ZUSCHRIFTEN

Tabelle 1. Ausgewihlte spektroskopische Daten der Allyl- und Butadienyl-Kom-
plexe 8, 9, 12 und 13 (ohne *H- und '*C-NMR-Daten fiirr Phosphanliganden und
Phenylgruppen; zur Bezeichnung: C* — dort H! - ist stets das substituierte C-Atom
des Allyl- oder Butadienylliganden; C2, C*, C* dann fortlaufend; H? in syn- und H*
in anti-Stellung zu H?).

8: 'H-NMR (400 MHz, C,D,): 6 = 5.28 [ddd, J(H?H*) =12.2, J(H'H?) =10.7,
J(H*H3) = 6.7 Hz, H?], 3.40 [dd, J(H'H?) =10.7, J(PH) =7.7 Hz, H'], 3.12[ddd,
JH?H?) = 6.7, JPH)=38 und 22Hz, H¥, 209 [dd, J(H?HY) =122,
JPH) = 5.6 Hz, H*]; '3C-NMR (100.6 MHz, C,D,): & = 99.90 (m, C?), 65.03
{ddd, J(RhC) = 27.6, JPC) = 6.9 und 2.7 Hz, C'}, 46.24 [ddd, JRKC) = 21.0,
JPC) = 9.4 und 52Hz, C*; *P-NMR (1620 MHz, C,Dy): & = 56.51 [dd,
J(RhP) =198.0, J(PP) = 22.0 Hz], 46.20 [dd, J(RhP) =189.5, J(PP) = 22.0 Hz}

9: 'H-NMR (400 MHz, C,Dy): § = 4.86 [dddd, J(REH) = 2.1, J(H?H*) =12.6,
JH'H?) = 8.2, JH?H?) = 8.0 Hz, H?], 3.86 [m, im 'H{*'P} ddd, JH'H?) = 8.2,
JPH) = 3.6 und 3.6 Hz, A1), 2.74 [m, im 'H{*'P} d, br., J(H?H?) = 8.0 Hz, H?],
2.05 [dd, br., J(H2H®) =12.6, J(PH) = 8.2 Hz, H*: '>C-NMR (100.6 MHz,
C,Dy): 6 = 95.06 [ddd, J(RKC) = 5.7, J(PC) =1.2 und 1.2 Hz, C?], 76.62 [ddd,
J(RhC) = 25.9, J(PC) =10.6 und 4.4 Hz, C'], 45.04 [ddd, J(RhC) = 29.9, J(PC) =
8.3 und 5.2 Hz, €3}, 35.18 [dd, J(RhC) = 0.9, J(PC) = 3.3 Hz, C(CH,),]. 34.40 [d,
J(PC) =19 Hz, C(CH,),); *'P-NMR (162.0MHz, C,D.): &=49.02 [dd,
J(RP) = 206.7, J(PP) =19.1 Hz}, 47.85 [dd, J(RhP) = 211.8, J(PP) =19.1 Hz]
12: "H-NMR (400 MHz, C,D,): 5 = 634 (m, HY), 471 (m, H?), 3.13 [ddd,
J(H?H?) =174, J(PH) = 2.5 und 2.5 Hz, H?), Signal von H* von PCH-Signal ver-
deckt; 1*C-NMR (100.6 MHz, C,Dy): 6 =171.23 (m, C2), 111.81 (s, C*), 78.74[d,
XRhC) = 3.9 Hz, C?], 47.94 [ddd, KRhC) = 25.1, J(PC) = 5.9 und 4.9 Hz, C¥;
SIP.NMR (162.0 MHz, C,Dy): 6 = 52.80 [dd, J(RhP) =197.0, J(PP) = 21.9 Hz],
46.80 {dd, J(RhP) =160.5, J(PP) = 21.9 Hz]

