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Poly(hydroxyfettsiureester), eine fiinfte Klasse von physiologisch
bedeutsamen organischen Biopolymeren? **

Von Hans-Martin Miiller und Dieter Seebach*

Neben den Polyisoprenoiden, Polypeptiden, Polysacchariden und Polynucleotiden kommt in
der Natur eine weitere Gruppe von Biopolymeren, die Poly(hydroxyfettsdureester), vor. Ob-
wohl der hdufigste Vertreter, Poly[(R)-3-hydroxybuttersiure] P(3-HB), von Lemoigne schon
in den zwanziger Jahren als Speichermaterial des Mikroorganismus Bacillus megaterium iden-
tifiziert wurde (bis itber 12000 3-HB-Einheiten), wird das allgegenwirtige Vorkommen dieser
Biopolymere und ihre Bedeutung erst in allerletzter Zeit zur Kenntnis genommen. Vor allem
durch die Arbeiten von Reusch wurde klar, dall niedermolekulare P(3-HB) (100-200 3-HB-
Einheiten) in den Zellmembranen von prokaryotischen und eukaryotischen Organismen vor-
kommt, wobei ihre Funktion hier weitgehend unbekannt ist; es wurde vorgeschlagen, daB ein
Komplex aus P(3-HB) und Calciumpolyphosphat als lonenkanal durch Membranen wirkt, ja
es wurde spekuliert, dal P(3-HB) am Transport von DNA durch Zellwinde beteiligt ist. Im
vorliegenden Artikel werden die folgenden Themen behandelt: Metabolismus von P(3-HB)
und analoger Polyester beim Aufbau und Abbau der Speichermaterialien; P(3-HB) als Aus-
gangsmaterial fiir chirale Synthesebausteine ; Herstellung von cyclischen Oligomeren (Oligoli-
den) aus bis zu zehn 3-HB-Einheiten und Kristallstrukturanalyse dieser Verbindungen; das
hochpolymere Biocopolymer aus Hydroxybutter- und -valeriansdure (BIOPOL) als biologisch
abbaubarer Kunststoff; nicht-biologische Herstellung von Polyhydroxyfettsdureestern aus
3-Hydroxycarbonsduren und den zugehérigen f-Lactonen; gezielte Synthese von linearen
Oligomeren mit enger Molekulargewichtsverteilung von bis zu etwa 100 (R)-3-Hydroxybutter-
sdurebausteinen nach einem exponentiellen Fragmentkupplungsverfahren; Struktur der Poly-
ester und Vergleich mit anderen Polymeren; Befunde, die zur Postulierung eines P(3-HB)-lo-
nenkanals durch Zellwinde fiihrten ; Modellierung von Helices unterschiedlicher Durchmesser
aus P(3-HB) unter Verwendung der aus Kristallstrukturdaten von Oligoliden gewonnenen
Parameter; Bildung eines Kronenesterkomplexes und Ionentransportexperimente mit dem
Triolid aus 3-HB. Der Artikel ist ein Beispiel dafiir, welche Beitrige organische Synthesechemi-
ker zu wichtigen biologischen Fragestellungen im Rahmen einer interdisziplindren Zusam-
menarbeit leisten konnen.

[*] Prof. Dr. D. Seebach, Dr. H.-M. Miller
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Polyhydroxysiduren (PHAs!!) werden von Mikroorganis-

[**] Dieser Ubersichtsartikel enthilt Teile der Dissertation von H.-M. Miiller men unter néhrstofflimitierenden .Bed_l.ngungen m Gegen-
(Dissertations-Nr. 9685, ETH Ziirich, 1992). wart von C-Quellen (Kohlenstoff im Uberschul3) und von
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Energie gebildet. Infolge ihrer Schwerldslichkeit und der ho-
hen Molekulargewichte erzeugen Polyhydroxysduren keinen
osmotischen Druck und sind darum ideale Speicherstoffe!™.
In dieser Funktion kommen sie bei Mikroorganismen weit
hiufiger als beispielsweise Glycogen, Polyphosphate oder
Fette vor®# Die bekannteste PHA ist Poly-(R)-3-hydro-
xybuttersdure [P(3-HB)], ein lineares, unverzweigtes Homo-
polymer, das aus (R)-3-Hydroxybuttersdure-Einheiten auf-
gebaut ist. Die in der Literatur angegebenen Molekularge-
wichte schwanken betrdchtlich; sie hingen vom Mikro-
organismus, den Kultivierungsbedingungen und der Isolie-
rungsmethode ab und liegen typischerweise zwischen
1x10% —~7.5%x10° gmol ™' (n = 25009000, Polydispersitit
(M /M,)=1.7-2.9", konnen aber auch iiber eine Mil-
lion gmol ™! betragen. Das Copolymer aus (R)-3-Hydroxy-
buttersdure und (R)-3-Hydroxyvaleriansdure P(3-HB/
3-HV) hat wegen seiner Polypropylen-dhnlichen Material-
eigenschaften eine gewisse kommerzielle Bedeutung erlangt
und wird von ICI unter dem Namen BIOPOL vertrieben.
P(3-HB) und P(3-HB/3-HV) sind biologisch abbaubar, und
ihre Herstellung basiert auf nachwachsenden Rohstoffen!®!.
Aufgrund dieser Eigenschaften werden in diese Polymere
hohe Erwartungen gesetzt, was sich unter anderem an deren
hiufiger Erwiahnung in der Presse!’!, den in immer kiirzeren
Abstinden erscheinenden Ubersichten!®* % 87131 ynd der
steigenden Anzahl von Patenten!'* bemerkbar macht.
P(3-HB) wurde erstmals 1925 von Lemoigne beschrie-
ben!'5l, der dieses Polymer spéter aus Bacillus megaterium
isolierte und identifizierte " ®). Seither wurde P(3-HB) in einer
Vielzahl sehr unterschiedlicher Mikroorganismen gefun-
den1), beispielsweise in Archaebakterien, Gram-negativen
wie Gram-positiven Eubakterien und Cyanobakterien. Ne-
ben einigen phototrophen Mikroorganismen sind Clostri-
dium und Syntrophomonas die einzigen strikten Anaerobier,
in denen P(3-HB) nachgewiesen wurde. Interessanterweise
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bilden Enterobakterien (Darmbakterien) wie Escherichia coli
normalerweise keine P(3-HB) als Speichermaterial (117> 181,

AuBer als Speicherstoff kommt — niedriger molekulare —
P(3-HB) auch in Bakterienmembranen und in Gewebe von
Pflanzen und Tieren vor, wo sie mutmaBlich Teil eines
Tonenkanals ist (siehe Abschnitt 7)'° 231, Neuerdings wur-
de sie auch im Plasma von Menschenblut in relativ groflen
Mengen nachgewiesen (zwischen 0.6 und 18.2 mg pro Liter),
und zwar hauptsichlich an die sogenannten Low-Density-
Lipoproteine (20-30%) und an Albumin (70-80 %) gebun-
den*,

Schulz und Toft zeigten, daB das (R,R)-Hydroxybutter-
sdure-Dimer bei gewissen Spinnenspezies der Linyphia-Fa-
milie als Pheromon wirkt. Es veranlaBt die Minnchen, das
Netz unbegatteter Weibchen einzurollen, méglicherweise um
so anzuzeigen, daB das Weibchen nun ,besetzt* ist. Dieses
Verhalten wird an Netzen bereits begatteter Weibchen nicht
beobachtet?3!,

Auch wurde P(3-HB) als moégliche Energiequelle fiir die
Stickstoff-Fixierung der Rhizobien diskutiert!!2: 172 261,

2. Polyhydroxyséuren als zellulire
Speichermaterialien

Das quantitativ wichtigste Vorkommen von Poly(3-hy-
droxyalkansdureestern) wird zum Speichern von kohlen-
stoffhaltigem Material und von Reduktasedquivalenten in
den Zellen von prokaryotischen Mikroorganismen (bis zu
90% des Zelltrockengewichtes!) eingesetzt. Die Biochemie
des Aufbaus und des Abbaus von hochmolekularer P(3-HB)
ist intensiv untersucht worden. Dabei wurde auch geklirt,
welche anderen Hydroxysduren in natiirlichen oder nicht-
natiirlichen Nahrmedien in die Polymere eingebaut werden
konnen. Die an der Biosynthese beteiligten Enzyme wurden

Dieter Seebach, 1937 in Karlsruhe geboren, studierte an der dortigen Universitit Chemie. 1964
wurde er mil einer Arbeit iiber kleine Ringe und Peroxide bei R. Criegee promoviert. Nach einem
Jast zweijdhrigen Aufenthalt an der Harvard University als Postdoktorand (bei E. J. C orey) und
Lecturer kehrte er nach Karlsruhe zuriick und habilitierte sich 1969 mit einer Arbeit iiber S- und
Se-stabilisierte Carbanion- und Carbenderivate. 1971 folgte er einem Ruf an die Universitit
Gieflen und 1977 einem an die Eidgendssische Technische Hochschule in Ziirich. Er hatte Gast-
Dprofessuren an den Universititen in Madison ( Wisconsin), S trafburg, Miinchen (TU ), Kaisers-
lautern sowie am Caltech ( Pasadena) und am Max-Planck-Institut in Miilheim. Sein Hauptar-
beitsgebiet ist die Entwicklung neuer Synthesemethoden; daneben werden mechanistische
Untersuchungen, Strukturbestimmungen und Naturstoffsynthesen durchgefiihri. Neuerdings
nimmt das in dieser Ubersicht besprochene Thema einen immer grifleren Raum ein.

Hans-Martin Miiller wurde 1962 in Herisau/Appenzell Ausserrhoden, Schweiz, geboren. Nach
einer Lehre als Chemielaborant studierte er an der Ingenieurschule beider Stidte Basel Chemie
( Diplom 1985 ). Anschliefiend folgte ein Chemiestudium an der ETH Ziirich ( Diplom 1988 ). Er
wurde 1992 bei D. Seebach mit einer Dissertation iiber Polyhydroxybuttersiuren promoviert und
trat im selben Jahr in die Firma Sandoz ein.
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identifiziert und die entsprechenden Gene in andere
Mikroorganismen gentechnologisch implaniert und dort ex-
primiert.

