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spektroskopische Kontrolle) das Phosphanyl(silyl)carben 1, das ohne
weitere Reinigung eingesetzt wurde.

3: 0.09g (94% Ausbeute), gelbes Ol; ¥P{'H}-NMR (C¢D): 6=63.5;
BC['H}-NMR (C¢D,): 6 =5.3 (d, *J(P,C) = 3.7 Hz, CH,Si), 8.0 (d, V(P.C) =
1257 Hz, P=C), 14.6 (s, P(CH,),CH,), 252 (d, *J(P.C)=18.5Hz,
P(CH,),CH,), 268 (s, NCCCC), 28.1 und 283 (s, NCCC), 31.0 (d,
J(P,C) =872 Hz, PCH,), 35.6 und 36.4 (s, NCC), 56.8 (d, 2(P.C)=
5.0Hz, NC); Elementaranalyse (C;,HgN,SiP): gef. (ber.): C 72.25
(71.85), H 12.07 (11.87), N 5.04 (5.24).

4: 0.09g (92% Ausbeute), gelbes Ol; *'P{'H}-NMR (C,Dg): 6=169.7;
BC['H}-NMR (C,Dy): 6 = 3.5 (d, *J(P,C) = 2.6 Hz, CH,Si), 9.2 (d, J(P.C) =
127.6 Hz, P=C), 14.6 (s, P(CH,);CH,), 162 (d, 2J(P.C) = 1.8 Hz, =CCHS),
257 (d, U(PC)=162Hz, P(CH,),CH,), 271 (s, NCCCC), 277 (d,
2J(P,C) = 4.1 Hz, PCH,CH,), 28.5 und 28.6 (s, NCCC), 33.1 (d, J(P.C) =
84.1 Hz, PCH,), 36.9 (d, %J(P.C) =3.8 Hz, NCC), 373 (d, J(P.C) =1.0 Hz,
NCC), 572 (d,%J(P,C) =5.5 Hz, NC); Elementaranalyse (C;;HgsN,SiP): gef.
(ber.): C 71.95 (72.20), H 11.65 (11.93), N 5.24 (5.10).

5:0.12 g (93% Ausbeute), weiBe Kristalle; Schmp. 185-186°C; 3'P{'H}-
NMR (C¢D): 6=88.6 (d, 2/(PP)=183.5 Hz, (R,N),P), 53 (d, Ph,P);
BC[IH}-NMR (CDy): =57 (d, ¥(P.C)=2.9 Hz, CH,Si), 12.0 (dd,
J(P.C) =105.0, 21.9 Hz, P=C), 15.8 (s, P(CH,);CH,), 26.6 und 2658 (s,
NCCCC), 275, 277, 278 und 28.1 (s, NCCC), 28.9 (d, JJ(P.C)=24.7 Hz,
P(CH,),CH,), 35.6 (d, ¥(P,C) =62 Hz, NCC), 36.2 (d, 3J(P.C) =6.9 Hz,
NCC), 36.7 und 372 (s, NCC), 38.0 (d, J(P,C) =93.1 Hz, PCH,), 57.0 (d,
2J(P,C) = 4.1 Hz, NC), 573 (d, 2/(P,C) =8.0 Hz, NC), 126.8 (s, C,), 133.9 (d,
2J(PC)=18.9 Hz, C,), 1378 (s, C,,), 1459 (dd, J(P.C) =122, J(PC)=
88Hz oder J(PC)=838, 3J(P.C)=122Hz, C); Elementaranalyse
(CoHo,N,SiP,): gef. (ber.): C 73.60 (73.49), H 10.18 (10.09), N 4.05 (3.90).
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[9] Kristallstrukturanalyse von 2: C,HsLiN,O,PSi, M, =685.04, triklin,
Raumgruppe P1, a=10.789(2), b=13.336(3), c=15.667(3) A, a=
88.88(2), f=89.79(2), y=69.95(2)°, Z=2, V=21172(7) A3, pper.=
1.075 Mgm=3, F(000) =760, A=0.71073 A, T=173(2) K, u#(Moy,) =
0.126 mm~'. Die Daten des in Ol eingebetteten, schockgefrorenen
Kristalls (0.3 x 0.2 x 0.05 mm) wurden auf einem STOE-IPDS-Dif-
fraktometer mit ¢-Rotation (4°<26<43°) gesammelt. Von den
17411 gemessenen Reflexen sind 4506 unabhingig (R;, =0.2344)
und wurden zur Verfeinerung von 518 Parametern mit 288 Abstands-
und ADP-Restraints verwendet, max/min Restelektronendichte 257/
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publication no. CCDC-103076“ beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
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Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (+44) 1223-336-033; E-mail:
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Eine glycosidische Bindung neuen Typs:

ein offenkettiges N-A cetylgalactosaminacetal,
gebunden im Kernbereich der
Lipopolysaccharide von Proteus-
Mikroorganismen**

Evgeny Vinogradov und Klaus Bock*

Die Monosaccharide in Naturstoffen liegen gewohnlich als
cyclische Hemiacetale vor, wobei das exocyclische Sauerstoff-
atom die Verbindung zum Aglycon herstellt. Hier beschrei-
ben wir die Identifizierung einer glycosidischen Bindung
neuen Typs, die im Kernbereich der Lipopolysaccharide
(LPS) zweier Serotypen der Gattung Proteus vorkommt.
LPS ist ein Bestandteil der duBleren Membran von Gram-
negativen Bakterien und umfaf3t drei Bereiche: das O-Anti-
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gen-Polysaccharid, das Lipid A und den Kern, der aus einem

Tabelle 2. C-NMR-Daten.

ZUSCHRIFTEN

nichtrepetitiven Oligosaccharid besteht und das O-Antigen- Einheit, Verbindung c1 2 3 C4 cs C6
A . . i .
Polysaccharid mit dem .Llpld A Vér.bmdet. Normaler.wel.s.e S1 1028 739 762 704 762 617
haben Kernpolysaccharide komplizierte Strukturen, die fiir S, Kern 027 1029 737 759 701 760 617
jeden Bakterientyp ziemlich konserviert sind. Die biologi- Y, 2 103.6 714 731 690 755 613
schen Funktionen der spezifischen Kernstrukturen sind noch Y, Kern OX2 103.5 713 730 689 754 613
unbekannt. Bei einer Reihe von Proteus-Stimmen wurde L1 988 525 679 694 785 620
ib . Teil Kk 1 der LPS-K . berich L, Kern O27 100.6  52.3 67.8 69.2 78.4 62.2
iber eine Teilstrukturanalyse der -Kernregion berich- L2 991 518 676 711 698 626
tet.>7! L, Kern OX2 1006 512 674 770 698 625
Durch milde, saure Hydrolyse wurden die Kernoligosac- L3 990 523 684 697 701 @ 63.6
charide vom LPS abgetrennt und durch Gelchromatographie L', Kern OX2 1006 518 - - - -
und Anionenaustauschchromatographie isoliert. Bei der dM, 1 204 840 738 766 T34 674
graphie - M, Kern 027 9.9 512 652 750 641 690
Analyse der NMR-Spektren von Kernoligosacchariden der dM, 2 904 838 738 765 133 672
Serotypen Proteus mirabilis 027 und Proteus vulgaris OX2 M, Kern OX2 99.6 510 672 753 640  69.0
erkannten wir Spinsysteme von 2-Aminoaldosen (die Ein- M, 3 905 840 738 765 733 672
heiten L und L’; die Bezeichnungen sind willkiirlich) mit
einem ungewohnlichen Kopplungsmuster (Tabelle 1). Die . . -
& pplung ( ) entsprechenden Signalen eines unsubstituierten a-Ga-
Tabelle 1. "H-NMR.Daten lactosaminrests, wihrend die Signale fiir C3 u.nd C5 um
— - Ad =3 bzw. 8 hochfeldverschoben waren. Dies deutet
Einheit, Verbindung H-1 H-2 H3 H4 HS H6a H6b auf eine gleichzeitige Substitution an O4 und O6 hin.