13: 'H-NMR (400 MHz, C,Dy): & = 5.14 (m, H'), 4.50 (m, H?), 2.98 [ddd,
JH2H?) = 8.0, JPH) = 2.6 und 2.6 Hz, H?], 1.93 [dd, J(H?H*) =11.7, J(PH) =
6.7 Hz, H*, 1.30 (s, C(CH,),); *C-NMR (100.6 MHz, CD,): & =160.96 [ddd,
J(RhC) = 43.8, J(PC) =18.3 und 9.2 Hz, C?, 120.26 (s, C'), 76.99 [d. J(RhC) =
40 Hz, C], 47.55 [ddd, J(RhC) = 26.4, JPC) = 6.9 und 5.7 Hz, C*], 34.19 [d,
JPC) = 5.6 Hz, C(CH,),], 31.24 (s, C(CH,),); ¥'P-NMR (162.0 MHz, C,D):
d =15224 [dd, J(RhP)=196.8, J(PP)=20.9 Hz], 48.03 [dd, J(RhP) =164.6,
JPP) = 20.9 He]
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Schema 4. L = PiPr,.

HC=CR, R'MgX und CH,CO,H regio- und stereoselektiv ein
Olefin RCH=CHR' (R = Ph, Bu; R’ = Me, CH=CH,) ent-
steht.

trans-[RhH(C=CR)(#?-0,CCH ,)(PiPr,),] 1

Vorversuche weisen darauf hin, dal} sich die ,,Metallabuta-
triene** K% gegeniiber Grignard-Reagentien dhnlich wie die
Vinylidenkomplexe 1-3 verhalten und die Vinyl-Derivate L
ebenfalls Umlagerungsreaktionen eingehen. Es ist damit zu er-
warten, dal} durch Rhodium-assistierte C-C-Verkniipfung noch
h6her ungeséttigte Kohlenwasserstoffe als 18 erhiltlich sind.

trans-[RhCl( = C=C=CR,)(PiPr,),]
K

trans-[Rh(CH =CH,)(=C =C=CR,)(PiPr,),]

L
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Chemoenzymatische Synthese eines zweifach
modifizierten Pentasaccharids als Substrat
fiir einen a-Amylase-Assay durch Fluoreszenz-
loschung **

Nathalie Payre, Sylvain Cottaz und Hugues Driguez*

Die meisten Lebewesen, z.B. Mikroorganismen, héhere Pflan-
zen und Tiere, gewinnen Energie durch Metabolisierung von Stér-
ke. An diesem Abbau sind Endoglucanasen, wie a-Amylase (1,4-
a-D-Glucanglucanohydrolase, [EC 3.2.1.1]), sowie Exoglucana-
sen, wie Gluco-Amylase [EC 3.2.1.3] und -Amylase [EC 3.2.1.2],
mabBgeblich beteiligt!*l,

Der Nachweis und die Bestimmung der a-Amylase-Aktivitit
sind nicht nur fiir katalytische Studien von Bedeutung, sondern
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auch fiir technische und medizinische Anwendungen, beispiels-
weise fiir Girungsprozesse und fiir die Diagnostik von Krank-
heiten wie Parotitis (Entziindung der Ohrspeicheldriise) und
akuter Pankreatitis (Entzindung der Bauchspeicheldriise). Tm
allgemeinen sind spezifische Substrate erforderlich, um die En-
do- und Exoglucanasen zu unterscheiden, die gleichermaBen die
o-(1 - 4)-glycosidische Bindung in D-Glc-a-(1 - 4)-p-Gle-
Einheiten angreifen. Ein Uberblick iiber die Verdffentlichungen
seit Mitte der achtziger Jahre verdeutlicht den betrichtli-
chen Arbeitsaufwand, der ndtig war, um dieses Ziel zu errei-
chent?!,