2.1. Intrazellulires Vorkommen von
Polyhydroxysiureestern

PHAs kommen im Cytoplasma der Zelle in Form von
Einschliissen, den sogenannten Granulen, mit einem typi-
schen Durchmesser von 100800 nm vor. Man konnte zei-
gen, daB diese Einschliisse von einer Art Micelle (Mono-
layer) umschlossen sind, aber nicht von einer Einheit, die aus
zwei Schichten wie eine typische Membran aufgebaut ist
(Lipoprotein-Doppelschicht oder Bilayer)!2”). Je nach Bak-
terium kann auch das PHA-Synthase- und Depolymerase-
System an diese Hiille gebunden sein. Gereinigte Granu-
len aus B. megaterium bestehen aus 97.7% P(3-HB),
1.8 % Protein und 0.5% Lipidens- 28],

Die Struktur von P(3-HB) innerhalb dieser Einschliisse
war bis vor kurzem umstritten. Es stand lediglich fest, daf3
die Behandiung mit Lésungsmitteln, Basen oder Sduren so-
wie Kithlen oder Heizen deren enzymatischen Abbau
hemmt!?°], Kiirzlich konnten Doi et al.!3®! mit Réntgenbeu-
gung und Sanders et al. (Lit.?!?], aber auch 31} mit hoch-
auflosender '*C-NMR-Spektroskopie zeigen, daB P(3-HB)
innerhalb der nativen Einschliisse amorph vorliegt. Dies ist
besonders liberraschend, da isolierte P(3-HB) normalerweise
eine Kristallinitit zwischen 60—70% aufweist'32]. Uber die
Ursachen ist man sich noch nicht im klaren; so postulierten
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Sanders et al. Wasser als Weichmacher, wihrend Doi et al.
einer bisher noch unbekannten Lipidkomponente eine
kristallisationshemmende Wirkung zuschreibt. Amorphe
P(3-HB) ist wahrscheinlich aufgrund des thermodynamisch
ungiinstigeren Zustands leichter enzymatisch abbaubar als
solche mit einem hohem Anteil an kristallinen Doménen.

2.2. Poly[(R)-3-hydroxybuttersiure]-Metabolismus

Der intrazellulidre P(3-HB)-Stoffwechsel ist ein cyclischer
ProzeB, an dem gemaf} Schema 1 sieben Enzyme beteiligt
sind. Er wurde bisher vor allem durch Schlegel et al. und
Dawes etal. in Alcaligenes eutrophus®?~4° von Dawes
et al. in Azotobacter beijerinckii™! ~#31, von Fukui et al. und
Tomita et al. in Zoologea ramigera*~*°) und etwas weniger
detailliert von Merrick et al. und Doudoroff et al. in Rhodo-
spirillum rubrum und Bacillus megaterium'™® 3%~ 361 ynter-
sucht, ist aber auch in anderen Mikroorganismen erforscht
worden!!? 12,

Mit Buttersdure als Substrat (gilt wahrscheinlich auch fiir
die hoheren Carbonsduren) wurde von Doi etal. fiir A.
eutrophus ein gegeniiber Schema 1 geringfiigig verdnderter
Stoffwechselweg gefunden!"”: Buttersdure wird dabei zuerst
mit Coenzym A (CoA) verestert und dann {iber Croton-
sdure-CoA und (S)-3-Hydroxybuttersdure-CoA schrittweise
in Acetoacetyl-CoA umgewandelt. AnschlieBend verlduft
der Metabolismus gemdB Schema 1. In anderen Bakterien
wurden auch noch weitere Metabolismusvarianten gefunden
(siehe!® und Abschnitt 2.3.1).

zum Citronensaure-
cyclus

S ——

/ NADPH + H*

Schema 1. Bekanntester und wahrscheinlich am weitesten verbreiteter P(3-HB)-Stoffwechselweg, der auch in A. eutrophus, Z. ramigera und

A. beijerinckii vorkommt.
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2.2.1. Biosynthese

Im folgenden wird hauptsichlich die P(3-HB)-Biosynthese
von A. eutrophus besprochen, da diesem Mikroorganismus,
aufgrund der Herstellung von BIPOL durch ICI, die grofite
kommerzielle Bedeutung zukommt!®®!. Die A. eutrophus-
Stimme NCIB 11599557 und N9A %! produzieren mit Glu-
cose bzw. Fructose als C-Quellen P(3-HB), das mehr als
90% ihres Trockengewichts ausmacht. Im Gegensatz zu
Pseudomonas oleovorans und anderen Bakterien werden aus
einer Vielzahl von Substraten!®'! immer nur Polyester mit
C,- bis C;-Monomereinheiten gebildet.

A. eutrophus besitzt zwei 3-Ketothiolasen!9), die die Clai-
sen-Reaktion zweier Carbonsdurethioester zur entsprechen-
den 3-Ketocarbonsaure katalysieren. Der Mechanismus die-
ser reversiblen Reaktion wurde eingehend von Masamune
et al.[%2] untersucht. Enzym A ist i{iberwiegend mit Aceto-
acetyl- und etwas weniger mit 3-Ketopentanoyl-CoA aktiv
und somit entscheidend fiir den P(3-HB)-Stoffwechsel.
Enzym B bevorzugt hdhere 3-Ketoacetyl-CoA-Substrate
(C,- bis C,,) und diirfte daher eher am Fettsduremetabolis-
mus beteiligt sein. Als einziges der Enzyme in Schema 1 ist es
sowohl am Aufbau als auch am Abbau der Polyester betei-
ligt.

Fiir den zweiten Schritt, die Reduktion von Acetoacetyl-
CoA, sind in A. eutrophus wiederum zwei Enzyme verant-
wortlichP®7), eine NADH und NADPH-abhingige Redukta-
se. Das NADH-abhidngige Enzym kann (R)- und (S)-3-
Hydroxybuttersiure-CoA oxidieren, wahrend bei der Re-
duktion nur (S)-3-Hydroxybuttersdure-CoA gebildet wird.
Die NADPH-Reduktase wirkt stereoselektiv in der Oxida-
tions- und Reduktionsreaktion und ist nur mit (R)-3-Hy-
droxybuttersdure aktiv, die auch ausschlieBlich bei der Re-
duktion entsteht. Nur diese Reduktase ist darum direkt am
P(3-HB)-Stoffwechsel beteiligt.

Die P(3-HB)-Synthase, das letzte am Aufbau beteiligte
Enzym, kommt in einer l8slichen und einer Granula-asso-
zilerten Form vor*®L. Unter normalen Wachstumsbe-
dingungen findet man nur die 16sliche Synthase, die bei
Stickstofflimitierung in die Granula-assoziierte Form tiber-
geht. Sie kann nur bestimmte Hydroxysauren polymerisieren
und regelt somit die Polymerzusammensetzung°l,

2.2.2. Klonierung und Exprimierung der Poly[(R)-3-hydroxy-
buttersiure |- Biosynthese von Alcaligenes eutrophus

Die Ubertragung einer ganzen Biosynthese in einen
Fremdorganismus lohnt sich immer dann, wenn man an ei-
nem industriell nutzbaren, robusten Stamm, anderen (billi-
geren) Rohprodukten oder auch an mechanistischen Fragen
interessiert ist®3. Hiufig liegen die codierenden Gene eines
Biosynthesewegs nahe beieinander, so daB dessen Ubertra-
gung auf einen anderen Organismus vereinfacht wird. Im
Hinblick auf die groBen Erwartungen, die man in PHAs
setzt, ist es nicht erstaunlich, daB gleich drei Arbeitsgruppen
die P(3-HB)-Biosynthesegene (Schritt 1-3 in Schema 1)
aus A. eutrophus in E. coli kloniert und exprimiert ha-
ben!!7>64-661 E_coli, das normalerweise keine PHAs pro-
duziert, kann so ca. 50 % seines Trockengewichts (spezielle
Stimme bis zu 80%) an P(3-HB) produzieren. Es liegt auch
dort in Form intrazellulirer Granulen vor. Die drei fiir die
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Synthese verantwortlichen Enzyme sind nebeneinander in
einem P(3-HB)-Syntheseoperon organisiert, das von einem
Promotor gesteuert wird[®®!, Falls nur das P(3-HB)-Syntha-
segen in E. coli eingebaut wird, kann kein Polyester produ-
ziert werden. Offensichtlich ist E. coli unfihig, selbst (R)-3-
Hydroxybuttersiure-CoA herzustellen! 7".

Lubbitz et al.[®”! bauten zusitzlich zum P(3-HB)-Operon
auch noch ein Lysegen ein, das bei hoheren Temperaturen in
Gegenwart von zweiwertigen Kationen exprimiert wird. Die
P(3-HB)-Granulen werden so durch Offnungen in der Zell-
wand ins umgebende Medium abgegeben und kénnen von
den Zellhiillen getrennt werden. Diese elegante Isolierungs-
variante ist auch auf Alcaligenes-Spezies anwendbar und
wurde kiirzlich patentiert[®8],

Andere Projekte sind zur Zeit wahrscheinlich eher noch
Visionen als Realitit. So planen Somerville et al.1%%! den
Einbau der P(3-HB)-Synthesegene aus A. eutrophus in Kar-
toffeln oder andere Pflanzen, um nach Expression der Gene
den Polyester gewissermaBlen in Form einer ,,Plastik-Kartof-
fel* zu ernten; eine erste Realisierung dieser Idee wurde so-
eben beschrieben, wobei die transgene Pflanze aber nur win-
zige Mengen P(3-HB) zu produzieren vermochte!®®. Neben
der 3-Ketothiolase, die in hdheren Pflanzen vorhanden ist,
sind auch hier zur P(3-HB)-Produktion sowohl das Reduk-
tase- als auch das P(3-HB)-Synthasegen erforderlich.

Neben den PHA-Strukturgenen von A. eutrophus sind
zum Teil auch schon jene anderer Mikroorganismen wie Z.
ramigera’® und P. oleovorans'"!! identifiziert und deren
Nucleotidsequenz bestimmt worden.

2.2.3. Depolymerisation

Die Depolymerisation (Schritt 4 in Schema 1) der granu-
liren, amorphen P(3-HB) zu (R)-3-Hydroxybuttersdure
wird durch eine Depolymerase katalysiert, die P(3-HB)
hauptsichlich zum Dimer abbaut; nur in 4. eutrophus ist das
direkte Endprodukt (R)-3-Hydroxybuttersiure!l’2). Tn den
anderen Mikroorganismen wird das Dimer anschlieBend
von einer Dimerhydrolase zum Monomer gespalten.

