator, das juvenile menschli-
che Wachstumshormon, CD4), sind Glycoproteine. Es besteht
groBes Interesse an der Entwicklung von Methoden, mit denen
diese Glycoproteine gezielt durch Wegnehmen oder Hinzufligen
von Saccharideinheiten modifiziert werden koénnen (Glyco-
proteinremodeling). Auch die Synthese von neuartigen Pro-
tein-Oligosaccharid-Konjugaten ist ein wichtiges Forschungs-
ziel 29321 Die damit verbundene Hoffnung ist, daB3 durch
Modifikationen der Zuckerkomponenten von natiirlichen oder
nichtnatiirlichen Glycoproteinen die Halbwertszeit im Serum,
die Léoslichkeit sowie die Aufnahme in die Zielgewebe verbessert
und gleichzeitig unerwiinschte Immunantworten unterbunden
werden konnen.

Enzyme sind naheliegende Werkzeuge fiir die Manipulation
am Oligosaccharidteil und an der Oligosaccharidstruktur von
Glycoproteinen. Die Empfindlichkeit und Polyfunktionalitét
von Proteinen diktieren die Notwendigkeit hoher Selektivitit
bei Modifizierungen, was sich nur schwer durch klassische
Methoden erreichen 14B3t. Das Hauptproblem fiir den Einsatz
von Enzymen fiir Glycoproteinremodeling und -synthese ist,
daB viele der Glycosyl-Transferasen, die sich zu diesem Zweck
anbieten wilrden, nicht zur Verfiigung stehen. Des weiteren ist
ungewil3, ob Glycosyl-Transferasen, die in vivo wahrscheinlich
auf nicht oder nur teilweise gefaltete Proteine einwirken, auch
an der Oberfliche eines vollstindig gefalteten Proteins aktiv
sind.

