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einem Besetzungsverhiltnis von 0.48:0.52. 52 SHELXTL-SAME- und
FLAT-Restraints wurden fiir Atome &hnlichen Typs verwendet.

Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,supplementary
publication no. CCDC-111493 and -111494“ (K,-2 - CH;CN - DMA bzw. K-
3) beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der
Daten konnen kostenlos bei folgender Adresse in GroBbritannien ange-
fordert werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Fax:
(+44)1223-336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Regioselektive Lactonisierung von
a-2,8-Trisialinsaure**

Mou-Chi Cheng, Chun-Hung Lin,* Kay-Hooi Khoo
und Shih-Hsiung Wu*

Polymere, a-2,8-verkniipfte N-Acetylneuraminsédure (poly-
(2,8-NeuAc)) kommt vor allem in Sdugetierzellen und
Bakterien vor, ihr werden zahlreiche biologische Funktionen
zugeschrieben.'l Bei niedrigen pH-Werten tritt in diesen a-
2,8-verkniipften Polysialinsduren eine d-Lactonbildung, die
Kondensation der Carboxygruppe an C-2 mit der OH-Gruppe
an C-9 einer benachbarten Monomereinheit, ein.’) Auch in
Gangliosiden (Glycosphingolipiden mit einer bis drei Sialin-
sdauregruppen) entstehen unter sauren Bedingungen d-Lacto-
ne,?l die fiir die eigentlichen Immunogene bei der Bildung
von Antigangliosid-Antikdrpern gehalten werden.*! Da Poly-
sialinsdure ein stark negativ geladener Polyzucker ist, ver-
mindert sich bei der Lactonbildung mit der Zahl der
Carboxygruppen auch die Ladungsdichte. Die Lactonbildung
konnte daher eine physiologische Schaltfunktion sein.P!

Wir berichten hier iiber die Lactonbildung in «-2,8-
verkniipfter Trisialinsdure, die am reduzierenden oder am
nichtreduzierenden Ende erfolgen kann (Schema 1). Wir
fanden Bedingungen, unter denen die beiden Monolactone
mit hoher Regioselektivitdt erhalten wurden. Damit wird
erstmals gezeigt, dal Oligosialinsduren in regioselektiven
Lactonisierungen und Lactonspaltungen umgesetzt werden
konnen. Das Trimer wurde bei Raumtemperatur in Eisessig
gelost, und die Lactonbildung wurde per Kapillarelektropho-
rese (CE) verfolgt. Die Spektren (Abbildung 1) wiesen vier
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Schema 1. Strukturen von a-2,8-verkniipfter Trisialinsdure 1, von den Monolactonen 2 und 3 sowie vom Dilacton 4. Darunter:

Synthese (links) und Hydrolyse (rechts) der Lactone.
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Abbildung 1. Kapillarelektrophoresespektren der Lactonbildung von 1 in
Eisessig nach unterschiedlichen Zeiten (I: 10 min; IT: 20 min; III: 30 min;
IV:1h; V:4h; VI: 8h).
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Hauptsignale auf, die von den beiden Monolactonen, vom
Dilacton und vom Edukt herrithren. Das Signal A sollte dem
Dilacton 4 entsprechen, da dieses die niedrigste Ladungs-
dichte hat. Durch Co-Injektion einer authentischen Probe
wurde gezeigt, da3 das Signal D von 1 stammt. Die Signale B
und C wurden den Monolactontrimeren zugeordnet, die
durch enzymatische Hydrolyse mit Neuraminidase identifi-
ziert und unterschieden wurden. Dieses Enzym ist eine
Exoglycosidase, die das Sialinsduremolekiil am nichtreduzie-
renden Ende erkennen und freisetzen kann, das als Lacton
gebundene Sialinsduremonomer aber nicht angreift. Die
Intensitit von Signal C nahm wihrend der Neuraminidase-
Hydrolyse langsam ab; dieses Signal stammt daher vom
2-Monolacton 3 und das unveridnderte Signal B vom 1-Mo-
nolacton 2. Abbildung 2 zeigt den zeitlichen Verlauf der
enzymatischen Hydrolyse der Lactontrimere. Die Intensité-
ten der Signale A und B &dndern sich in Gegenwart von
Neuraminidase nicht, da 2 und 4 mit einem Lactonring am
nichtreduzierenden Ende vor der enzymatischen Spaltung
geschiitzt sind. Das 2-Monolacton 3 (Signal C) wird zum
Lactondimer (Signal a) und Sialinsdure (Signal b) hydroly-
siert, wiahrend 1 (Signal D) in das Dimer (Signalc) und
Sialinsdure gespalten wird. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich,
tritt eine Lactonisierung unter sauren Bedingungen zunéichst
am reduzierenden Ende von 1 ein, daher ist 3 das Haupt-
produkt. Die Massenspektren belegen ebenfalls, dal Trimere
mit einem Lactonring neben dem Dilacton (und dem nicht-
lactonisierten Trimer) die Hauptprodukte einer 10 min Um-
setzung von 1 in Eisessig sind (Abbildung 3).

Das Dilacton 4 wurde mit einer wéfrigen 0.1N Losung von
(NH,),COs; hydrolysiert. Die kapillarelektrophoretische Ana-
lyse ergab, daf3 4 zunéchst ausschlie3lich zu 2 und dann weiter
zu 1 hydrolysiert wird (Abbildung 4). Eine Co-Injektion von
Proben aus beiden Experimenten (der Veresterung und der
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Abbildung 2. Kapillarelektrophoresespektren nach 10 min Lactonisierung
von 1 in Eisessig und enzymatischer Hydrolyse mit Neuraminidase nach
unterschiedlichen Zeiten (I: 0 h; I1: 1 h; III: 2 h; IV: 4 h; V: 8 h; VI: 20 h).
Die mit A—-D markierten Signale stammen von 4, 2, 3 bzw. 1, die mita—c
markierten vom Lactondimer, vom Sialinsduremonomer bzw. von der
Disialinsédure.
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Abbildung 3. FAB-Massenspektrum (Negativ-Ionen-Modus) von a-2,8-
verkniipfter Trisialinsdure nach 10 min Lactonisierung in Eisessig. Die
Hauptsignale wurden den Molekiilionen der Lactone und der Ausgangs-
verbindung zugeordnet. X: Molekiilion von 1 (C;;Hs;0,5N3); Y: Mole-
kiilion von 2 und 3 (C;;H;,0,,N;); Z: Molekiilion von 4 (Cs;3H,053N3).
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Hydrolyse) bestitigte, da3 das Signal B in Abbildung 4 von 2
und nicht von bei der sauren Lactonbildung bevorzugt
gebildetem 3 (Abbildung 1) stammt.[) Die drei Hydrolyse-
produkte (Abbildung4) wurden auch per FAB-MS unter-
sucht und lieferten die erwarteten Molekiilionenpeaks.
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Abbildung 4. Kapillarelektrophoresespektren der basischen Hydrolyse
von 4 nach verschiedenen Zeiten (I: 5 min; II: 10 min; III: 20 min; IV:
40 min; V: 80 min).