Die Depolymerase konnte aus A4. eutrophus®3), B. megate-
rium"®3 und R. rubrum'*! isoliert werden, allerdings ist ihre
Wirkungsweise zur Zeit noch weitgehend unverstanden. Im
Gegensatz dazu kennt man den Abbaumechanismus der Di-
merhydrolase-Reaktion ziemlich genau. Dieses Enzym wur-
de aus Z. ramigera™" und R. rubrum!? isoliert und hydro-
lysiert je nach Bakterium neben dem (R,R)-Dimer auch das
(R,S)-Dimer!”3 (R. rubrum, Z. ramigera) oder das (S, R)-Di-
mer (Z. ramigera), allerdings mit verminderter Geschwin-
digkeit. Die anderen Enantiomere werden vom jeweiligen
Mikroorganismus nicht verseift. Neben den Dimeren kon-
nen auch hohere Oligomere (zum Beispiel das Pentamer)
angegriffen werden. Wie Tomita et al. zeigen konnten, wer-
den sie in Z. ramigera exoartig’4! vom Alkoholende her
abgebaut, und zwar umso schneller, je groBer die Kettenldn-
ge ist. Selbst die entsprechenden Methylester (auBer der di-
meren und monomeren Verbindung) werden hydroly-
siert471,

Die Oxidation von (R)-3-Hydroxybuttersiure zur Acetyl-
essigsdure (Schritt 5 in Schema 1) wird durch eine Dehydro-
genase katalysiert. Die Enzyme wurden aus A. eutrophust3),
A. beijerinckii™ und Z. ramigera™®tisoliert und sind beziig-
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lich optimalem pH-Wert, Inhibitoren und dem K -Wert mit
(R)-3-Hydroxybuttersdure sehr dhnlich. Als Cofaktor wirkt
in allen Fillen NAD™*.

Fiir die Veresterung von Acetylessigsdure mit Coenzym A
(Schritt 6 in Schema 1) hat man zwei unterschiedliche Me-
chanismen gefunden: In A. eutrophus und A. beijerinckii ist
eine 3-Ketosdure-CoA-Transferase wirksam, wobei die
CoA-Einheit jeweils von Succinyl-CoA iibertragen wird*3],
In Z. ramigera wird derselbe Schritt von einer Acetoacetyl-
CoA-Synthase unter Beteiligung von ATP katalysiert™°.,

2.2.4. Regulierung des Kreislaufs

Die Steuerung des PHA-Metabolismus in Schema 1 wur-
de vor allem von Dawes et al. fiir 4. beijerinckii untersucht
und verlduft analog fiir A. eutrophus und B. megaterium, ist
aber nicht generell auf Bakterien tibertragbar(*?2!,

3-Ketothiolase, das einzige Enzym, das sowohl am Auf-
bau (Claisen-Reaktion von zwei Acetyl-CoA-Einheiten) als
auch am Abbau (Retro-Claisen-Reaktion von Acetoacetyl-
CoA) beteiligt ist, kommt eine zentrale Funktion bei der
Steuerung des Kreislaufs zu. Die Claisen-Reaktion wird
durch hohe CoASH-Konzentrationen und die Retro-
Claisen-Reaktion durch Acetoacetyl-CoA inhibiert. Letztere
Hemmung kann wiederum durch eine hohe CoASH-Kon-
zentration aufgehoben werden.

Normalerweise wird Acetyl-CoA hauptsichlich im Citro-
nensidurecyclus unter Freisetzung von CoASH verbraucht,
d.h. die Konzentration von Acetyl-CoA ist niedrig, jene von
CoASH hoch und die 3-Ketothiolase somit inaktiv.

Die Limitierung eines Nihrstoffes (je nach Bakterium bei-
spielsweise Stickstoff, Sauerstoff oder Phosphorf{!!l) be-
wirkt, dal Acetoacetyl-CoA infolge der steigenden NADH-
Konzentration weniger effektiv itber den Citronensiure-
cyclus abgebaut wird, die Acetyl-CoA-Konzentration nimmt
zu und jene von CoASH ab. Die Hemmung der 3-Ketothio-
lase ist nun aufgehoben und Acetyl-CoA kann gemif Sche-
ma 1 mit iberschiissigem NADH zu P(3-HB) weiterreagie-
ren. Die P(3-HB)-Synthese wirkt gewissermaBen als Senke
fiir Acetyl- und Reduktionsidquivalente.

Der Abbau wird eingeleitet, falls zuwenig C-Quellen vor-
handen sind; der damit verbundene hohe CoASH-Gehalt
kompensiert die Hemmung der 3-Ketothiolase durch
Acetoacetyl-CoA, und Acetyl-CoA-Einheiten kénnen aus
P(3-HB) freigesetzt werden. Wie der Abbau im einzelnen
reguliert wird, ist noch weitgehend unverstanden, da noch zu
wenig iiber die P(3-HB)-Depolymerase bekannt ist!” ),

Doi et al. zeigten fiir A. eutrophus, daf unter Stickstoff-
limitierung P(3-HB)-Aufbau und -Abbau simultan verlau-
fen. Inwiefern die freiwerdenden Monomereinheiten wieder
zur Polymersynthese verwendet werden, ist noch nicht ge-
klart!7e),

2.3. Mikrobiologisch zugingliche Polyester

Vor allem im Hinblick auf die weiter unten behandelte
Herstellung von Ausgangsverbindungen fiir die Synthese en-
antiomerenreiner Produkte (EPC) und von biologisch ab-
baubaren Materialien mit unterschiedlichen strukturabhén-
gigen Eigenschaften wurden zahlreiche Untersuchungen mit
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den verschiedensten Kohlenstoffquellen im Nahrmedium
und natiirlich mit unterschiedlichen, zur Produktion von Po-
lyesterspeichermaterial befdhigten Mikroorganismen durch-
gefithrt.

2.3.1. Synthese von Polyestern ohne weitere
Sunktionelle Gruppen mit Alcaligenes eutrophus und
Pseudomonas oleovorans

A. eutrophus synthetisiert nur nicht-funktionalisierte Poly-
mere, auch wenn chlorierte oder ungesittigte Sduren, zum
Beispiel 2-Chlorpropionsiure!®), 5-Chlorvaleriansaure!””
oder 4-Pentensiure!’®!, als Substrate eingesetzt werden kon-
nen. Mit nahezu allen C-Quellen werden Polyester aus C,/
C,-Hydroxysidure-Bausteinen produziert. Bisher sind nur in
wenigen Fillen C,-Struktureinheiten entdeckt worden (Ta-
belle 1, Nr. 4), C.-Einheiten wurden noch nie gefunden.

Tabelle 1. Herstellung von Polyestern mit den Struktureinheiten 3-HP (3-Hy-
droxypropionsiure), 3-HB (3-Hydroxybuttersiure), 4-HB (4-Hydroxybut-
tersdure), 3-HV (3-Hydroxyvaleriansiure) und 5-HV (5-Hydroxyvalerian-
siiure) aus unterschiedlichen Kohlenstoff-Quellen durch Alcaligenes eutrophus.

Nr. Substrat 3-HP 3-HB 4-HB 3-HV 5-HV

Glucose -
Glucose + Propionsdure —
y-Butyrolacton [5, 79, 80] [a]
3-Hydroxypropionsiure oder +
1,5-Pentandiol {5]

5 5-Chlorvaleriansdure [77)] - + — + +

P R
[
+ 4+ + +

[a] AuBerdem kénnen auch 4-Hydroxybuttersdure, 1,4-Butandiol, 1,6-Hexan-
diol oder 4-Chlorbuttersdure eingesetzt werden.

Glucose und Propionsiure sind jene Substrate, die ICT fiir
die Produktion von P(3-HB) und P(3-HB/3-HV) einsetzt,
wobei der limitierende Nihrstoff jeweils Phosphat ist!®!],
Durch Variation des Verhdltnisses Glucose/Propionsidure
kann ein 3-HV-Anteil von 0-20% erhalten werden. Die
Polymere werden unter dem Namen BIOPOL kommerziell
angeboten®2). Das P(3-HV)-Homopolymer scheint mikro-
biologisch nicht zuginglich zu sein; der hochste beobachtete
3-HV-Gehalt liegt bei ca. 90 % mit Valeriansdure als C-Quel-
le!s71,

Mit [D,]Acetat als Substrat kann in H,O oder D,O
P(3-HB) mit unterschiedlich hoch deuterierten Einheiten
hergestellt werden!®*. Bessere Deuterierungsgrade erreicht
man mit Rhodobacter sphaeroides, wobei mit Acetat in D,0/
H,0 92:8!%] ein maximaler Anteil von 13% [D,]3-HB ent-
steht. Unter denselben Bedingungen werden mit [D;]Acetat
6% [D¢13-HB-, 73 % [D]3-HB- und 16 % [D,]3-HB-Einhei-
ten synthetisiert!®>]. Mit geeignet markierten C-Quellen
kann auch *C- und “C-P(3-HB)!" 8! hergestellt werden,
aus der entweder Crotonsiure oder (R)-konfigurierte Hy-
droxybuttersdurederivate synthetisiert werden kénnen.

Doi, Kunioka et al.l”® 8% entdeckten 1988, da3d mit gewis-
sen Substraten ein Co-polymer aus 3-HB und 4-Hydroxy-
buttersdure (4-HB) gebildet wird (Tabelle 1, Nr. 3). Je nach
Zusammensetzung der C-Quelle kann ein 4-HB-Gehalt zwi-
schen 9 und 40 % erreicht werden'®®!, wobei der Polymeran-
teil bis zu 30 % der Zelltrockenmasse betragen kann. Biolo-
gische Abbaubarkeit!®®! und Materialeigenschaften!®”
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unterscheiden sich von jenen von P(3-HB) und P(3-HB/3-
HV).

Die letzten beiden Polymere in Tabelle 1 sind relativ wenig
untersucht worden, sollen aber einen Eindruck iiber die Viel-
faltigkeit mikrobiologisch zugidnglicher Polyhydroxysduren
vermitteln.