Die spezifischen Substrate kénnen in zwei Gruppen unterteilt
werden: solche mit einem Chromophor oder einem Fluorophor,
die in den meisten kommerziell erhiltlichen Diagnostik-Kits
verwendet werden, und solche mit einer fluoreszenzloschenden
Gruppe. Die chromophortragenden Substrate sind im allgemei-
nen Nitrophenylmaltooligosaccharide, die an ihrem nicht-
reduzierenden Ende blockierende Gruppen tragen, um einen
Angriff der Exoenzyme zu verhindern. Der Nitrophenyl- und
der blockierende Substituent werden durch anspruchsvolle
mehrstufige Reaktionen und/oder Verfahren, die zu den Pro-
dukten in niedrigen Ausbeuten fithren, eingefithrt. Dies ge-
schieht entweder durch chemische Synthese ausgehend von
Maltodextrinen mit geeignetem Polymerisationsgrad'®! oder
durch chemoenzymatische Methoden ausgehend von modifi-
zierten linearen oder cyclischen Dextrinen!*l. Da diese Substrate
enzymatisch nicht an der reduzierenden Einheit hydrolysieren,
milssen a- oder S-Glucosidase und Gluco-Amylase beim Assay
zugegeben werden, um Nitrophenol aus den zuriickbleibenden
Nitrophenylmaltooligosacchariden abzuspalten. Nicht nur diese
Nachteile sind kostspielig; Schwierigkeiten sind auch wegen der
Vielzahl méglicher Nebenreaktionen zu erwarten.

Diese Schwierigkeiten sollten bei spezifischen Substraten mit
einer fluoreszenzléschenden Gruppe, bei denen die Anderung
der Fluoreszenz zwischen einem Fluorophor/Quencher-Paar im
gleichen Molekiil anhand des intramolekularen resonanten Ener-
gietransfers verfolgt werden kann !, nicht auftreten. Diese Stra-
tegie ist analog zu der, die fiir den spezifischen Assay von Prote-
asen entwickelt wurde!®), und wurde erstmals von Omishi und
Ikenaka verfolgt, die ein zweifach substituiertes Maltopentaosid
durch eine komplexe chemoenzymatische Synthese herstell-
ten!”). In einer kiirzlich erschienenen Veréffentlichung beschrie-
ben Bock et al. die Herstellung acylierter Maltotrioside!™!, die
pH-empfindlich und schlechte Substrate fiir «-Amylasen sind.

Der Wert von Substraten mit intramolekularer Fluoreszenz-
16schung wird hier durch die Féahigkeit bestitigt, a-Amylase-AKkti-
vitiaten durch Fluoreszenzspektroskopie spezifisch nachzuwei-
sen. Dabei wird als Substrat das Indolylethyl- sowie 5-(2-Amino-
ethylamino)-1-naphthalinsulfonat-substituierte Maltopentaosid 1
in mikromolaren Konzentrationen eingesetzt (Schema 1).
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Schema 1. Fluoreszenzloschung und intramolekularer Energietransfer bei Verbin-
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Das Design von 1 war aus mehreren Griinden naheliegend:
Maltopentaose ist das am besten geeignete Substrat fiir unser
Modellenzym, die a-Amylase aus Schweinepankreas (porcine
pancreatic a-amylase, PPA)Y), der Emissionsbereich des Fluoro-
phors 3-(2-Hydroxyethyl)indol (Indolethanol) im angeregten Zu-
stand (4,,,,, = 345 nm)und der Absorptionsbereich von 5-(2-Ami-
noethylamino)-1-naphthalinsulfonat (EDANS) (4., = 340 nm)
liberlappen ausgezeichnet. Trotz der relativ geringen Lebensdauer
von angeregtem Indolethanol (2 ns) ist die Effizienz der Fluores-
zenzldschung zufriedenstellend®!. Das EDANS/Indolethanol-
Paar wurde auch aufgrund von Uberlegungen zur Synthese ge-
wihlt: Unsere Strategie erfordert einen Fluorophor mit einer
Aminofunktion, die mit dem Oligosaccharid eine Aminobin-
dung eingeht, und einen anderen Fluorophor mit einer aliphati-
schen Hydroxygruppe fiir eine Etherbindung. Diese beiden Bin-
dungen sind unter den Bedingungen der enzymatischen Assays
wesentlich stabiler als Esterbindungen!®!,