S,1 4.58 340 349 339 342 394 3.69 Fragmente, die den Zuckerrest L (Verbindung 1 vom
S, Kern 027 4.52 328 344 33 341 389 360 Serotyp 027, Verbindungen 2 und 3 vom Serotyp OX2)
$ Jua [Hz] 8 10 10 10 L 6 S 12 Jsa 2 enthalten, wurden nach der Desaminierung des Kern-
Y, 2 448 352 364 389 358 364 364 ' > W ! aer Lesar ung des Ke
Y, Kern OX2 4.42 3.50 3.63 389 357 374 374 oligosaccharids mit Natriumnitrit in Essigsdure isoliert
Y J,,.1 [Hz] 8 10 35 ca0 - - - (Schema 1). MALDI-Massenspektren von 1 und 2
L1 4.87 434 426 342 408 381 373 enthielten Signale fiir [M+H)]* bei m/z 528.5 (schwach),
LKemOX 484 427 419 336 42 306 367 imOCH] bei miz 5465 (dark) und
L, Kern OX2 488 441 430 365 399 379 366 [M+H,0+Na]" bei m/z 568.4. Diese entsprechen
L3 4.89 4.36 4.12 336  3.93 3.66 3.66 Trisacchariden bestehend aus zwei Hexosen und einer
L', Kern OX2 4.89 433 - - - - - Acetamidohexose und einer Aldehydgruppe der redu-
L 7, [He] 35 L5 10 2 Tsen 6 Joagn 12 Jss 7 zierenden 2,5-Anhydrotalose (des Desaminierungspro-
dM, 1 5.09 3.93 4.39 438 4.00 4.16 4.03 . P . R
M. Kern 027 50 358 415 420 439 407 397 dukts von Galactosamin), die iiberwiegend in der
am, 2 500 395 440 440 400 415 402 hydratisierten Form vorliegt.
M, Kern OX2 5.13 330 399 420 438 409 398 Den NMR-Analysen von 1-3 zufolge enthalten sie
dM, 3 5.09 394 441 440 401 416 403 alle das Fragment L (Tabellen 1 und 2). Alle Kopp-
dM J,, .., [Hz] 3.5 8 - - s 2 T 13 Jsa <1

lungskonstanten und sonstigen Befunde aus den Spek-

[a] Interresidual-NOE: 1: S1-L5s,6am, L1-dM4s,6bs; Kern O27: S1-L5s,6am, L1-
Md4s,5w,6aw,6bs; 2: Y1-L1w,2m,3w,4s, L1-dM4s,6aw,6bs; Kern OX2: Y1-L4m, L1-

dMds,6aw,6bs; 3: L1-M4s,6aw,6bs.

tren dieses Restes blieben unverdndert gegeniiber
denen der urspriinglichen Kernoligosaccharide. In

Kopplungkonstanten entsprechen nicht den Wer- 5] /ﬁ’:./'- - Y1L4 oora o
ten, die gewohnlich fiir Pyranosen in der Sessel- s - - -
konformation oder Gleichgewichten hiervon re- l L1M4 LiM8Ba L1Meb
gistriert werden. Das Fehlen von tieffeldverscho- 5.0 e - - e -
benen Kohlenstoffsignalen (Tabelle2) deutete M GalAd s ot -
darauf hin, daf3 die Zucker keine Furanosestruk- - NOESY
turen aufweisen. Intramolekulare NOEs des Zuk- .. s 7 mseb w34 T e
kerrestes L, die entweder zwischen H1 und H3 a5 Lo X \Bga = eY14 -
oder H3 und H5 gemessen wurden, nicht jedoch 4 o oo ase e 49Y
zwischen H1 und HS5, sind schwerlich durch eine 6 Jf L2
Ringkonformation oder ein daraus abgeleitetes l 5.0 - ==¢:§ %W e ‘” - o
Gleichgewicht zu erkldren. Die NOE-Daten lie- L e e
. . @5 PP =, e