Witholt et al.[®8! entdeckten 1983, daB3 auch Pseudomonas
oleovorans mit n-Octan als Substrat intrazellulire PHA-Gra-
nulen bildet. Sie wiesen allerdings keine P(3-HB) nach, son-
dern ausschlieBlich Poly-(R)-3-hydroxyoctansiure. In der
Folge untersuchten gleich mehrere Arbeitsgruppen das Po-
tential von P. oleovorans und anderer Pseudomonaden zur
Herstellung ungewdhnlicher PHAs 08201 P oleovorans
kann als Substrate geradkettige aliphatische Kohlenwasser-
stoffe, die entsprechenden Alkohole oder Siuren!®!}, nicht
aber Glucose verwerten. Meist werden statistische Copoly-
mere aus Cg- bis C,,-(R)-3-Hydroxysdure-Bausteinen gebil-
det. Einheiten mit Kettenldngen kleiner als C¢- oder groer
als C,,-Bausteine finden sich nur in unbedeutenden Mengen
(Tabelle 2).

Tabelle 2. Zusammensetzung der PHAs aus Pseudomonas oleovorans mit Car-
bonsiuren als Kohlenstoff-Quellen (aus [89b]). Mit 3-HC-3-HDD wird die ho-
mologe Reihe beginnend bei 3-Hydroxycapronsiure bis 3-Hydroxydodecansiure

bezeichnet.
Substrat PHA [a] Wiederholungseinheiten im Polyester [%]
[%] 3-HC 3-HH 3-HO 3-HN 3-HD 3-HUD 3-HDD
(R)-3-Hydroxy-
butyrat 1.2 — — 22 — 57 - 21
Caproat 33 95 — 5 — — — —
Heptanoat 23 — 100 — — — — —
Octanoat 8.7 8 — 91 — 1 - —
Nonanoat 9.1 — 35 — 65 — — —
Decanoat 12.5 8 — 75 — 17 — —
Undecanoat 9.8 — 28 — 59 — 13 —
Dodecanoat 6.6 6 — 57 — 32 — 5
Pentadecanoat 5.3 - 32 — 47 8 13 -

Heptadecanoat — — — — _

[a] In Prozent der Zelltrockenmasse angegeben. Nur in Lit. [90b] sind auch die
isolierten PHA-Mengen angegeben. Offenbar werden mit Nonanoat als Substrat die

hdchsten PHA-Mengen erhalten (0.7 gL ™).

Mit C,,, ;-Sduren bilden sich Polyester aus C,-, Cy- und
C,,-Hydroxysdure-Einheiten, wobei meist die Cg-Einheit
iberwiegt. C, -Sduren geben ganz analog Polymere aus den
geradzahligen C4-, Cq-, C,,- und C,,-Hydroxysdure-Bau-
steinen mit einem maximalen Anteil an Cg-Sdure. Polymere
relativ einheitlicher Seitenkettenlidnge bilden sich auch mit
den Kohlenwasserstoffen Hexan, Heptan und Octan!#¢- 8921,

Je linger die Seitenketten der Hydroxysduren werden,
desto elastischer und weniger kristallin sind die entstehenden
Polymere!®?2l. Andererseits sind die hoheren PHAs, wie am
Beispiel von Poly-(R)-3-hydroxyoctanoat oder Poly-(R)-3-
hydroxynonanoat gezeigt wurde, auch nicht mehr biologisch
abbaubarl!®- 5 11l

Vermutlich hat sich die PHA-Biosynthese der Pseudomo-
naden aus dem P(3-HB)-Stoffwechsel entwickelt, indem ge-
wisse Stimme auch fihig waren, Substrate mit mehr als vier
C-Atomen zu verwerten. Die direkte Polymerisation solcher
Substrate ist sicher energetisch sinnvoller, als deren vorher-
gehender Abbau zu den C,-Siuren'®%*l. Alkane kdnnen
allerdings nur solche Mikroorganismen verwerten, die itber
das sogenannte OCT-Plasmid verfiigen. Auf diesem Plasmid
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ist die genetische Information jener Enzyme enthalten, die
Alkane in die entsprechenden Alkohole umwandeln kon-
nen®3,

2.3.2. Synthese von Polyestern mit weiteren funktionellen
Gruppen durch Mikroorganismen

Mit den bisher vorgestellten Polyhydroxysduren sind
nachtrigliche Verdnderungen der Polymerstruktur nicht
mehr moglich, jedoch mit funktionalisierten Polymeren
durch sogenannte polymeranaloge Umsetzungen durchfiihr-

a)
CH, X
N
P.oleovorans
Substrate _—
Zellrocken-  PHA
Substrate X m y oz CERREETS

[%] %] S

[gL"'] (gL

~1y/1- -
Nonan (3 mLL"")/1-Fluor- F@5] 9 9 80 20 0.37

nonan (2 mLL-1)

-1 ~ .
Octan (33 gL"")/1-Chlor Cllg6] 8 8 30 60 56
octan (40 gL™1)

Nonans4ure (1 Aquiv.)/8-Brom-
(1 Aquiv.) Br[83) 9 8 75 25 0.5

7.

octans#ure (1 Aquiv.)

Y
b)

OH . o}

/\/\)\/COOH P. oleovorans
AN o}

n
racemisch
0.55 gL [94)

Ph

c) K
. (o]
o A0 sieovorans \6 /:\/U?\
— o
n

36gL " [97]

.06 gl

(= 20% der Zelltrockenmasse

Schema 2. Mikrobiell herstellbare Polyester mit funktionellen Gruppen in der
Seitenkette.
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bar. Gewisse Bakterien konnen nun aus funktionalisierten
Substraten Polyester herstellen, ohne daB die funktionelle
Gruppe, wie es bei 4. eutrophus der Fall ist, wihrend des
Aufbaus verlorengeht. Auch hier ist die Bildung von Homo-
polymeren eher die Ausnahme als die Regel, da aufgrund
ihrer Biosynthese Polyester immer auch 3-Hydroxysdure-
Bausteine enthalten kénnen, die um C,- oder C,-Finheiten
kiirzere Seitenketten haben. Setzt man zum Beispiel 3-Hy-
droxy-7-octenoat unter analogen Bedingungen, wie in Sche-
ma 2b angegeben, um, so erhdlt man ein Polymer mit 23 %
3-Hydroxyhexansiure-Einheiten®#,

Der erste Polyester mit einer weiteren funktionellen Grup-
pe konnte schon 1964 aus Nocardia isoliert werden. Die
Enolester-Struktur dieses Polymers wurde allerdings nur aus
IR-spektroskopischen Untersuchungen abgeleitet®®®. Tm
allgemeinen diirfen die Gruppen nicht zu nahe an der Haupt-
kette liegen. So beobachtet man mit den Substraten 6-Brom-
hexansiure!®*!, 3-Phenylpropionsidure!®” und 3-Hydroxy-
3-phenylpropionsiure®” kein Zellwachstum. Als einziges
Substrat kann 5-Phenylvaleriansdure zu einem Homopoly-
mer umgesetzt werden (mit 6-Octensdure enthdlt das in
Schema 2b gezeigte Polymer nur zu 80% die angegebene
Struktureinheit; der Rest besteht aus einem Gemisch ande-
rer Einheiten!®#). Uberraschenderweise entstehen auch aus
einer Mischung von Nonan- und 5-Phenylvaleriansiure die
entsprechenden beiden Homopolymere und kein Copoly-
mer'®®! Die Ausbeuten sind in allen Fillen noch unbefriedi-
gend.

3. Polyhydroxyséuren als Ausgangsverbindungen
fiir chirale niedermolekulare Verbindungen

Dieses Thema brachte unsere Arbeitsgruppe vor iiber
zehn Jahren erstmals mit P(3-HB) in Berithrung, die wir als
eine willkommene Quelle fir den (R)-konfigurierten C,-Syn-
thesebaustein in unser Arsenal mit aufnahmen. Wir be-
gannen, nach geeigneten Verfahren zum préiparativen Abbau
von P(3-HB) zum Monomer zu suchen, und interessierten
uns bald auch fur die gezielte Herstellung von Oligomeren
aus den gewonnenen Monomeren.

3.1. Abbau von Poly[(R)-3-hydroxybuttersiure| und
Chemie des Monomers

Aufgrund ihrer Stereoregularitit sind mikrobiell herge-
stellte Polyester als Quelle chiraler Bausteine dullerst attrak-
tiv. Die unter diesem Gesichtspunkt durchgefithrten Ver-
suche beschrianken sich alle auf die Polymere P(3-HB) oder
P(3-HB/3-HYV), da diese zur Zeit als einzige Polyhydroxysiu-
ren in groBeren Mengen verfiigbar sind. Je nach Zielsetzung
kdénnen Oligomerenmischungen oder die Monomere von In-
teresse sein. Oligomerengemische bilden sich zum Beispiel
durch partielle Hydrolyse oder Alkoholyse sowie durch
Esterpyrolyse bei Temperaturen >175°C, wobei das mitt-
lere Molekulargewicht liber die Heizdauer eingestellt werden
kann!1°0~1031 Die Pyrolyseprodukte tragen am Alkohol-
ende jeweils eine Crotylgruppe, wie es aus mechanistischen
Griinden auch nicht anders zu erwarten ist. Produktge-
mische desselben Typs erhielten Briindli et al.l*®#., indem sie
P(3-HB) oder P(3-HB/3-HV) in Gegenwart eines Uber-

Angew. Chem. 1993, 105, 483--509

schusses an Lithiumdiisopropylamid/LiCl oder Lithium-
hexamethyldisilazid/LiCl bei tiefen Temperaturen reagieren
lieBen. Auch bei mehrfacher Wiederholung der Reaktion mit
derselben Probe verschieben sich die Maxima der als bimo-
dal angenommenen Verteilung nur geringfiigig zu kleineren
Molekulargewichten (Abb. 1b). Ebenso verdndern sich die
Ausbeuten an isolierten Oligomeren nicht wesentlich (bei
jedem Abbauschritt betrigt sie ca. 75 %). Der Abbaumecha-
nismus ist zur Zeit noch nicht befriedigend geklart, wahr-
scheinlich verlduft er aber nicht lber die urspriinglich