Eine niitzliche Methode fiir die Synthese von Glycopeptiden
ist der chemische®®??! oder enzymatische!®23! Einbau von Gly-
cosylaminosduren in Oligopeptide und der anschlieBende Aus-
bau des Saccharidteils mit Glycosyl-Transferasen. Die enzyma-
tische Kniipfung von Peptid- und Glycosidbindungen ist dabei
besonders effektiv, weil beide Verfahren in waBriger Losung
durchgefiihrt werden konnen und so die Zahl der Schutzgrup-
penmanipulationen in der Peptidsynthese auf ein Minimum be-
schriankt werden kann. Glycosylaminosduren werden bei Subti-
lisin-katalysierten Kondensationen von Peptidsegmenten in den
Positionen P,, P;, P,. und P;. toleriert. Mit einer thermostabilen
Mutante des Enzyms, die durch ortsspezifische Mutagenese er-
halten wurde und die im aktiven Zentrum statt Ser Cys
aufweist, kénnen Glycopeptide in wiBriger Losung bei 60 °C
gekuppelt werden (Schema 64)*231 Die Aminolyse ist bei
diesem Enzym gegeniiber der Hydrolyse um einen Faktor von
ca. 10000 bevorzugt, und kinetische Studien weisen darauf hin,
daB} die verbesserte Selektivitit gegeniiber Subtilisin auf der
Stufe der Aminolyse des Acyl-Enzym-Intermediats erreicht
wird (Schema 65)13231. Die chemische Synthese von Glyco-
peptiden mit nachfolgender enzymatischer Glycosylierung
1dBt sich gut an einer aminopropylmodifizierten Kieselgel-
Festphase durchfithren!®?#). Ein wesentliches Element da-
bei ist die Verbindung zwischen Acceptor und Festphase
durch einen geeigneten Spacer mit einer selektiv spaltbaren Bin-
dung. Nach dieser Strategie sind ecine schnelle, iterative
Bildung von Peptid- und Glycosidbindungen in organi-
schen bzw. wiBrigen Losungsmitteln sowie die enzymatische
Abspaltung des Glycopeptids von der Festphase mdglich
{Schema 66).
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Cbz-Ala-Ser-OCH R . Cbz-Ala-Ser-Gly-Ala-NH
I s Thiosubtilisin- ayerey 2 HO _OH HoN-Ala-Sor-Glv-Ala-NH
HO ¢} Mutante HO o] 1. Hp, Pd/C 2 4 2
WX -0+ HN-Gly-Ala-NH, ZoA\ 0 Rk 0 o |
o pH=9.0, 50 °C on 2. UDP-Gal HO 2o\ 0
. p1-4-GalT HO o
60 % Cofaktor-
Regenerierung
OH
Boc-Asp-Ala-Ser-OCHj, HO OH OH
HO QA WL Gall o Boc-Asp-Ala-Ser-OCH,
HO NH HO o o 7
NHAc Ho  HO NH
NHAc
UDP-Gal UDP
Phe-Leu-NH,
Cofaktor- Subtilisin BPN' 8397
Regenerierung Schema 64. Synthese eines Glycopeptids mit
Pyr. P, HO _OH einer Subtilisin-Mutante und Galactosyl-
Yoo GZE 1P_ P OH Boc-Asp-Ala-Ser-Phe-Leu-NH, Transferase. Das rekombinante Thiosubtilisin
HO O, o / enthdlt die folgenden Punktmutationen:
Ho  HO NH Met50 — Phe, Asn76 — Asp, Gly169 — Ser,
NHAc Ser221 — Cys.
a) b) - (I:ys—i
Aminolyse Hydrolyse — —a s>=o
. AT N R
43 11\ D
i ) A Hydrolyse
) (3 M L
-~ Cys—!
1
H S>=
AGrel - ! /-* °
y n j—cor--- NN N g
0.86 — T1.6
. o1 i
E+S ES' +P Aminolyse
E+P2 # # ¥
SIGf/\ C?’S/\ C}’s/\
(o] S e
Reaktionskoordinate ?"\’0' ?,,\,o H‘rldm- Lo~
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Schema 65. a) Energiediagramm fiir die mit Subtilisin (—) oder Thiosubtilisin (----) katalysierte Aminolyse/Hydrolyse (£ [kcalmol™!}). E = Enzym, ES’ = acyliertes
Enzym, S = Peptid, P* = Aminnucleophil, P? = Siure. b) Mechanismus der Hydrolyse und Aminolyse katalysiert durch Subtilisin und Thiosubtilisin. (Das Sauerstoff- und
das Schwefelatom des Serin- bzw. Cysteinrestes sind zur Verdeutlichung separat dargestellt.)

1. f1-4-Galactosyi-Transferase, UDP-Gal
2. a2~3-Sialy-Transferase, CMP-NeuAc

Festphase

BocHN\)L /ﬁrn\)l\o/\rrn-@vs

OH 0
q Y
HO
Hg&/"“

NHAc

1. Chymotrypsin

Festphase
2. a1-3-fucosyl-Transterase, GDP-Fuc

eocHN\)L

Ho,c HO OH OH 0
AcHN S;_:v; _NH

HO OH NHAG

’Y“\)L“\n’n oyl

©

BocHN\)L /ﬁr \)kOH

HO HOC H° OH OH O
o]
AcHN ° o NH \©
Schema 66. Chemoenzymatische Festphasensynthese eines Glycopeptids mit HO OH NHAC
Sialyl-Lewis*. Der Hexapeptidspacer (Gly,), die mit Chymotrypsin spaltbare Ester- Hy oH
briicke und GleNAc-Asn wurden mit gdngigen Methoden der Festphasensynthese ok

synthetisiert. Weitere Zuckerreste wurden dann mit Glycosyl-Transferasen addiert. HO
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7. Inhibierung von Glycosidasen und
Glycosyl-Transferasen