Verbindung 1 wurde chemoenzymatisch hergestellt (Sche-
ma 2); diese Methode ist fiir die Synthese von regiospezifisch
modifizierten Oligosacchariden sehr niitzlich!!%!. Die Schliissel-
stufen der Synthese von 1 sind die a-Amylase-katalysierte Ver-
kniipfung des modifizierten o-Maltosylfluorid-Donors 7 mit
dem Indolylethylmaltotriosid 10 und die Oxidation des Penta-
saccharids 11 durch Galactose-Oxidase [EC 1.1.3.9], so daB
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Schema 2. Synthese des Pentasaccharids 1. a) MeSO,Cl, Pyridin, 0°C —» Raum-
temperatur, 94% ; b) Natriumbenzoat, Hexamethylphosphorséduretriamid, 110 °C,
52%; ¢) HF/Pyridin, 0°C, 86% ; d) NaOMe/MeOH, dann Ac,O, Pyridin, 90%;
e) NaOMe/MeOH, quant.; ) 3-(2-Hydroxyethyl)indol, Hg(CN),, HgBr,, Toluol/
MeNO,, 44%; g) NaOMe/MeOH, quant.; h) a-Amylase (Aspergillus oryzae),
MeOH/Phosphatpuffer, 59 % ; i) Galactose-Oxidase (Dactylium dendroides), Kata-
lase (Rinderleber), Phosphatpuffer, 37°C; j) EDANS, MeOH, RiickfluB, dann
NaBH,CN, i)-j) 54 % Gesamtausbeute.
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EDANS am nichtreduzierenden Ende des Oligosaccharids re-
giospezifisch eingefiihrt werden kann. «-D-Galactosyl-(1 — 4)-
a-D-glucosylfluorid 7 und Indolylethylmaltotriosid 10 werden
durch konventionelle Umsetzungen aus Hexa-O-acetylmaltose
2111 und Maltotriosylbromid 8 erhalten!!?! (Tabelle 1).

Tabelle 1. Physikalische und spektroskopische Daten von 1, 3-6, 9 und 11.
NBA = 3-Nitrobenzylalkohol.

3: Schmp. 197-199°C; [o}2® = +50 (¢ = 0.5 in CHCI,); 'H-NMR (300 MHz,
CDCl,): § = 5.80 (d, *J(H-1',H-2') = 8.04 Hz, 1H; H-1%), 5.36 (d, 3J(H-12,H-
2%) = 4.02 Hz, 1H; H-12), 3.00 (s, 6H; 2 x CH,S0,), 2.00 (m, 18 H; 6 x CH,CO);
DC.NMR (75.4 MHz, CDCL,): 6 = 95.50 (C-1'), 91.00 (C-12), 38.50 und 37.50
(2% CH,80,); C;6H,50,,S, (750.5): ber.: 41.61, H 5.10, S 8.54; gef.: C 41.46, H
5.08, S 8.48.

4: Schmp. 165-166°C; [#]3° = +62 (c = 0.49 in CHCI,); "H-NMR (300 MHz,
CDCL,): 6 = 8.05-7.50 (m, 10H; Ph), 5.83 (dd, 3KH-3%H-42) = 3.2 Hz, *J(H-
42H-5%) <1 Hz, 1 H; H-4%), 5.73 (d, *J(H-1' H-2") = 8.1 Hz, 1H; H-1), 5.55 (d,
3J(H-1%,H-22%) = 3.7 Hz, 1H; H-1%), 5.40 (dd, 1H; H-3%), 5.30 (¢, *J(H-2' H-
31) = 3/(H-3 H-4%) = 9.5 Hz, 1H; H-31), 5.23 (dd, *J(H-2%,H-3%) =7.3 Hz, 1 H;
H-2%), 495 (dd, 1H; H-2'), 4.53 (dd, 2J(H-6a',H-6b') =12.3 Hz, *J(H-5' H-
6b')y = 2.5 Hz, 1 H; H-6b'), 4.48 (dd, 2J(H-6a%,H-6b%) = 9.3 Hz, 1 H; H-6b?), 4.42
(ddd, 1H; H-5%), 4,26 (dd, *J(H-5%,H-6a%) = 4.0 Hz, 1 H; H-6a%), 4.20 (dd, *J(H-
51H-6a") = 4.6 Hz, 1 H; H-6a!), 4.05 (1, *J(H-4H-5!) = 9.5 Hz, 1H; H-41), 3.80
(ddd, 1H; H-5'),2.07-1.93 (m, 18H; CH,CO); Cs,H,,0,, (802.7): ber.: C 56.86,
H 5.27; gef.: C 56.65, H 5.25.