M, =4482 M=1433 M, =3277
M,=5831 M-77 M, =3774

c)
60-
50
40

Irel.
304
204
10-

T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

25I

1 20 1401
15

Ik°"«10 2264 2696

69 I 3126 3556
3986
5 IR 4846 5276
|

0

Abb. 1. a) Abbau von P(3-HB) (M, =7.5x 10%) mit LiN(SiMe,), in Tetra-
hydrofuran bei tiefer Temperatur. Da sich die nach der Basenbehandlung gebil-
deten Produkte mit Elektrophilen nicht alkylieren lieBen, diirften keine Poly-
enolate als Zwischenprodukte vorliegen {104]. b) Gelpermeationschromato-
gramme der Oligomerengemische, die man nach einmaliger (A), zweimaliger
(B) und dreimaliger (C) Wiederholung der unter a) angegebenen Reaktionsse-
quenz erhielt. Die beiden Maxima verschieben sich nur geringfigig zu kleineren
Molekiilmassen. Das Signal bei hohem Molekulargewicht entspricht bei A ei-
nem 52mer, bei C einem 34mer und der niedermolekulare Peak bei A einem
17mer, bei C einem 15mer. Die gezeigten Chromatogramme wurden nach Frak-
tionierung der Gemische an den Shodex-Séulen K-802, K-802.5 und K-803 mit
Chloroform als Laufmittel erhalten. c) Oben: Matrixunterstiitztes Laser-
desorptionsionisations(LDI)-Spektrum vom dreifachen Abbau C. Der Ein-
schub ist [anffach vergroBert. Unten: Das entsprechende Strichspektrum, das
man erhalt, wenn die [M + H]- und [M + Na]-Signale zasammengezdhlt und
die Signalfliche anstelle der jeweiligen Hohe beriicksichtigt wird. Auf der
x-Achse ist jeweils m/z aufgetragen. Fir die Aufnahme der LDI-Spektren
bedanken wir uns bei Dr. K. Bornsen und Dr. M. Schir (Ciba-Geigy, Basel)
[105, 106].
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postulierten Polyenolate!*®], da mit verschiedensten Elek-
trophilen keine Alkylierungsprodukte nachgewiesen werden
konnten (Abb. 1a).

Durch die Arbeiten von Ziiger et al.l'°”! und Vanlautem
et al.l'%8 sind auch die monomere (R)-3-Hydroxybutter-
sdure oder die jeweiligen Ester (A in Schema 3) durch sdure-
katalysierte Verseifung oder Umesterung von P(3-HB) zu-
ginglich!'°), Die Reaktionsbedingungen wurden spiter von

Reduktiver Abbau mit
Nucleophilen wie Li[AIH, ],
PhMgBr oder PhLi

in THF oder Ether

|

HO OH

A B

Abbau durch Umesterung:
ROH / CIH,C-CH,CI / H*

R = H (80%); Me (84%}; Et (79%)

R = H (85%); Ph (ca. 50%)
Allyl (80%); H,C-H,C-OMe (86%)

Schema 3. Depolymerisation von P(3-HB) durch Umesterung oder durch Re-
duktion der Estercarbonyl-Gruppen.

Breitschuh et al. noch weiter optimiert!*!°) so daB die Mo-
nomere jetzt auf einfache Weise in ca. 80 % Ausbeute erhal-
ten werden konnen. Ebenso konnen durch Reduktion mit
Lithiumaluminiumhydrid aus P(3-HB)!'°” oder deren Ab-
bau mit metallorganischen Reagentien direkt (R)-kon-
figurierte 1,3-Butandiole vom Typ B hergestellt werden
(Schema 3). Solcherart zugingliche Derivate konnen durch-
aus als Erweiterung des ,,pool of chiral building blocks*“* 112
aufgefalBt werden. So werden laufend Naturstoffsynthesen
ausgehend von (R)-Hydroxybuttersdure publiziert! !*], bei-
spielsweise jlingst Synthesen von Gloeosporon!!!?!, Graha-
mimycin A, 3 und (R)-Lasiodiplodin!! %),

Mittlerweile kann jedes belicbige Wasserstoffatom der
(R)-3-Hydroxybuttersdure durch andere Gruppen ersetzt
werden (Produkttypen A—H in Schema 4)!!%. Bemerkens-
werte Entwicklungen auf diesem Gebiet sind das chirale
Acetessigesterderivat (R)-2-tert-Butyl-6-methyl-2H,4H-1,3-
dioxin-4-on!*1¢! (iiber diesen Cyclus sind Verbindungen vom
Typ D und im Prinzip auch C unter Selbstregeneration des
stereogenen Zentrums zuginglich! ™) oder die diastereose-
lektive Herstellung 2,5,5,6,6-pentaalkylsubstituierter Dioxa-
none!''® (siehe E, entspricht formal dem Produkt einer
enantioselektiven Aldolreaktion einer a-verzweigten Car-
bonsdure mit einem Keton).

Die Alkoholfunktion der 3-Hydroxybuttersdure kann un-
ter Inversion entweder liber das entsprechende Tosylat oder
iiber B-Butyrolacton!!2#+:1231 durch andere Gruppen nu-
cleophil substituiert werden (fiir erstere Verbindung
sind schwach basische Nucleophile wie LiAID, 1261
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R'=CgHs, R = H

R' = C¢Hs, R? = CH,
R = CgHs, R%= Si(CHy),CeHs
Ry = CHg, Ry = C4Hg
R' = C4Hq, RZ = CH,

Schema 4. Produkte aus Umwandlungen von (R)-3-Hydroxybuttersidure unter
Erhaltung der Sdure- und Alkoholfunktion.

Bu,N*NOj 27 oder NaN, 1284l erforderlich; das Lacton
kann mit S-Nucleophilen, zum Beispiel HS- und rBuS-112°],
oder N-Nucleophilen wie Benzylamin oder NaN,[12%] ge-
Offnet werden).

Die diastereoselektive Offnung von Dioxanonen aus HB
durch S\2-Reaktion am Acetal-C-Atom ist eine beziiglich
Selektivitit sowie Durchfiihrbarkeit in groBerem MaBstab
und in Gegenwart oxidationsempfindlicher Gruppen stark
verbesserte Variante der Johnson-Methode, wobei die
Hydroxybuttersdure in Crotonsiure iiberfiihrt, also ,,ge-
opfert wird (immolative enantioselektive Reaktions-
folge)[l 17b,c, 128].

3.2. Synthese von Oligoliden aus 3-Hydroxybuttersiure
und Strukturuntersuchungen

Chirale Makrolide vom Typ E in Schema 5 konnen auf
einfache Weise direkt aus P(3-HB) A durch sdurekatalysierte
Umesterung oder aus den monomeren Bausteinen B—D nach
den Methoden von Yamaguchil!!3°~133] Shanzer!!32-134]
oder wiederum sidurekatalysiert erhalten werden(!351 Je
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nach den Reaktionsbedingungen werden die Cyclen in unter-
schiedlichen Verhiltnissen gebildet und konnen durch sorg-
filtige Chromatographie voneinander getrennt werden!'?3!,

H -
éo (o] Séurekatalysiert
Edukte: A, B,C, D
OH TsOH-H,0, 110°C
ClIH;C-CH,Cl / Toluol

Methode nach Yamaguchi
HO (o] Eduid: B
1.) 2,6-Dichlorbenzoyichiond, Pyridin
Kinetische Reaktionskontrolie
2.) DMAP, Toluol, 25°C
Thermodynamische Reaktionskontrolie
2.) DMAP, Toluol, 110°C

Methode nach Shanzer
Edukte:C, D

D Kinetische Reaktionskontrolle:
Sn-Kat., Benzol, 80°C
Thermodynamische Reaktionskontrolle
Distannoxan (Kat.), o-Xylol, 145°C

o
XTI
fi‘::
nn "2 [l
_.tD= ‘",pw
(=]

2303
o~

o O

N
P:
o) ™1 Q:

n=6

n=3

170 169.5 169 170 1695 169

Schema 5. Oben: Synthese von Makrocyclen vom Typ E nach den Methoden
von Yamaguchi iiber das gemischte Anhydrid mit 2,6-Dichlorbenzoylchlorid,
von Shanzer mit dem Zinn-Katalysator 1,1,6,6-Tetrabutyl-1,6-distanna-
2,5,7,10-tetraoxacyclodecan [136] (= Templat) oder unter Sdurekatalyse mit
Toluolsulfonsdure-Monohydrat (TsOH - H,0). DMAP: ~,~-Dimethylamino-
pyridin. Unten: '3C-NMR-Spektren der Carbonyl-Region von Oligolid-
Mischungen, die nach den oben spezifizierten Bedingungen durch Yamaguchi-
Lactonisierung (links) von (R)-3-Hydroxybuttersiure (kinetische Reaktions-
kontrolle) und siurekatalysiert (rechts) durch Abbau von P(3-HB) (thermody-
namische Reaktionskontrolle) erhalten wurden. Korrekterweise muBl erwihnt
werden, dal3 nie das (R)-konfigurierte 8-Butyrolacton D, sondern immer dessen
Enantiomer eingesetzt wurde, das sich auch nach den bisher bekannten Metho-
den aus (R)-3-Hydroxybuttersiure bildet [124]. Die (R)-Form wurde hier nur
aus darstellerischen Griinden bevorzugt. Aufnahmebedingungen der !3C-
NMR-Spektren (100 MHz): Invers-gated-Experiment mit einer Relaxations-
verzOgerung von 3 s, einer Aquisitionszeit von 3.2s und einem Pulswinkel
von 45°.
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Unter thermodynamischer Reaktionssteuerung dominiert
das Triolid F von Schema 5; so konnte durch sdurekataly-
sierte Umesterung von P(3-HB) diese doch recht komplexe
Verbindung in ca. 50% Ausbeute aus dem Produktgemisch
durch einfache Destillation isoliert werden!?>1.

