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10 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
wurden mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen und getrocknet
(Na,S0O,). Das nach Entfernen des Losungsmittels erhaltene Rohprodukt
wurde durch Chromatographie an Kieselgel (n-Hexan/Essigester, 3/1)
gereinigt. Man erhielt 0.075 g (60 % ) 14 in Form farbloser Kristalle. Schmp.
151-153°C; 'H-NMR (CDCL): 6=5.83 (s, 2H; HC=CH), 3.72 (s, 3H;
OCH,), 3.99 (dd, /=41, 13.5 Hz, 1H; CH,), 2.89 (s, 3H; CH, CH,), 2.79
(td,J=4.0,12.4 Hz, 1H; CH), 2.34 (t,J = 13.5 Hz, 1 H; CH,), 1.97 - 1.88 (m,
1H; CH), 1.56-1.43 (m, 7H; 3CH,, OH), 1.38-1.30 (m, 2H; CH,); 1*C-
NMR (CDCl,): 6 =174.2 (s, C=0), 150.9 (s,=C), 123.5,122.4 (2d, HC=CH),
117.8 (5,=C), 104.7 (s, C=N), 75.0 (s, C-OH), 52.0 (q, OCH3), 50.0, 44.8,43.3
(3d,3CH), 36.0, 28.4, 28.0, 23.9, 20.9, 19.6 (6t, 6 CH,); IR (KBr): #=3515
(br., O—H), 2940-2860 (C-H, =C—H), 2215 (C=N), 1715 (C=0),
1640 cm™! (C=C); C,H,N-Analyse (%): ber. fir C,;H,NO; (2874): C
71.05, H 7.36, N 4.87; gef. C 71.10, H 7.58, N 4.85.
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Die Rolle der Ligandendichte bei der
enzymatischen Glycosylierung von
Kohlenhydraten, die auf einer
selbstorganisierten Alkanthiolat-Monoschicht
auf Gold prisentiert werden**
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Die enzymatische Modifizierung von immobilisierten Koh-
lenhydraten ist wichtig fiir Prozesse wie Proteintransport,!]
virale und bakterielle Pathogenese und Zellmigration.O!
Viele Modellsysteme, darunter solche, bei denen Polymere, !
Dendrimerel®! oder Liposomen!® zur Priisentation von Koh-
lenhydraten eingesetzt werden, haben unsere Kenntnisse der
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und immobilisierten
Kohlenhydraten erweitert. Diese Systeme présentieren die
Kohlenhydrate jedoch in einer heterogenen Umgebung und
bieten nur geringe Flexibilitdt beziiglich der Anpassung der
Struktur der Gruppen, die die Liganden umgeben. Diese
Einschrinkungen erschweren mechanistische Studien von
enzymatischen Prozessen an diesen Grenzflachen.
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Selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) aus Alkanthio-
laten auf Gold sind strukturell wohldefinierte Substrate, die
ein hervorragendes Modellsystem fiir Studien an biologischen
Grenzflichen darstellen.”! SAMs wurden héufig zur Unter-
suchung der Wechselwirkungen zwischen immobilisierten
Liganden und Proteinen in Losung eingesetzt. Aus einem
GroBteil dieser Arbeiten geht hervor, dafl die Zugénglichkeit
des Liganden die Bindungseigenschaften des Proteins beein-
fluBt.B=dl Liganden, die in groBerer Dichte immobilisiert
werden,® 11 kénnen deutlich andere biologische Eigenschaf-
ten haben, als wenn sie in niedriger Dichte vorliegen
(Schema 1). Hier beschreiben wir gemischte SAMs, die N-
Acetylglucosamin (GlcNAc) und Triethylenglycol-Gruppen

I

SIS S S S S S S S

Scheme 1. Liganden, die in niedriger Dichte immobilisiert wurden (A),
sollten fiir die Bindung an ein Protein leichter zugénglich sein als Liganden,
die in hoher Dichte immobilisiert wurden (B).

B)

prasentieren, um zu zeigen, da} die Aktivitit von Rinder-j3-
1,4-Galactosyltransferase (GalTase) von der Dichte des
immobilisierten Kohlenhydrates abhéngt.