5: Schmp. 113-114°C; [¢)3* = +91 (¢ = 0.5 in CHCl,); '3C-NMR (75.4 MHz,
CDCl,): 6 =170.62, 169.93, 169.76, 169.56 (5x CO, Acetate), 165.52, 165.26
(2% CO, Benzoate), 103.4 (d, 'J(C-1,F) = 229 Hz; C-1Y), 96.0 (C-1?), 20.66,
20.45,20.39, 20.29, 20.18 (5 x CH,CO); CeH ,,FO, , (762.7): ber.: C 56.69, H 5.15,
F 2.49; gef.: C 56.39, H 5.10, F 2.50.

6: Schmp. 117°C; [2]3° = +109 (c=0.5 in CHCI,); *C-NMR (75.4 MHz,
CDCL,): 6 =170.64-169.51 (7x CO, Acetate), 103.4 (d, 'J(C-11, F) = 229 Haz:
C-11), 95.9 (C-12), 20.61-20.21 (7 x CH,CO); C,H,FO,, (638.6): ber.: C 48.91.
H 5.52, F 2.98; gef.: C 48.77, H 5.52, F 2.91.,

9: [#]2% = +58.5 (c = 0.9 in CHCl,); *C-NMR (75.4 MHz, CDCl,): § =170.33~
169.19 (10 x CO, Acetate), 135.94, 122.04, 121.66, 119.06, 118.43, 112.12, 110.88
(Indol), 99.97 (C-11), 95.46 (C-12, C-1%), 62.84, 62.15, 61.19 (C-6', C-62, C-6),
25.32 (OCH,CH,), 20.61-20.19 (10 x CH,CO); FAB-MS (NBA + KCl, positiv):
mjz: 1067 [M *]; C,gHy; NO,, (1068.0): ber.: C 53.98, H 5.76, N 1.31; gef.: C 53.90,
H 6.04, N 1.45.

11: [o2° = +99 (c = 0.54 in H,0); 'H-NMR (500 MHz, D,0): § =7.63~7.08 (m,
SH; Indol), 5.27, 5.25, 5.24, 5.22 (jeweils d. 4H; H-12, H-13, H-1%, H-1%), 4.26 (d,
3J(H-1',H-2") = 8.04 Hz, 1H; H-1!); FAB-MS (NBA + KCl, positiv): m/z: 972
[M*].

1: [a]25 = +87 (c = 0.42 in DMSO); 'H-NMR (500 MHz, D,0): 6 = 8.20-6.75
(m, 11H; H Arom.), 5.20 (d, 3J(H-12,H-22) = 3.83 Hz, 1 H; H-12), 5.16 (d, 3J(H-
13,H-2%) = 3.83 Hz, 1 H; H-1%), 5.05 (d, */(H-1%,H-2%) = 3.97 Hz, 1 H; H-1%), 4.94
(d, %J(H-1%,H-2%) = 3.28 Hz, 1 H; H-1%), 4.73 (d, J = 2.25 Hz, 1 H; H-4%), 4.10 (d,
3J(H-1',H-2') =7.95 Hz, 1H; H-1%); FAB-MS (positiv): m/z: 1246.364, ber. fiir
C4;H,,N,NaO,,S [M — H,0 + Na']: 1246.371.