Von den Oligoliden F-O in Schema 5 konnten Einkri-
stalle geziichtet und somit deren Strukturen im Kristall be-
stimmt werden, wobei vom Hexolid (n = 6)!321 und Octolid
(n = 8) jeweils zwei Konformere ermittelt wurden (K, L bzw.
N, O, siche Abb. 2a). Die Strukturen haben bemerkenswerte
Gemeinsamkeiten (Abb. 2b). Der Vergleich der beiden C,-
symmetrischen Konformationen von Tetrolid H und Hexo-
lid K zeigt, daB} letzteres aus H durch Halbieren und Ein-
fitgen zweier Hydroxybuttersdure-Einheiten entstanden ge-
dacht werden kann. Die gréBeren Makrolidstrukturen L—O
bestehen alle aus gefalteten Ringen und enthalten als ge-
meinsame Strukturelemente einen S-formigen (Abb. 2b,
griin) und einen A-férmigen Teil (Abb. 2b, rot). Die Untersu-
chung der gegenseitigen Abhédngigkeiten der Torsionswinkel
1., T, und 15 zeigt zwei bevorzugte Anordnungen der (R)-3-
Hydroxybuttersiure-Einheiten in diesen Cyclen (Abb. 2c¢).
Konformation A4 (bildet das A-férmige Strukturelement)
kommt dabei etwa dreimal so hidufig vor wie B (ist Bestand-
teil des S-formigen Fragments)!!37],

Das Potential der Polyester als Vorldufer chiraler Bau-
steine ist sicher noch nicht ausgeschépft, wie aus den laufend

publizierten Synthesen neuer Verbindungen ersichtlich
ist!139],

4. Polyhydroxyséuren als
biologisch abbaubare Kunststoffe

Heute haben Kunststoffe ca. sieben Gewichtsprozent und
iiber dreilig Volumenprozent Anteil am Abfall in den USA
und in Japan!'#®), was unter anderem damit zusammen-
hingt, daB} sie immer mehr die Verpackungsmaterialien
Glas, Papier oder Metall verdriangen. Fir die Kunststoff-
Entsorgung stehen grundsitzlich drei Wege offen: Verbren-
nung, Recycling und Abbau in der Umwelt, wobei wahr-
scheinlich jeder Weg fiir sich zukiinftige Anwendungen
finden wird.

Einige Linder, zum Beispiel Italien, haben sich gesetzlich
verpflichtet, daB alle Plastik-Verpackungsmaterialien bis
1991 abbaubar sind™*!.. Fiir den Markt abbaubarer Poly-
mere wird pro Jahr weltweit eine Wachstumsrate von 75%
erwartet, d.h. 1992 werden ca. 400000 Tonnen Polymere
und ungefahr 340 Mio. US-$ umgesetzt. Bis dahin werden
ungefidhr 15% des Kunststoffabfalls biologisch abbaubar
sein, im Vergleich zu 1% im Jahre 19871141, 1421

Prinzipiell kann ein Makromolekiil durch chemische, bio-
logische und physikalische Einfliisse abgebaut werden!!43],
Die Bindungsspaltung durch Licht ist der wichtigste Abbau-
weg fiir C-C-Hauptkettenpolymere und wird durch Einbau
von Carbonylgruppen!'*#! (kann zum Beispiel durch Co-
polymerisation eines Olefins mit Kohlenmonoxid gesche-
hent!*%) oder photoaktivierende Zusitze wie Benzophe-
non!!'*¢! wesentlich beschleunigt (Abbau durch Norrish-
Typ-I- und -II-Spaltung). Oxidative Kettenspaltungen sind
durch Zugabe von Peroxiden und geeigneten Ubergangsme-
tallen zu erreichen und vor allem bei ungeséttigten Polyme-
ren von Bedeutung!*71,

491



| | Ty’
\ _. P et P ..‘H_ Y. [ A . _,.
o W 18 / | l_“ <~ ® JE)
|. \l 1 /\‘ o e.__0 | 1 ‘ @ A
o a5 3 4 [ : o o L
o 4 1_./!- "‘“.*--'r]f" ol B )
< i : -
|
F G ent-H 1 M
Q 4,/ 7
- - t . ’ ,??_" \ g . _
E / J,:';_( 1 ‘—_‘,\’ ?_ ‘\\ -
{ [ @ A ; £ I | |
A L j— =8 R .
) AL 2 fi ];"U-_ == ) —8
- o \““-\. a T. o
. ."_ . ‘ 5 =, [ 4
K L N o
b) ° o} c) T Ty 3 (M
Wo\/\( —0—C~-—C—C0—
0 0 o
0 3
\O/\g ?/\6 \/\(0 /0 Konformation A
/ 0;/ / o;/ Q Q
0 0 0
PN
3/ 9 )o-o /S ° ’ }\ jr\
0 ° o)
mo/o\ﬁ H cO -62° CO O N
ke OL A~
H K 0 R 142°
2 chs X H
H H
o o 0O y\’o CHs (0]
/<{ & 6‘\’3\0 g ° 1 1 T
%X o o }\oo\Lo © 1 2 3
9 )0‘& 2 Q)
G J’ N\ 00 o 0 ,
% C Q, KonformationB
o R og ,
o) 0, >J )_/
L M N o J‘ﬁ\ "o\
y GO -56° CO -43°, 0
-
150° O~
CHg \(
H H
CHj HO

Abb. 2. a) Strukturen der Oligolide F—O in der all-(R)-Form, aufler ent-H, das in der all-(S)-Konfiguration abgebildet ist (K —M als ORTEP- und N,O als PLUTO-Dar-
stellungen). Das rac-epi-Triolid G (hier in der (R,R.S)-Form gezeigt) erhilt man zum Beispiel durch sdurekatalysierte Lactonisierung von rac-$-Butyrolacton in
siedendem Toluol/1,2-Dichlorethan zusammen mit dem racemischen Triolid rac-F im Verhiltnis 3:1. Rote Kugeln = Sauerstoffatome der CO-Funktion, orange =
OR-Sauerstoffatome der Estergruppen. Herstellung und Charakterisierung der Oligolide siehe [131-135]. b) Strukturelle Gemeinsamkeiten der Makrolide.
MacMoMo-Ansichten des all-(R)-Tetrolids H sowie des C,-symmetrischen Hexolids K und deren Superposition R. Die hoheren Makrolide L—-O enthalten alle als
gemeinsame Strukturmerkmale ein A-formiges (rot) und ein S-férmiges Fragment (griin). Im Hexolid L kommen sie sogar doppelt vor [133]. ¢) Mittlere Torsionswinkel
7,-7; und Newman-Projektionen der Bindungen der (R)-3-Hydroxybuttersiure-Einheiten in den Konformationen 4 (Baustein des A-formigen Teils) und B (bildet das
S-férmige Fragment) der héheren Makrolide L—O [133, 135b). Die Torsionswinkel wurden nach der IUPAC-IUB-Definition angegeben [138]: Sie betragen Null fiir
eine synperiplanare Anordnung der Hauptkette.

Weit verbreitet ist auch die Herstellung von Polymermi-
schungen (Blends) aus schwer abzubauenden und biologisch
abbaubaren Materialien (hauptsichlich Stirke{!48)). Auf
diese Weise kdnnen die Vorteile der petrochemisch zugéng-
lichen Kunststoffe mit jenen von Biopolymeren kombiniert
werden. Beim Abbau wird der biologisch verwertbare Teil
gewissermaBen aus der Mischung herausgelost, der Rest
mul dann durch nichtbiologische Einfliisse entsorgt werden.
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4.1. Anforderungen an biologisch abbaubare Polymere

Mikrobielle Abbauprozesse verlaufen im Gegensatz zu
chemischen Verfahren gewissermalBen autokatalytisch, in-
dem durch das abzubauende Substrat die Organismuspopu-
lation vermehrt wird. Die beteiligten Bakterien sollten dabei
selbst vom Abbau profitieren, d.h. die entstehenden Bruch-
stlicke missen auch von ihnen verwertet werden kdnnen.
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Viele Monomere synthetischer Polyester und Polyamide sind
zwar prinzipiell mikrobiell abbaubar, die entsprechenden
Mikroorganismen haben aber keine geeigneten Depolyme-
rasen, so daB der Abbau demzufolge unmoglich ist. Dasselbe
gilt, wenn die Depolymerase vorhanden ist, die Bruchstiicke
aber nicht abgebaut oder metabolisiert werden kénnen. Der
wichtigste Spaltungstyp ist die Hydrolyse von Ester-, Amid-
oder glykosidischen Bindungen. Die entsprechenden Hydro-
lasen brauchen nur Wasser als Reaktionspartner, und ihr
extrazelluldres Auftreten ist deshalb leichter moglich, als
wenn komplizierte Cosubstrate erforderlich wiren. GroBe
Chancen auf biologische Abbaubarkeit haben darum
Polyester mit leicht nutzbaren Monomeren wie Glycolat,
Lactat, Malat, Caprolacton und eben 3-Hydroxysdure-Deri-
vate!!#®1, Reine C-Kettenpolymere sind wenig geeignet, auch
wenn deren Abbau nachgewiesen wurde! 3%,

4.2. Extrazelluliirer Polyhydroxysfiuren-Abbau

Eine bemerkenswerte Eigenschaft vieler mikrobiell herge-
stellter PHAS ist ihre biologische Abbaubarkeit in der Um-
welt, wobei sie anaerob schneller abgebaut werden als aerob.
Wie Doi et al. fanden! 7, sind fiir 4. eutrophus unter an-
aeroben Bedingungen Acetat und (R)-3-Hydroxybutyrat die
hauptsichlichen intrazelluliren Metaboliten. Vermutlich ist
dabei die Umwandlung von Acetyl-CoA zu Acetat mit der
Phosphorylierung von ADP zu ATP gekoppelt. Im aeroben
Zustand wird aber Acetyl-CoA im Citronensidurecyclus zu
CO, und H,O abgebaut und dabei ca. zwdlf ATP-Aquiva-
lente freigesetzt, was eine viel 6konomischere Verwertung
der Polyester ermdglicht.

Viele Bakterien und Pilze verfiigen iiber extrazellulire De-
polymerasen™**1, mit denen Sie PHAs abbauen und bei Be-
darf als alleinige C-Quelle nutzen kénnen. Solche Enzyme
wurden unter anderem bei Alcaligenes faecalis''>*~133),
Pseudomonas lemoigneil'3® =169 Pseudomonas delafiel-
diit'S1 - Penicillium simplicissimum™ % und Eupenicillium
sp.lt%2 beobachtet, wobei die Enzyme der ersten beiden Spe-
zies mit Abstand am besten untersucht sind.