Wir préparierten Substrate aus dem Alkanthiol 1, das mit
GIlcNAc funktionalisiert ist, und dem Alkanthiol 2, das mit
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einer Triethylenglycol-Einheit funktionalisiert ist.>' Das
Kohlenhydrat ist ein Substrat fiir GalTase, wihrend die
Triethylenglycol-Einheit die unspezifische Adsorption des
Proteins an das Modellsubstrat verhindert.'!l Die Dichte von
GIcNAc auf der Grenzfliche 14Bt sich leicht durch die
Einstellung des Verhiltnisses der Alkanthiole in der Losung,
aus der die SAM gebildet wird, kontrollieren. Bei Anwesen-
heit von Mn'-lonen iibertrigt GalTase Galactose vom
Donorsubstrat Uridindiphosphogalactose (UDP-Gal) auf die
4-Hydroxygruppe von GlcNAc (Abbildung 1).1% Um die Uber-
tragung von Galactose auf immobilisierte GlcNAc-Gruppen
zu quantifizieren, wurde eine Pufferlosung, die das Enzym,
[“C]UDP-Gal, UDP-Gal und MnCl, enthielt, auf die SAMs
gegeben und dort 8 h bei 37°C belassen. Die Substrate
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SIS S S S S S
Abbildung 1. In dieser Arbeit wurden SAMs verwendet, die N-Acetyl-
glucosamin gemischt mit Triethylenglycol-Einheiten als Modellsubstrat zur
Bestimmung der Beziehung zwischen GalTase-vermittelter Glycosylierung
und der Dichte des Kohlenhydrats auf der SAM présentieren.

wurden daraufhin in eine willrige Losung gegeben und die
Alkanthiolate durch UV-Bestrahlung von der Goldoberfldche
entfernt. Der Uberstand wurde durch Fliissigkeitsszintillations-
zdhlung analysiert. Dieses Verfahren wurde mit SAMs, die
verschiedene Dichten von GIcNAc prisentierten, wiederholt.

Abbildung 2 zeigt den Zusammenhang zwischen der Dichte
YGienad 2 von GIcNAc auf der SAM und dem Einbau von “C-
markierter Galactose. Der Einbau des Radionuclids stieg
zunidchst linear mit der GIcNAc-Dichte, erreichte bei
Yacienae = 0.7 ein Maximum und nahm bei hoheren ¥ginac-
Werten wieder ab. Bei SAMs, die ausschlieBlich Kohlen-
hydrat priasentierten (ygienac = 1.0), wurde eine extreme Ab-
nahme der Glycosylierung verzeichnet; die Menge an
[“C]Galactose auf diesen SAMs entsprach derjenigen, die
auf SAMs mit ygewac=0.2 ermittelt wurden. Die niedrige
Ausbeute war nicht durch eine geringere Reaktionsgeschwin-
digkeit bedingt; nach der achtstiindigen Inkubationszeit
wurde keine weitere Glycosylierung festgestellt. Bei den
Substraten fand kein unspezifischer Einbau statt — nur
schwache Hintergrundwerte von [**C]Galactose wurden auf
SAMs gemessen, die ausschlieflich Triethylenglycol-Einhei-
ten prasentierten. Um die Spezifitidt der Reaktion zu demon-
strieren, legten wir SAMs, die aus dem Alkanthiol 2 und dem
mit N-Acetyllactosamin (LacNAc) funktionalisierten Alkan-
thiol 3 bestanden, bei den beschriebenen Reaktionsbedin-
gungen vor; dabei stellten wir nur Hintergrundwerte an “C-
Einbau fest. Dieses Ergebnis macht deutlich, da eine
sterische Uberladung der Oberfliche mit Kohlenhydratligan-
den Enzym-Substrat-Wechselwirkungen im hier beschriebe-

