
aul'b-Scans: Strukturhe.itimmung mil direktcn Methoden unter I'erwen- 
dung von SlIELXS-Xh: die Potitionen dcr C -  und 0-Atome uurden ;IU\ 
1)iflerenzs) nthesen ermittclt und die WaswrstdTutome auf hcrcchnetcn 
I'ositiuncn nicht verleinert. C2ili2, ,Cr0.,  . 0.5 EtOAu. trigonal. Raum- 
gruppe P3,21. ( I  = h = 11.5377(7) ,i. = 3?.438(2) A. I '  = 373Y.6(X) A'. 
/ = 6. pb... =1 .37Ygcm- ' :  2159 unLibh3ngigc Kcflene. dabon 2104 rnit 
I > I) veruendet; R = 0.057. K .  = 0.055. Die Restdichte uiir geringcr a1s 
O.54ch - 3 .  Die absolute Konfiguration ergab sich aus der 3nom;ilen 
Streuung dcs C'r-Atoms ( K  = 0.095. R,  = 0.092 I'ur die enantiomorphc 
Struktur in Raumgruppe P3,21). - Weitere Ein7elhcitrn m r  Krist;ill~truk- 
tciruntcrsuchung k6nnen h i i n  tachinform;irions7cntrum Karlsruhe. Ge- 
scl1sch:ift fur uissenschatilichc-technische Informalion mhH. W-7514 Eg- 
genstein-Le[)poldshafen 2. unter Angahe dcr Hintcrlegungsnummer 
CSD-55874. der Autorrn und des Zcitschriftenritatcs angefordert werden. 

1121 llerstcllung von I0 (Fp = 101 C ;  [I];" + 160. c = 0.51 in CHCI,): H.-Ci. 
Schmalr. H. Millies. unveriiffmtlicht. 

,,Kunstliche Metabolismen" zur asymmetrischen 
Eintopfsynthese verzweigter Saccharide** 

Von WolflDietcr Fc.rsiic~r * und C'liristiunc~ Wultrr 

Pr~~!fi~.s.sor. Gcwge A .  Oluli zuni 65. Cchrts tuq gcu~idinc~t 

Der Einsatz von Riokatalysatoren - in Form ganzer Zellen 
oder isolicrter Enzyme - in der asymmetrischen Synthese 
crfrcut sich wachsender Beliebtheit wcgen des meist schr ho- 
hen Grades an optischer Induktion. der hohcn Selektivititen 
und der niilden Reaktionsbcdingungen"]. Speziell bei Um- 
wandlungen polyfunktionalisierter Verbindungen wie Koh- 
lenhydraten sind die Vorteilc ihres Einsatzes gut belegt121. 
Fur asynimetrische de-novo-Synthesen mit C-C-verknup- 
fenden A l d ~ l a s e n ' ~ '  haben wir nach neuen Wegen gesucht. 
das essentiellc Substrat Dihydroxyacctonphosphat (DHAP) 
effzicnt zuglnglich zu machcn[']. Hier beschreibcn wir die 
Entwicklung von Multienzymsystemcn. mit denen nach- 
wachscndc Rohstoffc als iikonomische DHAP-Quclle fur 
Aldoladditionen rnit dcr Fructose-1.6-bisphosphat-Aldolase 
(FruA) genutzt werden k6nnen. Die Untcrsuchungen zu den 
Enzymkaskaden wurden dabei einerseits wcgen des poten- 
tiellcn prgparativen Nutzcns untcrnommen und anderer- 
seits, um die kooperativen kinetischen Effekte in einem dcr- 
artigen multifaktoriell regulierten Multienzymsystcm quali- 
tativ und (ha1b)quantitativ in vitro studieren zu konnen15]. 

