auf Y-Scans: Strukturbestimmung mit dirckten Methoden unter Verwen-
dung von SHELXS-86; die Positionen der C- und O-Atome wurden aus
Differcnzsynthesen crmittelt und die Wasserstoffatome auf berechneten
Positionen nicht verfeinert. - C,,H,,Cr0, - 0.5 Ft0Ac, tngonal. Raum-
gruppe P3,21. a = b =11.53TUT) A, ¢ = 32.438(2) A, 1 = 3739.6(8) A’
7 =6, pp,. =1.379 gem "' 2159 unabhiingige Reflexe. davon 2104 mit
/> 0 verwendet; R = 0.057. R, = 0.055. Dic Restdichte war geringer als
0.54cA % Die absolute Konfiguration ergab sich aus der anomalen
Streuung des Cr-Atoms (R = 0.095. R, = 0.092 fir die cnantiomorphe
Struktur in Raumgruppe P3,21). - Weitere Einzelheiten zur Kristallstruk-
turuntersuchung kdnnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe. Ge-
sellsehaft firr wissenschaftliche-technische Information mbH. W-7514 Eg-
genstein-Leopoldshafen 2. unter  Angabe der  Hinterlegungsnummer
CSD-55874. der Autoren und des Zeitschriftenzitates angefordert werden.

[12] Herstellung von 10 (Fp =101 C; [2)3° + 160, ¢ = 0.51 in CHCI,): H.-G.
Schmale. B. Millies. unverdffentlicht.

»Kiinstliche Metabolismen‘* zur asymmetrischen
Eintopfsynthese verzweigter Saccharide **

Von Wolf-Dieter Fessner* und Christiane Walter
Professor George A. Olah zum 65. Geburtstag gewidmet

Der Einsatz von Biokatalysatoren - in Form ganzer Zellen
oder isolierter Enzyme - in der asymmetrischen Synthese
cerfreut sich wachsender Beliebtheit wegen des meist schr ho-
hen Grades an optischer Induktion, der hohen Selektivitiiten
und der milden Reaktionsbedingungen!'l. Speziell bei Um-
wandlungen polyfunktionalisierter Verbindungen wie Koh-
lenhydraten sind die Vorteile ihres Einsatzes gut belegt!?!.
Fir asymmetrische de-novo-Synthesen mit C-C-verkniip-
fenden Aldolasen'®! haben wir nach neuen Wegen gesucht,
das essentielle Substrat Dihvdroxyacetonphosphat (DHAP)
effizient zugdnglich zu machen'®l. Hier beschreiben wir die
Entwicklung von Multienzymsystemen, mit denen nach-
wachsende Rohstoffe als okonomische DHAP-Quelle fiir
Aldoladditionen mit der Fructose-1.6-bisphosphat-Aldolase
(FruA) genutzt werden kénnen. Die Untersuchungen zu den
Enzymkaskaden wurden dabei einerseits wegen des poten-
tiellen prdparativen Nutzens unternommen und anderer-
seits, um die kooperativen kinetischen Effekte in einem der-
artigen multifaktoriell regulierten Multienzymsystem quali-
tativ und (halb)quantitativ in vitro studieren zu kénnen!®).

Da die meisten gingigen Enzyme um den pH-Wert 7.0
hinreichende Aktivitdt aufweisen, lassen sich Enzymensem-
bles kombinieren, die serielt oder parallel bestimmte Umset-
zungen gemeinsamer Substrate spezifisch katalysieren, wo-
durch strukturell ticfgreifende Umwandlungen als Eintopf-
synthese realisierbar werden. Aufbauend auf der zentralen
Funktion der FruA in der Glycolysc zur Spaltung und - in
Kombination mit der Triosephosphat-Isomerase - Symme-
trisicrung von Fructose-1.6-bisphosphat (Fru1.6P,) in C,-
Fragmente (einer Reaktion, die priparativ DHAP in situ
licfert{®}), haben wir weitere Schritte so kombiniert (Sche-
ma 1), daB wahlweise auch Glucose, Fructose oder Sucrose
als Vorstufen erschlossen werden. Alle beteiligten Enzyme
(vgl. Legende zu Schema 1) sind kommerziell erhiltlich, ver-

[*] Dr. W.-D. Fessner, C. Walter

lostitut fir Organische Chemic und Biochemic der Universitiit
Albertstrafic 21, W-7800 Freiburg