0044-8249/99/11106-0877 $ 17.50+.50/0 877



ZUSCHRIFTEN

1000 —

750 { {

500 —

250 — 3 E

0—Je
J \ \ | \ |
0 02 04 06 08 1.0

ZG]CNAC

Abbildung 2. Zusammenhang zwischen ygenae Und dem enzymatischen
Einbau von “C aus radioaktiv markiertem UDP-Gal. Mit einer Losung
(40 pL), die GalTase (25 mU), MnCl, (10mm), UDP-Gal (0.4 nmol) und
[“C]JUDP-Gal (0.2nmol) in HEPES-Puffer (50mm, pH75) enthielt,
wurden SAMs behandelt, deren ygac-Werte von 0 bis 1.0 variierten
(HEPES = 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsdure). Nach
8 h bei 37°C wurden die Deckgldschen mit destilliertem Wasser gespiilt,
im Stickstoffstrom getrocknet und mit 750 uL destilliertem Wasser in
Probengefife fiir die Szintillationsmessungen gegeben. Die SAMs wurden
durch 4 x 15 min Belichten mit UV-Licht abgelst und der '“C-Einbau
durch Fliissigkeitsszintillationszdhlen quantifiziert. Der Einbau des Radio-
nuclids wurde auf die Fliche der SAMs normiert (die Werte sind in
Zihlimpulsen pro cm? angegeben). Jeder MeBwert reprisentiert etwa vier
bis acht Proben.
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nen Modellsystem inhibiert; dieser Effekt wurde bei yginac >
0.7 offensichtlich. Es konnte nicht bestimmt werden, ob die
Abnahme der Glycosylierung durch eine zu grofen Menge an
unmodifizierten Liganden oder durch den Einflu von
LacNAc-Gruppen auf einem teilweise modifizierten Substrat
bedingt war.

Wir setzten die Oberflachenplasmonresonanz-Spektrosko-
pie (surface plasmon resonance, SPR) ein, um die Bindung
von zwei Lectinen, die jeweils fiir GIctNAc oder LacNAc
spezifisch sind, an die SAMs zu messen. Das BS-II-Lectin aus
Bandeiraea simplicifolia bindet an terminale, nichtreduzie-
rende GlcNAc-Gruppen (K4~ 80nm),[' wihrend das Lectin
aus Erythrina cristagalli an terminale LacNAc-Gruppen
(Kq~400pum) bindet.”] Bei der SPR-Spektroskopie wird
der Winkel 0 gemessen, bei dem die Intensitidt von polari-
siertem Licht, das von der Riickseite eines goldbeschichteten
Objekttragers mit einer SAM reflektiert wird, minimal ist.
Die GroBe dieses Winkels hingt linear von der Anderung des
Brechungsindex — und somit von der Masse des Proteins — im
Grenzflichenbereich ab.'71 Die spezifische Wechselwir-
kung der Lectine mit den SAMs bestimmt die Menge der
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jeweils auf den Substraten anwesenden Kohlenhydrate.!'8! Die
hohe Molekiilmasse der Lectinel™! ist insofern giinstig fiir
diese Methode, als dadurch stirkere SPR-Effekte hervor-
gerufen werden und daher eine hohere MeBempfindlichkeit
fiir den Bindungsvorgang erreicht wird.

Abbildung 3 A zeigt die SPR-spektroskopischen Ergebnis-
se zur Bindung beider Lectine an eine SAM, die GIcNAc (y =
0.01) prasentiert. Das B.-simplicifolia-Lectin (1pm in PBS-
Puffer) band Kohlenhydratgruppen an der Oberfliche. Wenn
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Abbildung 3. SPR-Untersuchung zur Bindung des BS-II-Lectins (1 uM in
PBS-Puffer, gestrichelte Kurve) und des Erythrina-cristagalli-Lectins (5 um
in PBS-Puffer, durchzogene Kurve) an SAMs, die (A) 1% GIlcNAc oder
(B) 1% LacNAc zwischen Triethylenglycol-Einheiten aufweisen. Man lief3
eine Losung des Lectins in PBS-Puffer 20 min iiber die SAM flieen,
danach wurde die Lectinlosung 20 min durch Pufferlosung ersetzt und
anschlieBend 10 min durch eine Losung des l6slichen Kohlenhydratligan-
den (1mm 4 oder 2mMm LacNAc in PBS-Puffer). Das BS-II-Lectin band an
SAMs, die GlcNAc-Gruppen prasentierten, wiahrend das E.-cristagalli-
Lectin ausschlieBlich an die SAMs band, die LacNAc-Gruppen présen-
tierten. Die Bindung beider Lectine konnte durch die Einfiihrung l6slicher
Kohlenhydratliganden kompetitiv gechemmt werden.