Da die meisten gingigcn Enzyme um den pH-Wert 7.0 
hinrcichende AktivitCt aufweiscn, lassen sich Enzymensem- 
bles kombinieren, die scriell oder parallel bestimmte Umset- 
zungen gemeinsamer Substrate spczitisch katalysieren, wo- 
durch strukturell ticfgrcifende Umwandlungen als Eintopf- 
synthese realisierbar werden. Aufbauend auf dcr zcntralen 
Funktion der FruA in der Glycolysc zur  Spaltung und - in 
Kombination rnit dcr Triosephosphat-Isomerase - Symme- 
trisicrung von Fructose-1.6-bisphosphat (Frul.6P2) in C,- 
Fragmente (einer Reaktion, die priparativ DHAP in situ 
licfert("l), haben wir weitcre Schritte so kombinicrt (Schc- 
ma 1). daB wahlweise auch Glucose. Fructose oder Sucrose 
als Vorstufen erschlossen werden. AIlc beteiligten Enzyme 
(vgl. Lcgende iu Schema 1 )  sind kommerzicll crhiltlich, ver- 
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hiltnismliljig preisgunstig und gut charakterisiert". 'I. Fur 
diesc ungcwohnliche Hlufung gekoppclter Re, 'I k tioncn. wo- 
bei es sich um eine Neukombination naturlicher. kataboler 
Prozesse rnit einer unphysiologischcn. anabolen Synthese in 
vitro unter Verwendung isolierter. rcincr En7yme hmdclt. 
schlagen wir die Bezeichnung kiiri.srlirlrer Mt~tabo1i.sn111.s vor. 
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Schema 1. hlultieniymatische Eintopkynthcse von Kctosc-1-phospharen. Dcr 
besscren Uhersichtlichkeit uegen sind bei den I'hosph[)r).licrungs~hrilren die 
Cyclcn 7ur CoT,iktorregenerierung (ccngekrcistcs ,,P') ahgkoppclt  uorden. 
Abkiirrungcn' Suc = u-Sucro\e: Glc = u-Glucusc; Fru = 1,-Fructose; Glc6P. 
Fru6P = i)-Glucosr(t:ructose)-h-phospha(~ kru1.hP2 = i>-Fructow-I &his- 
phosphat: GA3P = i~-Glgcerinaldehyd-3-phosphat: DHAI' = Dihjdroxy- 
acetonphosphat: Ald = Aldehyd: KctlP = Kctose-1-phosphat: ADP. ATP = 
Adcnosindi(tri)phosphat; Pyv = Pyruvat: PEP = Phosphoenolpyruvat. Rctei- 
ligte Enzyme: @ = Invetrase (EC 3.2.1.26). = Xylose-Isomerase (EC 
5.3.1.5); 0 = Hexokinasc (EC 2.7.1.1); @ = (jlucose-6-phosph~t-Isomerase 
(LC 53.1.9); (9 = 1:rucrose-h-phosphar-Kinasc (EC 2 7.1.1 I ) :  @ = Fructosc- 
1.6-bisphosphat-Aldolasc (EC 4.1.2.1 7):  9 = Trio\cphosph;it-Isomerase (EC 
5.3 1.1). @ = Pyruvat-Kinase (EC 2.7.1.40). 

Wir haben drei Varianten 7ur Herstellung von Fru1,6P2 
cxperimentcll uberpruft : 1 ) Fructose wird sukzcssivc zwei- 
fach phosphoryliert : 2)  Glucose wird erst phosphoryliert 
und darauf in die Ketoseform isomcrisiert. dic wciter phos- 
phoryliert wird (fur die kostengunstigere direkte Isomcrisie- 



rung von Glucose in Fructose, Weg Q, stand uns keine ada- 
quate Enzympraparation zur Verfiigungrgl); 3) Sucrose wird 
durch Invertase zu den Monosacchariden hydrolysiert, die 
dann iiber die beiden zuerst genannten Wege konvergent 
abreagieren, wobei vorteilhaft 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, 
namlich die wegen Verminderung der erforderlichen Phos- 
phatdonoraquivalente noch attraktivere Venvendung der 
Sucrose- (SUC + Pi --t Fru + GlclP) oder a-Glucan-Phos- 
phorylase (Glc, + Pi --t Glc, - + GlclP), muaten wegen 
hoher Enzympreise und rheologischer Komplikationen als 
unpraktikabel verworfen werden. 

Die kinetische Verfolgung der von Sucrose ausgehend 
langsten 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 
1st wegen Aquilibrierung zum thermodynamisch stabileren 
Glc6P verzogert; 3) u,,, der Fructose-6-phosphat-Kinase 
(Phosphofructokinase, PFK) bleibt trotz zweifxh hoherer 
Dosierung limitierend; 4) erst mit Erreichen einer relativ 
hohen Grenzkonzentration an Fru6P ( 2  10 mM["]) beginnt 
eine Phase annahernd hearer  Produktion von Frul,6P2 (ca. 
20.-35. h). Die beiden zuletzt genannten Umstiinde sind mit 
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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 
MgCI,, 1 U HK, 3 U 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 nnch vollstandiger Hydrolyse durch Invertase (100 U) 
gestartet. = D-Glucose; A = D-Fructose; = o-Glucose-6-phosphat; o = D- 
Fructose-6-phosphat; = D-Fructose-l,h-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 nachdrucklich bei hoheren Konzentratio- 
nen aller Reaktanten bemerkbar. In der Tat konnen diese 
Komplikationen reduziert werden, indem das allosterisch 
weniger regulierte Isoenzym aus E.  coli, die PFK-2'' '1, einge- 
setzt wird (Abb. 2). Wahrend z.B. 2 150 mM PEP die Aktivi- 
tiit des Saugerenzyms nahezu vollstandig unterdriickt 
(< 5 %), fallt die des mikrobiellen Enzyms auch bei noch 
hoheren Konzentrationen (> 300 mM) nicht unter 30 %, was 
auf eine nicht-kompetitive Hemmung zuruckzufiihren ist. 