A. faecalis verfiigt Giber zwei extrazelluldre Esterasen, eine
P(3-HB)-Depolymerase und eine Oligomerhydrolase. Die
Depolymerase baut sowohl P(3-HB) als auch wasserldsliche
Oligomere ab. Allerdings zeigt sie eine wesentlich héhere
Aktivitdt gegeniiber lingeren Oligomeren und greift jeweils
endoartig an der zweiten Esterbindung vom Hydroxytermi-
nus her an™32! Auf diese Weise wird auch ein Octolid (d.h.
ein Ring aufgebaut aus acht (R)-3-Hydroxybuttersdure-Ein-
heiten) angegriffen, aber nicht das an der Alkohoifunktion
tert-Butyldimethylsilyl-geschiitzte offenkettige Trimer! 34!,

Die Oligomerhydrolase greift nur wasserldsliche Oligo-
mere an und zwar mit einer ungefahr zehnmal héheren Akti-
vitdt als die Depolymerase. Lingere Polymerketten werden
schneller abgebaut als Dimere. Von den vier mdglichen
Stereoisomeren des 3-Hydroxybuttersdure-Dimers werden
die (R,R)- und etwas langsamer die (R,S)-Form["3! hydroly-
siert; auch der monomere Methylester wird angegriffen, die
entsprechenden Ethyl- und Benzylester sind aber nahezu
inert. Der Angriff erfolgt hier exoartig vom Sdureende
her33],

Auch das Gram-negative P. lemoignei besitzt zwei Enzy-
me, die am extrazelluliren Abbau beteiligt sind, unterschei-
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det sich aber insofern von A. faecalis, als nur die Depoly-
merase ausgeschieden wird. P(3-HB) wird extrazellulir zu
einem Trimer/Dimer/Monomer-Gemisch abgebaut, das
dann durch die Zellwand transportiert und erst innerhalb der
Zelle durch eine Dimerhydrolase vollstindig in Monomere
verseift wird. Auch hier greift die Depolymerase endoartig
an der zweiten oder dritten Esterverbindung vom Hydroxy-
terminus her an, wobei neben P(3-HB) auch Oligomere hy-
drolysiert werden kénnen!'¢°!. Die Dimerhydrolase baut im
Gegensatz zu A. faecalis neben dem (R,R)-Dimer das (S, R)-
Dimer!"3] ab, die jeweiligen Enantiomere werden nicht ver-
seift. Ebenso wird (R)-3-(Butanoyloxy)buttersdure angegrif-
fen['571,

Trotz zahlreicher Untersuchungen bleiben noch viele Fra-
gen offen. So ist noch unklar, wie die Depolymerase sowohl
wasserldsliche Oligomere als auch hydrophobe P(3-HB) an-
greifen kann, die hier im Gegensatz zum intrazelluldren Fall
(siche Abschnitt 2.2.3) kristallin vorliegt! Aus chemischer
Sicht wire es auch interessant, den Einflul von Endgruppen
auf die Abbaubarkeit zu untersuchen; so ist synthetisch her-
gestellte all-(S)-P(3-HB) oder eine Stereoblock-P(3-HB) aus
(R)- und (S)-konfigurierten Segmenten biologisch nicht
mehr verwertbar* !,

5. Synthese von Poly|[(R)-3-hydroxybuttersiure]
und Derivaten

Viel friher noch als auf biotechnologischem Weg wurde
P(3-HB) durch synthetische Verfahren hergestellt. Solche
Prozesse werden durch die mittlerweile existierenden einfa-
chen Herstellungsverfahren von (R)- und (S)-Hydroxysidu-
ren zunchmend attraktiver. Grundsitzlich stehen fiir die Po-
lymerisation zwei Typen von Monomeren zur Verfiigung,
ndmlich die 3-Hydroxysduren und die entsprechenden §-Bu-
tyrolactone. Die Sduren wurden allerdings infolge threr Cro-
tonisierungsneigung nie eingesetzt, da durch Polykonden-
sation nur aus sehr reinen Edukten Polyester hoher mittlerer
Molekulargewichte synthetisierbar sind!*¢3!. Alle bis dato
veréffentlichten Arbeiten gingen darum von f-Butyrolacto-
nen aus, die unter Ringdffnung polymerisiert wurden. -Pro-
piolacton 4Bt sich leicht mit anionischen oder kationischen
Initiatoren polymerisieren, auch a-mono- oder a,a-disubsti-
tuierte f-Lactone reagieren problemlos. Substituenten in S-
Stellung vermindern die Reaktivitdt aber drastisch, so daB
oftmals auch nach langen Reaktionszeiten unvollstindige
Umsiitze festgestellt werden!! ¢4,

In allen bisher verdffentlichten Arbeiten wird P(3-HB)
nach einem der drei folgenden Verfahren hergestellt: a) aus
racemischem f-Butyrolacton und einem achiralen Initiator,
b) aus racemischem f-Butyrolacton und einem chiralen Ini-
tiator oder c) aus enantiomerenreinem f-Butyrolacton und
einem achiralen Initiator.

5.1. Polymerisation von racemischem f-Butyrolacton
mit einem achiralen Initiator

Auf diese Weise konnen natiirlich keine biologisch abbau-
baren all-(R)-Polymere erhalten werden, allerdings wurden
so mit dem leicht zuginglichen racemischen f-Butyrolac-
ton!'®3! geeignete Reaktionsbedingungen gefunden, die in
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einigen Fillen auch zur Polymerisation von enantiomeren-
reinem Lacton verwendet wurden.

Der die Stereoselektivitit bestimmende Schritt der Ring-
dffnungspolymerisation ist die Insertion eines Monomers in
den endstindigen Polymer-Initiator-Komplex!®l. Grund-
sitzlich konnten so isotaktische (-RRR-/-SSS§-), syndiotakti-
sche (-SRSRSR-) oder ataktische (-SSRSRRS-) Polyester
erhalten werden; S-Butyrolacton ergab allerdings nur iso-
taktische und ataktische P(3-HB). Je nachdem, ob das Poly-
merkettenende oder der Initiator selektivitdtsbestimmend
ist, konnen Stereoblockpolymere oder isotaktische Ketten
mit periodischen Defekten resultieren, oder man bekommt
ataktische Polymere, wenn kein EinfluB berwiegt (Sche-
ma 6). Die Taktizitit bestimmte man friher durch Faser-
Rontgenbeugungsanalyse!!®7- 1981 sie wird aber heute viel
einfacher aus den '3C- und 'H-NMR-Spektren abgeleitet.
Zwischen isotaktischer und Stereoblock-P(3-HB) konnte bis
jetzt weder rontgenbeugungsanalytisch noch durch Hoch-
feld-'3C-NMR-Spektroskopie unterschieden werden!!6°1,
Wenn im folgenden von isotaktischen Polyestern die Rede
ist, konnte es sich darum auch um Stereoblockpolymere han-
deln.

ww 8.S-S-R-in
Isotaktisches Polymer mit falsch konfigurierter Einheit am Kettenende
(In = Initiator)

s 8-8-8-R-8-In wanrS-8-S-R-R-In
d d
wnnr5-8-5-R-5-(S),-S

Isotaktisches Polymer
mit periodischen Defekten

war8-8-S-R-(R),-R
Stereoblockpolymer

Schema 6. Stereoselektivitiit der Insertion eines Monomers in die endstindige
Initiator-Polymer-Bindung. R.S: (R)-konfigurierte bzw. (S)-konfigurierte Ein-
heit im Polymer. Im Fall a) ist der Initiator fiir die Selektivitit verantwortlich,
bei b) die endstéindige Monomereinheit.

Ataktische und isotaktische Anteile lassen sich durch frak-
tionierende Fallung aus Aceton oder Methanol trennen, wo-
bei das ataktische Polymer in Lésung bleibt. Die mehr oder
weniger erfolgreich eingesetzten Initiatoren sind in Tabelle 3

Tabelle 3. Polymerisation von rac-§-Butyrofacton mit achiralen Initiatoren.

zusammengestellt. Klassiche Bronsted- oder Lewis-Sduren
wie CF,SO,HU7%  BF,-OEt!'71-172 Et,0"BF; %4
Et,AICIU7! oder Nucleophile wie nBuLi''7'1 Pyridint 7},
NEt, 1711731 PPh, 173 NaOMe! 7% und Tetraethylammo-
niumbenzoat!! % liefern im besten Fall 6lige Oligomerenge-
mische.

Agostini et al.'7*1 berichteten 1971 erstmals ausfithrlich
itber die Herstellung von P(3-HB) aus f-Butyrolacton mit
AlEt, - H,0, allerdings erwdhnten Inoue et al. eine solche
Sidure schon 1961 beildufig im Rahmen einer Kurzmitteilung
zur Polymerisation von S-Propiolacton mit ZnEt,/O,"72,
Tani et al.l'7% 74 verbesserten spiter die Reaktionsbedin-
gungen der Al-initiierten Ringdffnungspolymerisation, die
in der Folge verschiedentlich auch von anderen Gruppen
iibernommen wurden. Generell fallen in Tabelle 3 die langen
Reaktionszeiten und die oft unbefriedigenden Umsétze auf,
wobei die Ausbeute an isotaktischer P(3-HB) im besten Fall
ca. 50% betrdgt. Die erreichbaren Molekulargewichte sind
je nach Initiator vergleichbar mit jenen von mikrobiologisch
hergestellter P(3-HB), allerdings ist die Molekulargewichts-
verteilung viel breiter. Eine Ausnahme machen die beiden
letzten Systeme (Tabelle 3, Nr. 8 und 9), mit denen relativ
enge Molekulargewichtsverteilungen zuginglich sind. Bei
Nr. 9 ist der eigentliche Initiator Kaliumcrotonat, das eben-
so wie Kaliumacetat oder Kaliumbenzoat in Gegenwart von
[18]Krone-61177 oder Dibenzo[18]Krone-6!73) anstelle von
Kaliumnaphthalin als Starter eingesetzt werden kann.

5.2. Polymerisation von racemischem f-Butyrolacton
mit einem chiralen Initiator

Bei der Polymerisation eines racemischen Monomers mit
einem geeigneten chiralen Initiator sollte im Idealfall nur ein
Enantiomer umgesetzt werden, withrend das andere im Re-
aktionsgemisch zuriickbleibt (die Polymerausbeute kann al-
so maximal 50% betragen). Vor allem LeBorgne und
Spassky et al. haben mit einem Komplex aus (R)-3,3-Di-
methyl-1,2-butandiol und ZnEt, als Initiator relativ erfolg-
reich Oxirane und Thiirane polymerisiert!! 7®!; mit -Butyro-
lacton ist die Reaktion allerdings weit weniger selektiv (Ta-
belle 4).