Ben starke Korrelationen zwischen dem anomeren ~GalAl4 —GalATs g GalAl2 COSY,TOCSY
L1-Proton und den Protonen 4 und 6b des Galac- 55 . . T . w s x . | T . |

. . . 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33
tosaminrestes M erkennen sowie zwischen L1 und 5

M6a (Tabelle 1, Abbildung 1). Die C-NMR-Si-
gnale fiir C4 und C6 des Galactosaminrestes M
waren um Ad ~ 67 tieffeldverschoben gegeniiber

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 5
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Abbildung 1. Ausschnitte aus den NOESY- (oben) und COSY +TOCSY-Spektren
(unten) des Kernoligosaccharids von P. vulgaris OX2. Die Einheit L’ ist ein unsubsti-
tuierter Rest, der nach der Desaminierung im Disaccharid 3 auftritt.
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Schema 1.

HMBC-Spektren wurden Kreuzsignale von L1 mit dM4 sowie
mit dM6 registriert (Abbildung2). Aus den NOE- und
HMBC-Spektren war zu entnehmen, dal der Rest L mit

o L2
60 : L5 562 seb
(1] w .
L1dMe Ls teab L2
[ L4
5 70 Lacth iveats  + saareeas
l 1L OMI® dMS o dM5 szam w52
L1dM4 o dM4g hod YR
604 . [=) M4 o5 [=]L56 S35 @1
. 8 dM2
] L1a o o LidV6
100 S1 L2
. ©SIL5 Size

T T T T T T T T T T T
52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 36 3.4

- 5

Abbildung 2. Uberlagerung der 1D-'H-, HSQC- und HMBC-Spektren
(Signale in Késtchen) von 1.

den Positionen 4 und 6 der 2,5-Anhydrotalose verkniipft ist. 1
enthilt auBerdem einen p-GlucopyranosylrestS, der den
NOE- und HMBC-Spektren zufolge an OS5 des Zuckerre-
stes L gebunden ist. Im Oligosaccharid 2 ist der Zuckerrest L
an O4 mit einem S-Galactopyranosylrest Y glycosyliert, das
Nebenprodukt 3 enthélt nur die Zuckerreste L und dM.

Die Oligosaccharide 1-3 wurden hydrolysiert (4m HCI,
100°C, 4 h) und durch einen Aminosiureanalysator und GC

714 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

(als Alditolacetate) analysiert. In allen Fiéllen wurde sowohl
Galactosamin als auch 2,5-Anhydrotalose und Glucose (bei 1)
oder Galactose (bei 2) detektiert. Durch Methylierungsanaly-
sen der Oligosaccharide 1-3 (nach Reduktion mit Natrium-
borhydrid) wurden die Produkte massenspektrometrisch
(GC-MS-Kopplung) als Alditolacetate identifiziert, wodurch
die vorgeschlagenen Strukturen bestétigt wurden.

Insgesamt weisen diese Ergebnisse auf eine glycosidische
Struktur neuen Typs hin, in der ein offenkettiges N-Acetyl-
galactosamin als cyclisches Acetal an die Positionen 4 und 6
von Galactosamin (in der a-Pyranosid-Form) gebunden ist.
NOE-Korrelationen zwischen den Protonen L1 und M4,6
deuten auf die axiale Orientierung des Protons L1 hin,
folglich hat das Kohlenstoffatom L1 (S)-Konfiguration. Um
zu beweisen, daB3 diese Struktur kein Artefakt der LPS-
Spaltung unter milden sauren Bedingungen ist, das wéhrend
der Aufarbeitung entsteht, wurde LPS von P vulgaris OX2
mit wasserfreiem Hydrazin desacetyliert und das Produkt
NMR-spektroskopisch untersucht. Die Fragmente Y-L-M
und L'-M wurden identifiziert; ihre Kopplungskonstanten
und Substitutionsmuster glichen denen der beschriebenen
Verbindungen, im Unterschied zu diesen fehlte aber die
N-Acetylgruppe in L.