Die bevorzugte Bildung von 3 statt 2 unter sauren
Bedingungen und die ausschlieBliche Entstehung von 2 bei
der alkalischen Hydrolyse von 4 schreiben wir Strukturunter-
schieden in den Sialinsdureeinheiten zu. Die Glycerinseiten-
kette am nichtreduzierenden Ende ist flexibler und kann mit
der Carboxygruppe an C-2 wechselwirken. Dadurch wird die
Bildung von 2 unter sauren Bedingungen erschwert. Ahnlich
konnte eine solche Wechselwirkung mit dem Lactonring am
nichtreduzierenden Ende von 4 dessen Spaltung verhindern.
Die Wechselwirkung der Zuckerseitenkette mit der funk-
tionellen Gruppe am anomeren C-Atom wurde auch fiir eine
2-Keto-3-desoxyoctulosonat(KDO)-Verbindung, die mit Sia-
linsdure eng verwandt ist, vorgeschlagen.! Bei den beiden
anderen Zuckermonomereinheiten fithrt die glycosidische
Bindung an C-8 zu einer starren Konformation, und eine
derartige Wechselwirkung ist unmoglich. Andere Ursachen
fir die Regioselektivitit, beispielsweise unterschiedliche pK,-
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Werte der Carboxygruppen,®! sind ebenfalls moglich. Sobald
beide Monolactone in Reinform vorliegen, werden wir
weitere NMR-Untersuchungen® durchfiihren; Modellrech-
nungen sind bereits im Gange.

Mit zwei unterschiedlichen Methoden wurden die beiden
Monolactone von a-2,8-verkniipfter Trisialinsdure regioselek-
tiv synthetisiert. Durch Neuraminidase-Hydrolyse konnen die
Regioisomere unterschieden werden. Mit diesen Verfahren
sollten auch Lactone anderer Oligomere zugénglich werden,
so daf} deren biologische Wirkung untersucht werden kann.

Experimentelles

Reagentien: a-2,8-Verkniipfte Tri-N-acetylneuraminsiure 1 ([—8Neu-
5Aca2—];) wurde mit der Hilfe von Prof. Yasuo Inoue (NGK Biochemical
Ltd., Handa, Japan) erhalten. Neuraminidase aus Anthrobacter ureafaciens
wurde von der Fa. Sigma (St. Louis, USA) bezogen. Alle anderen
Reagentien fiir die Umsetzungen und die Hochleistungs-Kapillarelektro-
phorese (HPCE) wurden in der hochsten kommerziell verfiigbaren
Reinheit eingesetzt.

Lactonbildung von a-2,8-verkniipfter Tri-N-acetylneuraminsdure: 25 ug
Tri-N-acetylneuraminsdure wurden bei Raumtemperatur in 1 mL Eisessig
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Ausfrieren mit fliissigem Stickstoff
abgebrochen, und die Mischung wurde sofort im Vakuum von Essigsdure
befreit (SpeedVac, Fa. Savant, USA). Die getrockneten Proben wurden in
zweifach destilliertem Wasser geldst, und ein Aliquot (5 uL) wurde per
HPCE analysiert.

Synthese des Dilactons 4: 25 pg Tri-N-acetylneuraminsdure wurden bei
Raumtemperatur 8h in 1 mL Eisessig stehen gelassen, mit fliissigem
Stickstoff ausgefroren und anschliefend sofort im Vakuum von Essigsdure
befreit (SpeedVac, Fa. Savant, USA).

Hydrolyse von 4: 50 ug 4 wurden bei 37°C in 500 uL 0.1n (NH,),CO;-
Losung gelost. Nach 20, 40 und 80 min wurde ein Aliquot entnommen, mit
fliissigem Stickstoff ausgefroren und getrocknet (SpeedVac, Fa. Savant,
USA). Die Proben wurden in zweifach destilliertem Wasser gelost, und ein
Aliquot (5 pL) wurde per HPCE analysiert.

Chromatographische Analyse: Die Kapillarelektrophoresen wurden mit
einem Beckman-Kapillarelektrophoresesystem (P/ACE2100) und einer
Quarzkapillare (118 cmx75 um) bei 20kV und 25°C durchgefiihrt.
50 mmol eines Phosphatpuffers (pH 8.0) wurden als Laufmittel eingesetzt.
Der Verlauf wurde anhand der UV-Absorption bei 200 nm verfolgt. Die
Proben wurden 3 s mit Stickstoff unter hohem Druck (1.3 bar) in die
Kapillare injiziert. Die Kapillare wurde durch 3 min Spiilen mit zweifach
destilliertem Wasser und anschlieBendes 5 min Waschen mit 0.1N NaOH
regeneriert.