I 

" 
0 10 20 30 40 50 60 

t [hl - 
Abb. 2. Vergleich multienzymatischer Synthesen von Fructose-I .6-bisphos- 
phat aus Sucrose in Abhlngigkeit von der Art der Fructose-6-phosphat-Kinase 
(PFK) und der PEP-Konzentration. a) PFK aus Kaninchenmuskel (e 25 mM, 

100 mM PEP); b) PFK-2 aus E. coli (0 25 mM, 100 mM PEP). Assays nach 
[7 bl. 

Als problemlos erwies sich die Ankniipfung der Spal- 
tungs- und Syntheseschritte mit der FruA (aus Kaninchen- 
muskel), womit insgesamt sieben Enzyme kooperativ tatig 
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Schema 2.  Enzymdtische Aldoladditionen. a) Multlenzymatische Eintopfsyn- 
these nach Schema 1 ausgehend von Sucrose, Glucose oder Fructose. b) Syn- 
these ausgehend von reinem Fructose-l,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 2 50%). 
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sind. Wahrend die Bildung von Frul ,6P2 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 UberschuS 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 Substratqualitat 
hohere Dosierung der FruA erforderlich. Die Leistungsfa- 
higkeit der Methode haben wir in praparativen Ansiitzen 
(0.1 -5 mmol Suc G 0.4-20 mmol DHAP) mit einer Reihe 
von Aldehyden getestet, die speziell auch unter dem Ge- 
sichtspunkt zunehmender sterischer Hinderung ausgewahlt 
waren, um die Substratakzeptanz der Kaninchenmuskel- 
FruAr6] weiter zu kartieren (Schema 2). 

Hierbei zeigte sich, daS 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, wahrend hohere Homologe (z.B. 
9) ahnlich wie Pivalaldehyd nicht mehr akzeptiert werden. In 
Einzelfallen war die Inhibierung der Enzyme durch hohe 
Konzentrationen an Aldehyd problematisch (z.B. erforderte 
die allmahliche Freisetzung von Acrolein aus 1[ lZ1 eine ver- 
zogerte Zugabe). Relativ zu parallel durchgefiihrten Synthe- 
sen ausgehend von reinem Frul,6P2 (vgl. Schema 2, Sequen- 
zen b) werden in den Multienzymreaktionen vergleich- 
bare Ausbeuten erreicht. Einschrankungen betreffen sehr 
schlechte Substratanaloga ( v , ~ ,  I 1 %I6]) 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" '], 5ir6l, 6) zuganglich 
(Tabelle I), die mit chemischen Verfahren nur schwer her- 
stellbar sind. Die Erweiterung dieses Produktspektrums 

Tdbelle I .  NMR-Daten der Aldoladdukte [a]. 

6: 'H-NMR: 6 = 4.06 (m, 6-H), 3.96 (ddd, 4-H), 3.87 (dd, la-H), 3.79 (dd, 
Ib-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), J la , lb=I1.I ,  J,,,,=7.7, J1,,,=5.7, J3.,=9.6, J,,,,,=31.5, 
J4, Snq = 5.1, J5,,, 5rq = 12.6, J5.., ti = 12.2, Jssq, = 3.3, J6, 7b = 6.1, 
J,a,7b =12.1; "C-NMR: 6 = 98.3 (C-2), 73.2 (C-3), 69.7 (C-6), 68.2 (C-4), 67.1 
(C-I), 64.3 (C-7), 34.7 (C-5), JG1,p = 4.9, Jc.2,p =7.2. 
10 (74%): 'H-NMR: 6 = 3.93 (dd, 1,-H), 3.88 (d, 6,,-H), 3.83 (dd, lb-H), 3.77 
(d,4-H),3.65(d,3-H),3.51(d,6,,-H),1.20(~,CH,),J~,,=10.0,J~,,,,,,~12.5; 
"C-NMR: 6 = 98.3 (C-2), 75.8 (C-5). 73.4 (C-4). 68.8 (C-3), 67.7 (C-I), 66.8 

= 2.1, J6. 