Glycosidasen und Glycosyl-Transferasen spielen eine wichti-
ge Rolle bei der Biosynthese oligosaccharidhaltiger Glycopepti-
de und Glycolipide. Da diese Enzyme biologische Vorgénge we-
sentlich beeinflussen, ist die Entwicklung von entsprechenden
Inhibitoren erstrebenswert!' - 11, Mit Inhibitoren des Glycome-
tabolismus wurden bereits Diabetes und andere metabolische
Krankheiten behandelt. Ihr Einsatz ist auch fir die Verhinde-
rung von Infektionen, Entziindungen und Metastasen vorge-
schlagen worden. Einige natiirlich vorkommende sowie synthe-
tische Inhibitoren von Glycosidasen und Glycosyl-Transferasen
sind in Schema 67 und 68 zusammengestellt!*2>],

Die Mechanismen der Reaktionen von Glycosidasen und
zum Teil auch der von Glycosyl-Transferasen sind untersucht
worden*?¢! Im allgemeinen wird angenommen, daB die Reak-

a) -
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Desoxynajirimycin

N-Methyldesoxynojirimycin

Desoxynojirimycin

Glucosidase 11
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Gl¢— Gl¢~— Gl¢c~—— Man —- Man-— Man

Man — Man \

T Man
Man— Man

Mannosidase I Mannosidase 11

Swainsonin

I Desoxymannojirimycin ] Kifunensin

OH

HO
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HO_E E

HO NH HO .NH HO N
HO HO HO

OH OH

Desoxynojirimycin Desoxymannojiimycin Castanospermin

NH, HO

HO, OH
OH
CH,S

Mannostatin

OH

Trestatin A-C
a-Amylaseinhibitor
ICs0 =107 bis 107%

HN
AcHN W COzH
HO OH

Siastatin B

P~

OH
(o}
HO OH .
HO o fo)
HO
HOo

HO

tionen iiber einen Ubergangszustand mit Halbsesselkonforma-
tion verlaufen, wobei das anomere Zentrum deutlich sp2-hybri-
disiert ist. Dieser positiv geladene Ubergangszustand entsteht
sdure- und basenkatalysiert, vermutlich unter Beteiligung der
Carbonséure- und Carboxylatreste im aktiven Zentrum des En-
zyms. Verbindungen, die diesem Ubergangszustand der Glyco-
sidhydrolyse oder des Glycosyltransfers dhnlich sind, sind daher
wirkungsvolle Inhibitoren dieser Enzyme. Die bereits bespro-
chenen Azazucker scheinen diese Enzyme so zu inhibieren. So-
wohl fiinf- als auch sechsgliedrige Azazucker sind leicht iiber
Aldolasereaktionen zugénglich und kdénnen als Bausteine flir
sequenzspezifische Glycosidase- oder Glycosyl-Transferase-
Inhibitoren angesehen werden. Die synergistische Inhibierung
von a1-3-Fucosyl-Transferase durch einen fucosylartigen, fiinf-
gliedrigen Azazucker und GDP (siche Schema 69)!17%1 ist be-
sonders interessant, da sie einen neuen Ansatz fiir das Design
von Glycosyl-Transferase-Inhibitoren aufzeigt. Ein weiterer, in-

Man — GlcNAc— GicNAc— Asn

OH
HO

HO*
N

Swainsonin

0, (o]

o<

-N NH

OH
Kifunensin

OH
OH
o OH
HO Q
}S;V\’o S‘;:@ ,o—éq\
NHAc HO Q
HO wo  NHAc N_)
Allosamidin

Chitinaseinhibitor
ICs0=3.5%x10"m

N(CHg)2

Trehalostatin
Trehaiaseinhibitor
ICso=10"%m

Schema 67. a) Naturlich vorkommende Glycosida-
seinhibitoren und der Ort ihrer Wirkung bei der Bio-
synthese von Glycoproteinen [325a] (Fortsetzung
siche nichste Seite).
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b)
HO  OH
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HO o
HO )..-0R