Neuraminidase-Hydrolyse: Gemische aus den unterschiedlichen Lactonen
(10 pg) in 100 mM Ammoniumacetatpuffer (pH 5) wurden bei Raumtem-
peratur in 20-uL-CE-Réhrchen dem Enzym Neuraminidase (1 mU) aus
Anthrobacter ureafaciens ausgesetzt. Die Hydrolyse wurde durch in
regelmiBigen Abstinden durchgefiihrte HPCE-Analysen verfolgt.

FAB-Massenspektrometrie: FAB-Massenspektren der Proben wurden im
Negativ-Ionen-Modus mit einem Autospec-OA-TOF-Massenspektrometer
(Micromass, GroBbritannien) aufgenommen, das mit einer Caesium-
Ionenquelle ausgestattet war (26 kV). Die Proben wurden als Losung in
Milli-Q-Wasser auf die Probenspitze aufgebracht (Monothioglycerin-
Matrix).
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Die folgenden Zuordnungen der Signale von 2 basieren auf 2D-NMR-
Untersuchungen. Die vollstdndige und detaillierte NMR-Charakteri-
sierung ist im Gange und wird an anderer Stelle veroffentlicht werden.
'H-NMR (500 MHz, HOD): 6=1.694 (1H, t, J5s=Jss=12 Hz,
H-3a[ll]), 1.740 (1H, t, J3,3. =J3.4= 12 Hz, H-3a[IlI]), 1.830 (1H, t,
Jia3e =J3e4 =13 Hz, H-3a[I]), 2.065 (6H, s, 2 Acetyl), 2.088 (3H, s,
Acetyl), 2.229 (1H, dd, J;5.3,=12, J5.4,=4.5 Hz, H-3¢[I]), 2.254 (1H,
dd, Js.3, =12, J5.4=4.5 Hz, H-3¢[111]), 2.814 (1H, dd, J3.3, =12, J3.4=
4.5 Hz, H-3e[11]), 3.625 (1 H, m, H-4[I1] ), 3.651 (1 H, m, H-4[III]), 3.802
(1H, m, H-5[I11] ), 3.895 (1 H, m, H-5[1]), 3.973 (1 H, m, H-5[II]), 4.022
(1H, m, H-4(I]). [I] steht fiir die Zuckereinheit am reduzierenden Ende
von 2 und [III] fiir die am nichtreduzierenden Ende. Zur Zuordnung
siche auch: T. Ercégovic, G. Magnusson, J. Org. Chem. 1996, 61, 179 -
184; Lit. [4].
a) C.-H. Lin, B. W. Murray, I. R. Ollmann, C.-H. Wong, Biochemistry
1997, 36, 780-785; b) T. Sugai, C.-H. Lin, G.-J. Shen, C.-H. Wong,
Bioorg. Med. Chem. 1995, 3, 313 -320.
[8] A.E. Manzi, H. H. Higa, S. Diaz, A. Varki, J. Biol. Chem. 1994, 269,
23617 -23624.
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Eine nahezu ideale asymmetrische
Autokatalyse mit
(2-Alkinyl-5-pyrimidyl)alkanolen**

Takanori Shibata, Shigeru Yonekubo und Kenso Soai*

Die organische Synthese spielt in den Natur- und den
technischen Wissenschaften eine zentrale Rolle, und die
Entwicklung von Synthesemethoden, die mit ausgezeichneter
Chemo- und Stereoselektivitidt verlaufen, ist ein wichtiges
Ziel der Organiker.!! Reaktionen, die in lebenden Orga-
nismen durch Enzyme katalysiert werden, verlaufen mit
extrem hohen Chemo- und Stereoselektivititen. Bedenkt
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