1**] Enzyvme in der Organischen Synthese. 3. Mitteilung. Diese Arbeit wurde
durch die Deutsche Forschungsgemcinschaft (Fe 244.2-1), die Wissen-
schaftliche Geselischaft Freiburg und den Fonds der Chemischen Indu-
stric gefordert. Wir danken Prof. Dr. D. G5. Fraenkel, Harvard Medical
Schaol, Boston. fiir rekombinante Baktcrienstimime, Dipl.-Chem. O. Ey-
risch fiir gereinigte PFK-2 aus £. cofi und Dipl.-Chem. G. Sinerius fir cine
Probe von 7. - 2. Mitteilung: [3b).
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hiltnismiBig preisgiinstig und gut charakterisiert!™#. Fir
diese ungewohnliche Hiufung gekoppelter Reaktionen. wo-
bei es sich um eine Neukombination natiirlicher. kataboler
Prozesse mit einer unphysiologischen. anabolen Synthese in
vitro unter Verwendung isolierter, reiner Enzyme handelt.
schlagen wir die Bezeichnung kiinstlicher Metabolismus vor.

HOM,G
HO Q
HO.
Ho | OH
Suc
0 CH,OH
HO
O
HOM,C HOM,C
HO Q
® HO.
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o Gie \@
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H 2.0,POH,C
0 CH,OH HO 0
on e HO.
wo ™" Fru Glesp oM
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HO o]
OPO,
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Schema 1. Multienzymatische Eintopfsynthese von Ketose-1-phosphaten. Der
besseren Ubersichtlichkeit wegen sind bei den Phosphorylicrungsschritten dic
Cyclen zur Cofaktorregencrierung (cingekreistes P} abgekoppelt worden.
Abkirzungen: Suc = v-Sucrose: Gle = p-Glucose; Fru = p-Fructose; Gle6P.
Fru6P = p-Glucose(Fructose)-6-phosphat:  Frul6P, = p-Fructose-1,6-bis-
phosphat: GA3P = n-Glycerinaldehyd-3-phosphat; DHAP = Dihydroxy-
acetonphosphat; Ald = Aldehvd: Ket1P = Ketose-1-phosphat: ADP, ATP =
Adenosindi(tri)phosphat; Pyv = Pyruvat: PEP = Phospboenolpyruvat. Betei-
ligte Enzyme: @ = Invertuse (EC 3.2.1.26): (D = Xylose-Isomerase (EC
5.3.1.5); @ = Hexokinase (EC 2.7.1.1); @ = Glucose-6-phosphat-Isomerase
(EC 5.3.1.9). ® = Fructose-6-phosphat-Kinase (EC 2.7.1.11): @ = Fructose-
1.6-bisphosphat-Aldolase (EC 4.1.2.13); (D = Triosephosphat-Isomerase (EC
5.3.1.1}: ® = Pyruvat-Kinase (EC 2.7.1.40).

Wir haben drei Varianten zur Herstellung von Frul,6P,
cxperimentell Gberpriift: 1) Fructose wird sukzessive zwei-
fach phosphoryliert: 2) Glucose wird erst phosphoryliert
und darauf in dic Ketoseform isomerisicrt, die weiter phos-
phoryliert wird (fiir die kostengilinstigere direkte Isomerisic-
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rung von Glucose in Fructose, Weg (), stand uns keine adé-
quate Enzympriparation zur Verfiigung®'); 3) Sucrose wird
durch Invertase zu den Monosacchariden hydrolysiert, die
dann iiber die beiden zuerst genannten Wege konvergent
abreagieren, wobei vorteithaft die Akzeptanz der Hexokina-
se fur beide freien Zucker ausgeschopft wird. In toto werden
so aus Glucose oder Fructose je zwei, aus Sucrose vier
DHAP-Aquivalente gewonnen. Zwei weitere Variationen,
ndmlich die wegen Verminderung der erforderlichen Phos-
phatdonoridquivalente noch attraktivere Verwendung der
Sucrose- (Suc + P, — Fru + Glc1P) oder a-Glucan-Phos-
phorylase (Glc, + P, — Glc, _, + Glc1P), muliten wegen
hoher Enzympreise und rheologischer Komplikationen als
unpraktikabel verworfen werden.