Die Glycosylierung von 10 mit 7 wird unter Bedingungen
durchgefiihrt, die urspriinglich von Kobayashi et al. fiir die en-
zymatische Polymerisation von ¢-Maltosylfluorid mit a-Amyla-
se als Katalysator beschrieben wurden!'?), Unter diesen Reak-
tionsbedingungen wurde 11 in 78% Ausbeute erhalten
(bestimmt durch HPLC, 59% isolierte Ausbeute; Tabelle 1).
Die Epimerisierung an der 4-Position bei der Bildung von 4 ist
aus zwei Griinden von Vorteil: Erstens wird 7 von der ¢-Amyla-
se als Donor akzeptiert, aber weder 7 noch 11 als Acceptoren, da
sich am nichtreduzierenden Ende jeweils eine axiale 4-OH-
Gruppe befindet. Daher wird nur ein Disaccharidbaustein ad-
diert und man erhélt 11 in guter Ausbeute. Zweitens kann 11 an
C-6 des nichtreduzierenden Galactosylrestes durch Galactose-
Oxidase/K atalase regiospezifisch zum Aldehyd 12 oxidiert wer-
den', 50 daB die EDANS-Gruppe im letzten Schritt durch
reduktive Aminierung unter Bildung von 1 in 54% isolierter
Ausbeute eingefiihrt werden kann (Tabelle 1).
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Die intramolekulare Fluoreszenzloschung in 1 wurde in er-
sten Experimenten nachgewiesen: Nach Anregung bei 290 nm
ist die bei 490 nm emittierte Fluoreszenz von EDANS in 1 12mal
intensiver als die von freiem EDANS. Die Konzentrationen be-
trugen jeweils 10 M. Dariiber hinaus stellten wir eine Abnahme
der Emissionsintensitdt von Indolylethyl bei 345 nm um den
Faktor fiinf fest. Bei dieser Konzentration kdnnen wir davon
ausgehen, daB die Anderung der Fluoreszenzintensitit infolge
von Léschung durch Kollision zu vernachlissigen ist. Tatsdch-
lich nimmt die Intensitit der Fluoreszenz von freiem EDANS
bei 490 nm in Gegenwart des Indolylethylpentasaccharids 11
um 2% zu, wenn die EDANS-Konzentration von 10 auf 20 pm
erhéht wird.

Inkubiert man eine Sum Lésung von 1 mit PPA, nimmt die
Intensitit der Fluoreszenz bei 490 nm schnell ab. Nach 6 min ist
das Substrat vollstindig hydrolysiert (Abb. 1). Eine HPLC-
Analyse zu diesem Zeitpunkt bestitigt die vollstindige Um-
wandlung von 1 in zwei kiirzere Oligosaccharide (EDANS-Ga-
lactosyl-a-(1 — 4)-maltose und Indolylethylmaltosid; Vergleich
der Retentionszeiten mit denen authentischer, unabhingig her-
gestellter Standards).
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Abb. 1. Zeitlicher  Ver-
lauf der PPA-katalysier-
ten Hydrolyse von 1, ver-
folgt anhand der relativen
Fluoreszenzintensitit I,
bei 490 nm durch Steady-
State-Fluoreszenz. Eine
S5pM Ldsung von 1 in
Phosphatpuffer (0.02 M,
pH =7) wurde mit PPA 0 2
(Sigma, 100 UL™') bei

30°C inkubijert [16]. t/min ——

Wird das gleiche Experiment mit unterschiedlichen Konzen-
trationen an a-Amylase durchgefiihrt, wird ein linearer Zusam-
menhang zwischen der Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse
von 1 und der Enzymkonzentration erhalten. Dagegen waren
a-Galactosidase, f-Amylase, a-Glucosidase und Gluco-Amyla-
se unter optimalen Bedingungen inaktiv!!?!,

Verbindung 1 ist also das erste spezifische, empfindliche und
leicht erhéltliche Substrat fiir den In-vitro-Assay der a-Amyla-
sen im Speichel und im Pankreas des Menschen. Weiterfiihrende
Untersuchungen mit 1 sowie zur Herstellung von Substraten mit
verbesserten Eigenschaften werden derzeit durchgefiihrt.
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Berichtigung

In der Zuschrift ,,Bildung und Struktur neuer Metallo- und
Metallapolysulfane [MS,]" (y =2-16) von I. Dance, K.
Fisher und G. Willett (Angew. Chem. 1995, 107, 215) muB in der
Legende zu Abbildung 1 der Nebensatz ,,d.h. nach der volligen
Umsetzung von Mn** gestrichen werden. Die Struktur rechts
oben in Abbildung 4 entspricht dem [CuS,,]*-Isomer 3d und
nicht 3b.
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