Die glycosidische Bindung neuen Typs — eine Verkniipfung
iiber ein offenkettiges cyclisches Acetal — ist in chemischer
Hinsicht keine Uberraschung. Dennoch wurde diese Struktur
bisher nicht in Naturstoffen registriert und noch nicht einmal
als theoretische Moglichkeit diskutiert.®! Cyclische Acetale
hingegen, die aus nicht zuckerartigen Oxoverbindungen wie
Brenztraubensdure gebildet werden, sind haufig Bestandteile
von bakteriellen Polysacchariden.l °l Die chemische Stabilitét
der Acetalbindung durch einen N-Acetylgalactosamin-Rest
weicht unwesentlich von der einer gewohnlichen glycosidi-
schen Bindung ab, da sie gegeniiber essigsaurer Hydrolyse
und Methylierungsanalyse stabil ist, aber unter den norma-
lerweise bei der Monosaccharidanalyse angewendeten hydro-
lytischen Bedingungen (2m HCI, 100°C) gespalten werden
kann. Deshalb ist es moglich, da diese Verkniipfung in
natiirlichen Poly- und Oligosacchariden hédufiger vorkommt,
jedoch nicht detektiert wird, da die iibliche Analyse des
Proteus-Serotyp-O27-Kerns (Monosaccharidanalyse, Methy-
lierung, Massenspektrometrie) zur Identifizierung von termi-
naler Glucose, terminalem N-Acetylgalactosamin und 4,6-
disubstituiertem Galactosamin fithren wiirde statt zum hier
beschriebenen Strukturelement. Wir schlagen vor, zur Kenn-
zeichnung dieses Zuckertyps in abgekiirzten Formeln das
Symbol ,,0“ (fiir ,,open“) zu verwenden. Dementsprechend
konnte die Formel des Disaccharids 3 als (15)-GaloNAc-
(1 —4,6)-2,5-anh-Tal geschrieben werden. Uber eine detail-
lierte Analyse der LPS-Kernstrukturen wird an anderer Stelle
berichtet.

Experimentelles

Die Ziichtung der Bakterienstimme und die Isolierung der Lipopolysac-
charide erfolgten wie bereits beschrieben. ' !}

NMR-Spektroskopie und generelle Methoden: 'H- und *C-NMR-Spek-
tren wurden mit einem Bruker-AMX-600-Spektrometer in D,O bei 25°C
mit Aceton als Standard (6 =2.225 tiir 'H, 6 =31.5 fiir ’C) aufgenommen
unter Verwendung von Standardpulssequenzen. NOESY-Spektren wurden
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von den Kernoligosacchariden aufgenommen und ROESY-Spektren
(Mischzeit 250 ms) von 1-3. Fiir die Zuordnung der NMR-Signale wurde
das Programm Prontol'”! verwendet. NMR-Messungen, GC-, GC-MS-,
Methylierungs- und Monosaccharidanalysen wurden wie bereits beschrie-
ben durchgefiihrt.['> 141