Die kinetische Verfolgung der von Sucrose ausgehend
ldngsten Sequenz mit sechs enzymkatalysierten Reaktions-
schritten (Abb. 1) zeigt folgende Effekte auf: 1) Fructose
und Glucose werden mit nahezu gleicher Geschwindigkeit
durch Hexokinase phosphoryliert; 2) der Zuwachs an Fru6P
ist wegen Aquilibrierung zum thermodynamisch stabileren
Glc6P verzogert; 3) v, der Fructose-6-phosphat-Kinase
(Phosphofructokinase, PFK) bleibt trotz zweifach hoherer
Dosierung limitierend; 4) erst mit Erreichen einer relativ
hohen Grenzkonzentration an Fru6P (=10 mM!%) beginnt
eine Phase anndhernd linearer Produktion von Frut,6P, (ca.
20.-35. h). Die beiden zuletzt genannten Umstinde sind mit

Mol-%

tih)] —a

Abb. 1. Verlauf der multienzymatischen Synthese von Fructose-1,6-bisphos-
phat aus Sucrose entsprechend Schema 1 (100 mm Suc, 500 mm PEP, 10 mm
MgCl,, 1 U HK, 3U PK, 2 U PFK, 0.25 U PGI; 0.5 mL pH 6.8; 25°C), be-
stimmt anhand von Assays nach [7b]. Aus analytischen Griinden wurden die
Folgereaktionen erst nach vollstindiger Hydrolyse durch Invertase (100 U)
gestartet. @ = D-Glucose ; a = D-Fructose; @ = p-Glucose-6-phosphat; 0 = b-
Fructose-6-phosphat; m = D-Fructose-1,6-bisphosphat.

den Ergebnissen von Inhibitionsstudien in Einklang, nach
denen die PFK als das zentrale regulatorische Element der
Glycolyse durch zahlreiche Effektoren gehemmt wird (z.B.
ATP, PEP, Pyruvat). Konsequenzen der vielschichtigen Inhi-
bition machen sich nachdriicklich bei hoheren Konzentratio-
nen aller Reaktanten bemerkbar. In der Tat kdnnen diese
Komplikationen reduziert werden, indem das allosterisch
weniger regulierte Isoenzym aus E. coli, die PFK-21'1, einge-
setzt wird (Abb. 2). Wahrend z.B. > 150 mM PEP die Aktivi-
tit des Sdugerenzyms nahezu vollstindig unterdriickt
(<5%), fillt die des mikrobiellen Enzyms auch bei noch
héheren Konzentrationen (> 300 mM) nicht unter 30 %, was
auf eine nicht-kompetitive Hemmung zuriickzufiihren ist.

644 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, W-6940 Weinheim, 1992

1007

T 801
Fru1,6P, &0

P o

201

- T T —T—

10 20 30 40 50 60

t fh] —

0
0

Abb. 2. Vergleich multienzymatischer Synthesen von Fructose-1,6-bisphos-
phat aus Sucrose in Abhéingigkeit von der Art der Fructose-6-phosphat-Kinase
(PFK) und der PEP-Konzentration. a) PFK aus Kaninchenmuskel (o 25 mu,
m 100 mMm PEP); b) PFK-2 aus E. coli (o 25 mM, A 100 mm PEP). Assays nach
[7b].

Als problemlos erwies sich die Anknilipfung der Spal-
tungs- und Syntheseschritte mit der FruA (aus Kaninchen-
muskel), womit insgesamt sieben Enzyme kooperativ titig

OH ©O OH
a) /o) 2
RMH - RMEHC HAOPOs
HO'
1, R=H 75 /83 % [a] 4, R=H
2, R=CH, 84/93% 5, R=CH;,
3, R=CH,0H 92/94 % 6, R=CH,OH

OoH
a)/5) O—7~CH,0PO?
AW [ oH

7, R' = CHy, R?= OH 7o 10, R'a CH;, R%=OH
8, R'=OH,RE=CH,| /7% 11, R'= OH, R? = CH,
9, R',R% = CH, -~ [b} 12, R', R?=CH,
o] H5C o OH
HO. a)/b) HO
H —_— H,C CH,OP0,2
H¢ CH
s 13 47/55% [a) HO 14

o} o OH
HO. bj HO
H — - CH,0P0:2
HO
15 21%[c} 16
H O

ol OH
a)/b) 0~7 ~~CH,0P0:%
H — OH
HO
17 86/90 % 18
OH © HOH,C OH
HOH,C. a)/b) 2.
" HOH,C*Z 0 7 o SHZ0PO5
HOH,C — HJ
19 59/68 % 20