(C-6), 20.8 (CH,). 
11 (26%): 'H-NMR: 6 = 3.90 (m, 1-H), 3.85 (d, 4-H), 3.80 (d, 6,,-H), 3.57 (d, 

14: 'H-NMR: S (p-Anomer; 86%) = 4.14 (d, 3-H), 4.01 (d, 4-H), 3.74 (d, 1-H), 
1.36(s,CH,),1.18(s,CH3), J,,,=6.8,J3,,=9.0;6(a-Anomer;14%)=4.l1 
(d, 3-H), 4.01 (d, 4-H), 3.83 (d, I-H), 1.32 (s, CH,), 1.27 (s, CH,), J,,, =7.5; 
I3C-NMR:6 = 99.2(C-2), 80.6(C-5),80.4, 75.8(C-3,-4),67.0(C-l),28.4,23.3 
(2CH,), JC-,,p=4.3, JC.,,,=7.8. 
18: 'H-NMR: 6 = 4.07 (ddd, 4-H), 3.82 (dd, l*-H), 3.68 (dd, Ib-H), 3.55 (d, 
3-H). 2.10 (dd, 5,,-H), 1.70 (t. 5,,-H), 1.86-1.47 (m, Cyclopentan-H), 
Jl,,lb=10.8, J1,,,=6.8, Jlb, ,=5.3.  J,,,=9.8. J4,5nx=lI .7 ,  J4,5nq=4.5,  
J5ai,511q ~ 1 2 . 7 ;  ',C-NMR: 6 = 99.6 (C-2), 73.2 (C-3), 72.8 (C-6), 67.3 (C-I), 
66.5 (C-4), 42.5, 41.1 (C-l', -4) ,  37.7 (C-5), 24.1, 21.6 (C-2, -3'), Jc.I,p = 3.2, 
Jc.2,p = 8.1. 

(5aq-H), 1.73 (t, 5.,-H), J3.,=II.8, Ja,5ax=lt .3,  J,,,,,=6.8, J5,,,,,,=13.5; 
'T -NMR:  6 = 99.1 ('2-2) 78.9 (C-6), 72.7 (C-3), 68.4 (C-1). 65.2 (C-4), 65.1, 
63.4 (C-7, 4, 34.1 (C-5), Jc-l,p = 4.1, JG2,, =7.3. 

3-H), 3.39 (d, 6,,-H), 1.27 (s, CH,), J3,, =10.0, Jtiai,tiaq ~ 1 1 . 7 .  

20: 'H-NMR: 6 = 4.12 (ddd, 4-H), 3.93-3.49 (m, 7-, 8-H), 3.43 (d, 3-H), 2.05 

[a] NMR-Spektren wurden nach Ionenaustausch zur Nat-Form in D 2 0  bei 
pH 7.0 gemessen. 'H-NMR-Werte (400.1 MHz) relativ gegen Standard 
Natrium-3-trimethylsilyl-[*HA]propionat (TSPNa) (6 = O.OO), ',C-NMR 
(100.6 MHz) gegen CH,CN (6 =1.30); Kopplungskonstanten in Hz. 

durch Verwendung von Aldolasen anderer Stereoprafe- 
renzf3' sollte ein systematisches Studium dieser ungewohnli- 
chen Zuckerderivate ermoglichen. Wir haben damit demon- 
striert, daS auf Aldoladditionen aufbauende Multienzym- 
synthesen praktikable und leistungsfahige Verfahren fur 
komplexe Umwandlungen von Sacchariden und verwandten 
Verbindungen sind und daS 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. 

Arbeitsvorschrijt 
Eine waDrige Losung von Sucrose (1.71 g, 5 mmol), PEP-K (5.10 g, 25 mmol), 
MgC1, (100 mg, 0.5 mmol) und einer katalytischen Menge ATP (60 mg, 
100 pmol) wurde auf pH 6.8 eingestellt. Nach Zugabe einer wal3rigen 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-phosphdt-Kinase (Ka- 
ninchenmuskel; 200 U), Fructose-I ,6-bisphosphat-Aldolase (Kaninchenmus- 
kel; 500 U) und Triosephosphat-Isomerase (Hefe; 500 U) zupipettiert und der 
Ansatz bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Umsatz wurde dunnschicht- 
chromatographisch (geslttigte Ammoniaklosung/EtOH 1 : 1) sowie anhand en- 
zymatischer Assays auf PEP/Pyruvat und Frul ,6P,'7"' verfolgt und das Zucker- 
phosphat 6 mit Ionenaustauschverfahren'""] isoliert. 
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