NHAc

Schema 67 (Fortsetzung). b) Synthe-
tische Glycosidaseinhibitoren mit
Finf- oder Sechsring-Zuckerbau-
steinen. Angegeben sind die Inhibie-
rungskonstanten K; und das inhi-
bierte Enzym.

teressanter Befund ist, dal3 die meisten natiirlich vorkommen-
den Glycosyl-Transferase-Inhibitoren keine Pyrophosphat-
gruppe enthalten. Mdglicherweise kénnen Zucker- (z.B. in Tu-
nicamycin) oder Peptidreste zur Nachahmung des Pyro-
phosphat-Mn?*-Komplexes in Glycosyl-Transferase-Reaktio-
nen verwendet werden. Andere Mimetica dieses Komplexes
kénnen als Verbindungsglied zwischen Nucleosid und Aza-
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zucker bei der Entwicklung von Aza-
zucker-Nucleosiden als synthetischen
Glycosyl-Transferase-Inhibitoren niitz-
lich sein. Die Frage nach der Stabilitit
und der Bioverfiigbarkeit von Inhibito-
ren auf Saccharidbasis mul3 allerdings
weiter untersucht werden, wenn Koh-
lenhydrate als Medikamente breitere
Anwendung finden sollen. Die Ent-
deckung, dall C-Glycoside dieselbe
Konformation wie die entsprechenden
0O-Glycoside  aufweisen327:3281 st
wichtig, da C-Glycoside unter metaboli-
schen Bedingungen stabil sind. Auch
C-verkniipfte Azaglycoside, Glycoside
mit einem Guanidinozucker®?*1 und O-
verknilpfte Carbocyclen kdnnten die an-
gestrebte Konformation aufweisen und
somit sequenzspezifische Endoglycosi-
dase- und Glycosyl-Transferase-Inhibi-
toren sein (siche Schema 70). Was die
Herstellung von Inhibitoren fiir Ligand-
Rezeptor-Bindungsprozesse mit mehre-
ren Wechselwirkungen angeht, bietet
die durch Phospholipase D katalysierte
Transphosphatidylierung®*°! eine Mog-
lichkeit fiir die Synthese von polyvalen-
ten Inhibitoren, da die entstehenden
Phospholipide durch molekulare Selbst-
organisation Liposome bilden (siche
Schema 71).

8. Ausblick

Die Entwicklung neuer pharmazeuti-
scher Wirkstoffe auf Basis von Kohlen-
hydraten ist aligemein langsamer ver-
laufen als die von solchen aus anderen
Naturstoffen. Dazu haben sicherlich die
Schwierigkeiten bei der Synthese und
der Analyse von Kohlenhydraten beige-
tragen. In mindestens drei Bereichen der
Biologie und der Pharmazie hat man
sich allerdings wieder den Kohlenhy-
draten zugewandt: Erstens bleibt die
Blockierung des Aufbaus der bakteriel-
len Zellwand!>*" eine der erfolgreich-
sten Strategien gegen bakterielle Infek-
tionen. Da sich bakterielle Resistenz
gegen die klassischen ff-Lactamantibio-
tica (Pename und Cephame) immer wei-

ter ausbreitet, besteht ein wachsendes Interesse daran, die Bio-
synthese von charakteristischen Kohlenhydratbestandteilen der
Zellwand, wie KDO, Heptulose oder Lipid A, zu storen. Das
Interesse an Bestandteilen der Zellwand erklirt sich zudem aus
ihrer Bedeutung fiir Impfstoffe und als Ausgangspunkt fiir die
Entwicklung von proteinfreien Immunomodulatoren. Zweitens
sind Saccharide an der Zelloberflidche wichtig fiir die interzellu-
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HO 8 Schema 70. Der exo-anomere Effekt und die Konformation
synthetischer Glycosidaseinhibitoren. a-Glycoside bevorzu-
OH HO OH gen die gauche-Konformation aufgrund des anomeren und
HO