Schema 2. Enzymatische Aldoladditionen. a) Multienzymatische Eintopfsyn-
these nach Schema 1 ausgehend von Sucrose, Glucose oder Fructose. b) Syn-
these ausgehend von reinem Fructose-1,6-bisphosphat unter FruA-TPI-Kata-
lyse. [a] Aldehydzugabe erfolgte nach quantitativem Umsatz von PEP. [b]
Keine Bildung von Aldoladdukt nachweisbar. [c] Die Reaktion wurde vorzeitig
abgebrochen (umsatzbezogene Ausbeute > 50%).
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sind. Wihrend die Bildung von Fru1,6P, durch Verbrauch
des Enolesters PEP irreversibel ist, sind die FruA-katalysier-
ten Synthesen reversibel; das Gleichgewicht liegt jedoch aus
Griinden der Ladungsentropie auf der Seite einfach phos-
phorylierter Produkte, und deren Bildung wird durch einen
geringen UberschuB an Aldehyd weiter begiinstigt. Durch
die geringere Geschwindigkeit der Aldolasereaktion mit
nicht-natiirlichen Substratanaloga ist die Aldoladdition der
limitierende Schritt im Gesamtsystem. Um dies zu kompen-
sieren, ist eine umgekehrt proportional der Substratqualitit
hohere Dosierung der FruA erforderlich. Die Leistungsfi-
higkeit der Methode haben wir in priparativen Ansétzen
(0.1-5mmol Suc = 0.4-20 mmol DHAP) mit einer Reihe
von Aldehyden getestet, die speziell auch unter dem Ge-
sichtspunkt zunehmender sterischer Hinderung ausgewdhit
waren, um die Substratakzeptanz der Kaninchenmuskel-
FruA™®! weiter zu kartieren (Schema 2).

Hierbei zeigte sich, dal3 geminale Dialkylsubstitution an
C-2 durchaus noch toleriert wird ; allerdings ist bei Derivaten
des Glykolaldehyds (dritter Substituent OH; 7/8 >13 > 15)
die Grenze bereits erreicht, wihrend héhere Homologe (z.B.
9) dhnlich wie Pivalaldehyd nicht mehr akzeptiert werden. In
Einzelfillen war die Inhibierung der Enzyme durch hohe
Konzentrationen an Aldehyd problematisch (z.B. erforderte
die allmahliche Freisetzung von Acrolein aus 112! eine ver-
zbgerte Zugabe). Relativ zu parallel durchgefiihrten Synthe-
sen ausgehend von reinem Fru1,6P, (vgl. Schema 2, Sequen-
zenb) werden in den Multienzymreaktionen vergleich-
bare Ausbeuten erreicht. Einschrinkungen betreffen sehr
schlechte Substratanaloga (v,,; <1 %!®)) wie 15, da die Isolie-
rung der Produkte neben anderen phosphorylierten Kompo-
nenten stark erschwert wird.

Mit der hier vorgestellten Methode werden alkylierte (10/
11, 14), spiro-anellierte (16, 18) und verzweigtkettige Sac-
charide (20) sowie Desoxyzucker (4[12!, 51%1_ 6) zuginglich
(Tabelle 1), die mit chemischen Verfahren nur schwer her-
stellbar sind. Die Erweiterung dieses Produktspektrums

Tabelle 1. NMR-Daten der Aldoladdukte {a].

6: 'H-NMR: § = 4.06 (m, 6-H), 3.96 (ddd, 4-H), 3.87 (dd, 1,-H), 3.79 (dd,
1,-H), 3.66 (dd, 7,-H), 3.58 (dd, 7,-H), 3.49 (d, 3-H), 1.97 (ddd, 5,-H), 1.47
(quart, 5,-H), Jyy 1y =111, Sy p =77, Jiy p = 5.7, Jy s =96, Jy 5. =11.5,
Josia = 51, Joae 53 =126, Jon 6 =122, Josq 6= 2.1, Jg 5, = 3.3, Jo = 6.1,
Joa 7y =12.1; 12C-NMR: § = 98.3(C-2), 73.2(C-3), 69.7 (C-6), 68.2 (C-4), 67.1
(C-1), 64.3 (C-7), 34.7 (C-5), Je1.p = 4.9, Jeap =72

10 (74%): "H-NMR: § = 3.93 (dd, 1,-H), 3.88 (d, 6,,-H), 3.83 (dd, 1,-H), 3.77
(d, 4-H), 3.65 (d, 3-H), 3.51 (d, 6,-H), 1.20 (s, CH,), J3 4 =10.0, Jo, 5, =12.5;
13C-NMR: 6 = 98.3 (C-2), 75.8 (C-5), 73.4 (C-4), 68.8 (C-3), 67.7 (C-1), 66.8
(C-6), 20.8 (CH,).

11 (26%): *"H-NMR: § = 3.90 (m, 1-H), 3.85 (d, 4-H), 3.80 (d, 6,,-H), 3.57 (d,
3-H), 3.39 (d, 6,,-H), 1.27 (s, CH,), J, 4, =10.0, Jg,, 65 =11.7.