Herstellung der Kernoligosaccharide und der Oligosaccharide 1-3: LPS
der Serotypen O27 und OX2 (je 200 mg) wurden mit 2proz. Essigsdure
(100°C, 5h) hydrolysiert. Der erhaltene Niederschlag wurde durch
Zentrifugieren entfernt und der Uberstand auf einer Sephadex-G50-SF-
Siule (Pharmacia; 2.5 x 80; Detektion mit einem Waters-Differentialre-
fraktometer) unter Verwendung von Pyridin-Essigsdure-Puffer (4 bzw.
10 mL in 1 L Wasser) aufgetrennt. Die Kernfraktionen wurden auf einer
TSK-DEAE-Sidule (1.5 x 20 cm) in Wasser unter refraktometrischer De-
tektion weiter aufgetrennt und lieferten mehrere Unterfraktionen. Zur
Analyse wurde die letzte eluierte Fraktion verwendet. Die Kernoligosac-
charide (je 20 mg) wurden in Wasser geldst (2 mL) und NaNO, (5 mg) und
AcOH (30 uL) hinzugefiigt. Nach 1 h bei 20°C wurden die Mischungen
durch Gelfiltrationschromatographie iiber eine TSK-HW40(S)-Gel-Séule
(Merck, 1.6 x 80 cm) entsalzt. Fraktionen, die die Oligosaccharide 1-3
enthielten (detektiert durch NMR), wurden durch aufsteigende Papier-
chromatographie (Whatman-Nr.-1-Papier) in Pyridin/Butanol/Essigsdure/
Wasser (1/1/1/1) getrennt, wobei eine alkalische Silbernitratlosung zur
Detektion verwendet wurde. Die Oligosaccharide 1-3 wurden mit Wasser
vom Papier eluiert.
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Die gegensiitzliche Orientierung der
Riickgratneigung in Pyranosyl-RNA und
homo-DNA korreliert mit einer entsprechend
gegensitzlichen Orientierung von
Duplexeigenschaften**

Ronald Micura, René Kudick, Stefan Pitsch und
Albert Eschenmoser*

In fritheren Veroffentlichungen iiber Pyranosyl-RNA
(p-RNA) haben wir auf die besondere Bedeutung der
Interstrang-Basenstapelung fiir die Eigenschaften dieses oli-
gonucleotidischen Basenpaarungssystems hingewiesen. Zu
den beeinfluSiten Eigenschaften gehoren die Sequenzmotiv-
abhingigkeit der Stabilitit von p-RNA-Duplexen,/'2ef die
Regioselektivitit des Einflusses von iiberhidngenden Basen
(,,dangling ends®) auf die Duplexstabilitit!'¥l sowie die Se-
quenzabhingigkeit der Effizienz und Selektivitidt matrizenge-
steuerter Ligationen bei der Replikation!'! und der auto-
katalytischen Oligomerisierung!'*! von p-RNA-Basensequen-
zen. Die Dominanz der Interstrang- iiber die Intrastrang-
Basenstapelung in diesem Paarungssystem ist die Folge der
ausgeprigten Neigung der (approximierten) Riickgratachse
relativ zu den Achsen der Watson-Crick-Basenpaare. Nihe-
rungsweise laBt sich eine solche Riickgratneigung leicht aus
der idealisierten Paarungskonformation eines p-RNA-Stran-
ges ablesen (Abbildung 1a, b). Der Typ dieser Konformation
ist konformationsanalytisch nach Kriterien der Spannungs-
minimierung hergeleitet'?l und durch die Ergebnisse einer
NMR-Strukturanalyse am p-RNA-Duplex [pr(CGAATT-
CG) 1,/ belegt. Mit dieser Analyse stimmt eine auf Mole-
kiilmechanikberechnungen beruhende Modellierung des
gleichen Duplex iiberein.'! Danach ist die Interstrang-
Basenstapelung zwischen Purinen sowie zwischen Purinen
und Pyrimidinen, jedoch nicht zwischen Pyrimidinen' zu
erwarten (Abbildung 1c).

Nicht nur p-RNA, sondern auch die frither eingehend
untersuchte homo-DNA[M ist ein Paarungssystem mit starker
Riickgratneigung. Diese weist aber — wie die beiden ideali-
sierten Paarungskonformationen der homo-DNAP*<l in Ab-
bildung 1a, b zeigen — die umgekehrte Orientierung wie die
p-RNA auf. Nach einer am homo-DNA-Duplex [ddGlc-
(AsTs)], durchgefiihrten NMR-StrukturanalysePd sollte zu-
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