die Proteinlosung durch eine Pufferlosung ersetzt wurde,
nahm die Menge an immobilisiertem Protein langsam ab
(PBS =phosphate buffered saline; pH 7.4). Da das Lectin
kooperativ binden kann,!'”] blieb ein groBer Teil des Proteins
mit dem Substrat assoziiert. Durch Zugabe des GlcNAc-
Derivats 4 (1 mwm in PBS) und anschlieSende Behandlung mit
Pufferlosung wurde anndhernd sémtliches Lectin von der
SAM entfernt.?” Fiir das Lectin aus E. cristagalli (5uM in
PBS-Puffer) wurde dagegen keine Assoziation mit GIcNAc-
Gruppen auf der SAM nachgewiesen.?!]

Die Kurven in Abbildung 3 B zeigen die Assoziation beider
Lectine mit einer SAM, die LacNAc-Gruppen (y=0.01)
préasentiert. Erwartungsgemif3 bindet das E.-cristagalli-Lec-
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tin, nicht aber das BS-II-Lectin, das Disaccharid auf der
Grenzflidche. Das Lectin dissozierte nach Zugabe von 16sli-
chem LacNAc (2mMm in PBS-Puffer) und Behandlung mit
Pufferlosung.?'! Diese Experimente zeigen, daB jedes Lectin
eine hohe Spezifitit beziiglich der Bindung seines Liganden
aufweist.

Wir verwendeten die SPR-Methode auch, um die Galacto-
sylierungsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion zu
messen. Eine SAM, die GIcNAc (y =0.01) présentiert, wurde
15 min mit einem Puffer behandelt, der GalTase, MnCl, und
UDP-Gal enthielt. Die Losung wurde durch MeBpuffer
ersetzt, anschlieBend wurde iiber 20 min eine Losung von
jedem Lectin zugegeben, um GIcNAc- bzw. LacNAc-Grup-
pen an die SAM zu binden. Abbildung 4 A zeigt, daB3 das E.-
cristagalli-Lectin, nicht aber das BS-II-Lectin mit der SAM
assoziiert, und l4Bt erkennen, daf} die Ausbeute dieser
Umwandlung nahezu quantitativ war. Zur Demonstration,
dafB diese Methode Informationen zur Kinetik liefern kann,
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Abbildung 4. A) Das E.-cristagalli-Lectin, nicht jedoch das BS-II-Lectin,
bindet LacNAc-Gruppen, die durch Glycosylierung von immobilisiertem
GIcNAc durch GalTase eingefiihrt wurden. SAMs wurden in die SPR-Zelle
eingefiihrt und 15 min mit einem Puffer behandelt, der GalTase (15uM in
PBS-Puffer), UDP-Gal (0.4 nmol) und MnCl, (10mMm) enthielt. Die
Reaktionsmischung wurde 15 min durch MeBpuffer ersetzt, dann wurde
eine Losung des entsprechenden Lectins (durchzogene Kurve: E. crista-
galli; gestrichelte Kurve: BS II) zur Bestimmung der Anwesenheit von
GIcNAc oder LacNAc auf der SAM eingefiihrt. Es wurde eine quantitative
Umsetzung der GIcNAc-Gruppen zu LacNAc-Gruppen beobachtet.
B) Auftragung der BS-II-Lectinbindung gegen die Zeit. Einzelne SAMs
wurden mit 1.75pm GalTase in der SPR-Zelle iiber unterschiedliche
Zeitraume behandelt und die Bindung des Lectins an die modifizierten
Oberfldachen ermittelt. Die MeB3daten sind angegeben als der Prozentsatz
der Intensitédt des Signals fiir die Bindung zwischen dem Lectin und einer
unbehandelten, GIcNAc (y =0.01) préisentierenden SAM.
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verwendeten wir das BS-II-Lectin, um die Glycosylierung
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit dem Enzym zu
untersuchen. Bei diesen Experimenten wurde eine niedrigere
Enzymkonzenration eingesetzt, um die Reaktionsgeschwin-
digkeit zu verringern und die Beobachtung durch SPR-
Spektroskopie zu ermoglichen. Abbildung 4B zeigt, daf3 es
zu einer zeitabhidngigen Abnahme der Bindung des B.-
simplicifolia-Lectins kommt. Nach 30 min kam es zu einer
Abnahme der Lectinbindung auf das Niveau des Hinter-
grundrauschens, weil sdmtliche GlcNAc-Gruppen durch das
Enzym modifiziert worden waren. Es wurde keine Abnahme
der Lectinbindung festgestellt, wenn die Reaktionsmischung
entweder kein MnCl, oder kein UDP-Gal enthielt. Die
Kombination von SPR-Spektroskopie und kohlenhydratspe-
zifischen Lectinen kann also eingesetzt werden, um Informa-
tionen iiber die Kinetik der enzymatischen Modifizierung von
immobilisierten Substraten zu erhalten.