14: "H-NMR: § (8-Anomer; 86 %) = 4.14 (d, 3-H), 4.01 (d, 4-H), 3.74 (d, 1-H),
1.36 (s, CH;), 1.18 (s, CH;), Jy p = 6.8, J5 4 = 9.0; 6 (a-Anomer; 14%) = 4.11
(d, 3-H), 4.01 (d, 4-H), 3.83 (d, 1-H), 1.32 (s, CH3), 1.27 (s, CH,), J; , =7.5;
13C.NMR: J = 99.2 (C-2), 80.6 (C-5), 80.4, 75.8 (C-3, -4), 67.0(C-1), 28.4,23.3
(QCH,), Je1.p = 4.3, Jezp =78.

18: 'H-NMR: 6 = 4.07 (ddd, 4-H), 3.82 (dd, 1,-H), 3.68 (dd, 1,-H), 3.55 (d,
3-H), 2.10 (dd, 5,-H), 1.70 (t, 5,-H), 1.86-1.47 (m, Cyclopentan-H),
Tiats =108, Jiup =68, Jypp =53, Jyy=98, Josn =117, Jy 55q = 45,
Jsax.sig =12.7; 3C-NMR: 6 = 99.6 (C-2), 73.2 (C-3), 72.8 (C-6), 67.3 (C-1),
66.5 (C-4), 42.5, 41.1 (C-1', -4), 37.7 (C-5), 24.1, 24.6 (C-2, -3"), Jo.; p = 3.2,
Jeap=81.

20: '"H-NMR: § = 4.12 (ddd, 4-H), 3.93-3.49 (m, 7-, 8-H), 3.43 (d, 3-H), 2.05
(Ssg-H), 173 (8, 5,0 H), Sy o =108, T, 50 =113, Jo 550 = 6.8, Jo 55, =13.5;
13C.NMR: § = 99.1 (C-2), 78.9 (C-6), 72.7 (C-3), 68.4 (C-1), 65.2 (C-4), 65.1,
63.4 (C-7, -8), 38.1 (C-5), Jerp = 4.1, Jog p=73.

[a] NMR-Spektren wurden nach Ionenaustausch zur Na*-Form in D,O bei
pH 7.0 gemessen. 'H-NMR-Werte (400.1 MHz) relativ gegen Standard
Natrium-3-trimethylsilyl-[*H,Jpropionat (TSPNa) (6 = 0.00), !3C-NMR
(100.6 MHz) gegen CH,CN (6 =1.30); Kopplungskonstanten in Haz.
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durch Verwendung von Aldolasen anderer Stereoprife-
renz!* sollte ein systematisches Studium dieser ungewdhnli-
chen Zuckerderivate ermoglichen. Wir haben damit demon-
striert, daB auf Aldoladditionen aufbauende Multienzym-
synthesen praktikable und leistungsfihige Verfahren fiir
komplexe Umwandlungen von Sacchariden und verwandten
Verbindungen sind und daf3 diese Verfahren vorteilhaft zur
Wertschopfung aus nachwachsenden Rohstoffen eingesetzt
werden konnen, wobei den Aldolasen als Katalysatoren zur
breit anwendbaren, hoch diastereoselektiven C-C-Verkniip-
fung eine besondere Rolle zukommt.

Arbeitsvorschrift

Eine wiBrige Losung von Sucrose (1.71 g, 5 mmol), PEP-K (5.10 g, 25 mmol),
MgCl, (100 mg, 0.5mmol) und einer katalytischen Menge ATP (60 mg,
100 pmol) wurde auf pH 6.8 eingestellt. Nach Zugabe einer wiBrigen Losung
von 3 (50 mmol; Gesamtvolumen 200 mL) wurden Invertase (Hefe; 1000 U),
Pyruvat-Kinase (Kaninchenmuskel; 300 U), Hexokinase (Hefe; 100 U), Gluco-
se-6-phosphat-Isomerase (Hefe; 25 U)), Fructose-6-phosphat-Kinase (Ka-
ninchenmuskel; 200 U), Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase (Kaninchenmus-
kel; 500 U) und Triosephosphat-Isomerase (Hefe; 500 U) zupipettiert und der
Ansatz bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Umsatz wurde diinnschicht-
chromatographisch (gesittigte Ammoniaklésung/EtOH 1:1) sowie anhand en-
zymatischer Assays auf PEP/Pyruvat und Fru1,6P, " verfolgt und das Zucker-
phosphat 6 mit Ionenaustauschverfahren!®* isoliert.

Eingegangen am 18. Dezember 1991 [Z 5078]
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