GlcNAc-Phospho-Transferase-Reaktion

Schema 68. Natbrlich vorkommende Glycosyl-Transferase-Inhibitoren. Tunicamycin ahmt wahr-
scheinlich den Ubergangszustand der GleNAc-Phospho-Transferase-Reaktion nach,
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Schema 69. Mechanismus der Fucosyl-Transferase-Reaktion und synergistische
Inhibierung des Enzyms durch GDP und einen Azazucker (einen Fucosidase-
inhibitor).

lire Kommunikation und Zelladhésion sowie fiir die Infektion,
die Differenzierung und die Entwicklung von Zellen. Sie k6nn-
ten eine Rolle in fehlgeleiteten Differenzierungsvorgéngen spie-
len, wie sie in manchen Tumoren vorkommen. Die Synthese
dieser Zelloberflichenliganden in Mengen, die fiir die Ermitt-
lung ihres moglichen therapeutischen Nutzens ausreichen,
durch enzymatische oder chemoenzymatische Methoden steht
erst am Anfang ihrer Entwicklung. Die an der Biosynthese die-
ser Liganden beteiligten Enzyme sind im Hinblick auf therapeu-
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das exo-anomeren Effekts. Die Vorzugskonformation der
C-Glycoside ist denen der verwandten O-Glycoside dhn-
lich. Die Konformation von C-verkniipften Azaglycosiden,
N-verkniipften Guanidinozuckern und O-verkniipften Car-
bocyclen (potentielle sequenzspezifische Glycosidase- und
Glycosyl-Transferase-Inhibitoren) mufl noch eingehender
untersucht werden.

HO _ PLD

RCOO + Tnhib

0_ OH -

P

UARN

O O ~liMe,
RCOO
RCOO

0, oH —

o Yo

@ !nhibitor-Phosphat

COH
AGHN 07 ~0-(CHas0—1}

HO OH

FOW
H
HO

NH,

}—0 l N\j;o

o]

O\A/\)L
I/ N Gly-Arg-Gly-Asp-Val-OCH,

HO

Schema 71. Synthese von Phospholipid-Inhibitor-Konjugaten mit Phospholipa-
se D (PLD). Durch Selbstorganisation entstehen Liposome, auf deren Oberfliche
sich viele Inhibitoren befinden: So kénnen polyvalente Liganden und Inhibitoren
leicht hergestellt werden. Als Beispiele fiir Inhibitoren sind ein Azazucker, ein arabi-
no-Nucleosid, phospholipidgebundene N-Acetylneuraminsdure (fiir den Himaglu-
tininrezeptor des Grippevirus) und ein RGD-Peptid (Ligand der Integrine) aufge-
fihrt.
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tische Anwendungen ebenfalls vielversprechende Zielverbin-
dungen. Drittens hat das Interesse an Kohlenhydraten als
Diagnostika in der Medizin zugenommen. Dariiber hinaus gibt
es weitere potentielle Anwendungen fiir Kohlenhydrate, z.B. als
antivirale Verbindungen, als Bestandteile von Liposomen und
als didtetische Zusétze in Nahrungsmitteln. Auf all diesen Ge-
bieten leistet die enzymatische Synthese einen wichtigen Beitrag
zur Forschung, indem sie die Kohlenhydrate leichter zugdnglich
macht.

Die am Scripps Research Institute ausgefiihrien Arbeiten wurde
von den National Institutes of Health, von der National Science
Foundation und von der Cytel Corporation, San Diego, Kalifor-
nien, gefordert. Die Arbeiten am RIKEN-Institute wurden von der
Japanese Science and Technology Agency (Frontier Research
Program) unierstiitzt. R. L. H. dankt der American Cancer
Society fiir ein Postdoktorandenstipendium.
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