Wir haben hier beschrieben, wie die Dichte von immobi-
lisierten Liganden deren biologische Eigenschaften beein-
flussen kann. Dieser Effekt muf3 bei Modellsystemen bertick-
sichtigt werden, die biologisch aktive Liganden in hohen
Dichten préisentieren. Wir haben ferner einige Charakteri-
stika von SAMs beschrieben, die sie zur bestmoglichen Klasse
von Modellsubstraten fiir Studien an biologischen Grenzfla-
chen machen: Sie sind unempfindlich fiir unspezifische Pro-
teinadsorption, die Ligandendichte auf der Grenzfliche ist
kontrollierbar, SPR-Spektroskopie kann fiir die Messung der
Bindung von Proteinen an immobilisierte Liganden verwen-
det werden, und die Struktur und die Umgebung der
Liganden an der Oberfliche konnen mit Methoden der
priparativen organischen Chemie mafgeschneidert werden.
Die Erkennung und Glycosylierung von immobilisierter
GIcNAc durch GalTase ist besonders bedeutsam fiir Phino-
mene an biologischen Grenzflachen, da sie die entscheidende
KenngroBe fiir die Migration von Zellen auf Lamininmatrizes
ist.?] Das hier beschriebene Modellsystem konnte eine
wichtige Rolle bei der Aufklirung der mechanistischen
Details dieses Migrationsprozesses spielen.
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Reverse und ,,normale‘‘ Prenyltransferasen
haben unterschiedliche Seitenselektivititen bei
der Biosynthese von Paraherquamid**

Emily M. Stocking, Juan F. Sanz-Cervera* und
Robert M. Williams*

Die Paraherquamide 1-10! sind eine Gruppe von Pilzme-
taboliten, die ebenso wie die strukturell dhnlichen Verbin-
dungen Sclerotamid 11, Marcfortin A 12,51 Asperparalin A
(Aspergillimid VM55598) 14, SB202327 15" und die Brevian-
amide (Brevianamid A 16 und Brevianamid B 17)P! viel
Aufmerksamkeit erregt haben wegen ihrer vielfiltigen (z.B.
anthelmintischen, paralytischen und insektiziden) biologi-
schen Wirkungen.['”] Die Substanzen haben unterschiedliche
biogenetische Herkunft und entstehen durch die oxidative
Polycyclisierung von Aminosduren und Isopreneinheiten.
Besonders interessant sind die zunehmenden Hinweise dar-
auf, daf das gemeinsame Bicyclo[2.2.2]-Strukturmotiv bei der
Biosynthese durch eine intramolekulare [4+2]-Cycloaddition
einer von Isopren abgeleiteten Olefineinheit an einen Aza-
dienrest entsteht, der wiederum aus einer Piperazindionein-
heit stammt [A —B —C, Gl. (1)].167
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[4+2]-Cycloadditionen werden in der organischen Synthese
vielfach eingesetzt, in der Natur sind pericyclische Reaktio-
nen aber ziemlich selten, und nur in wenigen Fillen gab es
experimentelle Hinweise darauf, da Reaktionen iiber eine
Diels-Alder-artige Cycloaddition als Zwischenschritt verlau-
fen.[> 81 Bei unseren Untersuchungen haben wir uns auf die
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