Die nach dieser Strategie erreichbaren Selektivititen sind
sicher noch nicht zufriedenstellend. Im zweiten Fall diirfte es

Nr. fnitiator Reaklionsbedingungen Ausb. an Isotakt. M, <1073 M M, [d] Lit.
T[°C] t[d} Lsm. Polymer [%] Frakt. [%] (der isotakt. Frakt.)
1 AlEt,:H,0 =1:1 [a] 53 4 ohne 52 — - — [174]
2 AlEt,:H,O:Epichlor- 60 10 Toluol 52 37 - — 171
hydrin =1:0.8:1 fa]

3 AlEt,:H,0 =1:1 [a] 60 7 Toluol - 28 21.4 [d} 5.6 [175]
4 EAO [b] 60 7 Toluol 78 52 400 [d) — [170]
5 EAO [b] 60 14 Toluol 51 20 110 [d] 8.0 [169]
6 Zn(OEt), * Al(OiPr); 40 14 Toluol 45 — - - [164]
7 Bu;SnOMe 50 2 ohne — — ca. 6 [e] - [173]
8 TPPAIC! [c] 25 33 CH, (I, 60 - 4.4 [f] 1.05 [176]
9 Kaliumnaphthalid 25 8 THF 95 0 11 [f] 1.29 [177]

+Cryptand {2.2.2]

[a] Der Initiator wird vor der Monomerzugabe in Toluol aus AlEt; und H,O hergestellt. [b] Der Ethylaluminiumoxid(EAO)-Initiator wird wie in [a] hergestelit, dann
das Loésungsmittel abgezogen und der Riickstand bei 180°C/107° Torr getrocknet und wieder in Toluol geldst. [c] Initiator aus 5,10,15,20~Telraphenylporphi‘n unfi
Et,AlCL. [d] Mit Gelpermeationschromatographie durch den Vergleich mit Polystyrol-Standards bestimmt. [e] Aus dera 'H-NMR-Spektrum abgeschitzt. [f] Mit
Dampfdruckosmometrie bestimmt. Das Monomer/Initiator-Verhiltnis ist fiir Nr. 8 100 und fiir Nr. 9 150. .
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Tabelle 4. Polymerisation von rac-f-Butyrolacton mit den chiralen Initiatoren 4 (Komplex aus (R) 3,3-Dimethyl-1,2-butandiol und ZnEt,) und B (N,N’-Disalicyliden-

(1R,2R)-1,2-cyclohexandiaminatocobalt(1r)-AlEt,-Komplex).

Kat. Reaktionsbedingungen Umsatz Isotakt. [x]p vom M,x1073 MM,
T[°C} ¢t [d] Lsm. [%] Frakt. [%] Polymer [a]

A[179] 25 0.25 Toluol 84 27 —0.6 (CHCI,) [b] ca. 20 —

B[180] 30 14 Benzol 41 - —46.1 (Benzol) [c] - 9.4

[a] Drehwert von mikrobieller all-(R)-P(3-HB): [«],, = — 1.8 (CHCL,). {b] [a], des nicht umgesetzten Monomers: —12.8 (CHCl,); (S)-f-Butyrolacton: [a], = — 34.8
(CHCly). [c] [«]p des nicht umgesetzten Monomers: —1.65 (Benzol); (S)-f-Butyrolacton: [«], = — 50.0 (Benzol).

sich entweder um einen stark ataktischen Polyester oder um
eine isotaktische P(3-HB) niedriger Molekiilmasse handeln,
da all-(R)-P(3-HB)-Oligomere >1000 gmol ™! in Benzol
nahezu unldslich sind.

5.3. Polymerisation von enantiomerenreinem
B-Butyrolacton mit einem achiralen Initiator

Enantiomerenreines f-Butyrolacton kann entweder durch
Cyclisierung von 3-Brombuttersiure!’ 244 oder 3-Mesyloxy-
buttersidure!*24°! sowie durch Pyrolyse des cyclischen Or-
thoesters aus 3-Hydroxybuttersdure und Orthoessigsdure-
triethylester!* 24?1 hergestellt werden, allerdings nur mit
maximal 35% Ausbeute. Vierring-Lactone lassen sich mit
Nucleophilen entweder unter Retention (Weg a in Tabelle 5)
oder Inversion (Weg b in Tabelle 5) 6ffnen!!81!, deshalb muf3
auch nach diesem Verfahren erhaltene P(3-HB) nicht
zwangsldufig aus gleich konfigurierten Struktureinheiten
aufgebaut, also 100% isotaktisch sein (Tabelle 5).

Wiederum waren es Agostini et al.l'244 die als erste (R)-
p-Butyrolacton mit AlEt, - H,O zu einer bevorzugt (R)-kon-
figurierten P(3-HB) polymerisierten, wobei das Lacton unter
Retention ge6ffnet wurde. Lenz et al.l'®2] fanden spiter mit
demselben System gerade den umgekehrten Offnungsmecha-
nismus, namlich Inversion (Nr. 2 in Tabelle 5). Den Mecha-
nismuswechsel erkldrten sie mit der anderen Herstellungs-
weise des Al-Komplexes!*®3!, In allen Fillen wurde keine
stereoreguldre P(3-HB) erhalten, wahrscheinlich wegen der
polymeren Natur der eingesetzten Initiatoren, die unter-
schiedliche aktive Zentren enthalten konnen (siche!*83! aber
auch! 7%l Aufgrund des Drehwerts der erhaltenen Poly-
mere und der Reproduzierbarkeit der Versuche scheint das
Zn-System am besten geeignet zu sein, fiir das Doi etal.
neulich zeigen konnten, daf} bei der Polymerisation von f-
Butyrolacton-Enantiomerengemischen die (R)- und (S)-Ein-
heiten im Polyester statistisch verteilt werden!!841,

Tabelle 5. Polymerisation von chiralem f-Butyrolacton mit achiralen Initiatoren.

Mit dem Ethylaluminiumoxid(EAO)-Initiator nehmen die
erreichbaren Molekulargewichte mit groBer werdendem
Rest im S-Lacton ab. Auf diese Weise konnten Tani et al.
1977 y-mono-, di- und trichlorsubstituierte f-Lactone poly-
merisierent! 7%, die mittlerweile nach der Wynberg-Methode
auch enantiomerenrein zuginglich sind!*®°!. Ein weiteres
funktionelles Polymer wurde von Lenz etal. aus race-
mischem oder (R)-konfiguriertem f-Alkoxycarbonyl-S-pro-
piolacton hergestellt. Die resultierenden Apfelsiure-Poly-
ester sind biologisch abbaubar!!86],

54. 'Synthese definierter Oligomere und Polymere aus
(R)-3-Hydroxybuttersiure

Durch gezielte Synthese sind auch Oligomere einheitlicher
Molekiulmasse hergestellt worden. Solche Verbindungen wa-
ren in der Vergangenheit aus mehreren Griinden von In-
teresse. So konnten iiber sie ndhere Hinweise iiber den intra-
und extrazelluliren Abbaumechanismus von P(3-HB) ge-
wonnen werden!!32 1341871 " oder es wurden die entspre-
chenden offenkettigen Oligolid-Vorldufer synthetisiert!!311.
Bei allen bisherigen Synthesen erfolgte die Kettenverlinge-
rung durch schrittweises Anhingen von Monomer-Einhei-
ten. Wir haben uns zum Ziel gesetzt, Hinweise iiber Struktur
und Funktion des schon oben erwidhnten, mutmaBlichen
P(3-HB)-haltigen Ionenkanals und Calciumpolyphosphat zu
erhalten. Dazu sind Polymere mit Kettenlingen zwischen
100 und 150 Monomer-Einheiten ndtig. Zur Herstellung so
groBer Molekiile ist ein schrittweises Vorgehen natiirlich
nicht mehr sinnvoll. Durch Polymerisation von enantio-
merenreinem f-Butyrolacton wiren wahrscheinlich relativ
eng verteilte P(3-HB)-Proben erhiltlich (Tabelle 3, Nr. 8 und
9), allerdings diirften sie aufgrund der oben beschriebenen
Resultate nicht einheitlich konfiguriert sein. Als Alternative
bietet sich die Segmentkondensations-Strategie an, bei der
aus einem unsymmetrisch geschiitzten Oligomer je eine

O

'\a
Nu: —, 0O Nu
Nr. Initiator Lacton- Polymer [e]4; M, x1073 MM, Lit.

Konfiguration in CHCl, [a]

1 AIEt, - H,0 (1:1) (R) (R)-P(3-HB) +4.0[b] - - [124d]
2 AIEt, - H,0 (1:1) ) (R)-P(3-HB) +69 30 8.0 [182]
3 ZnEt, - H,0 ) (S)-P(3-HB) ~7.0 14 1.5 [182)
4 EAO [c] () (S)-P(3-HB) _58 24 78 (182}

[a] Bei 4; hat all-(R)-P(3-HB) einen Drehwert von + 7.4 (Die Wellenldnge in Lit. [182] (Nr. 2-4) ist wahrscheinlich falsch angegeben mit 4 = 589 nm). [b] [a)6s von
all-(R)-P(3-HB): +10.2 (CHCl,). Als Monomer wurde (R)-f-Butyrolacton von 73 % optischer Reinheit verwendet. [c] EAO siehe FuBnote [b] in Tabelle 3.
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BnO O

BnO e}

CF2COOH, CH,Cl,

J
oMo}j,\z/u\

AL 0)3\2/1L

T

Ha, PA/C in DMF |
| oder CF3CH,OH|

|

1.) (COCI),, CH,Cl,, dann B, Pyridin
2.) 2,6-Dichlorbenzoyichlorid, Pyridin, CH,Cl, |

v

BnO O o] :
M - OBu
© °. 2n-2
[
n-mere Saure A/ N Ausbeute [%] nach der
n n-merer Alkohol B 2n 2n-meres C Saurechloridkupplung
4 D/E 8 F >95
8 G/H 16 1 90
16 K/L 32 M 60
32 N/O 64 P 45
64/32 Q/R 96 S (96meres) 45

Schema 7. Segmentkondensations-Algorithmus zur Synthese definierter Oligo-
mere aus (R)-3-Hydroxybuttersdure, indem eine n-mere Sdure A mit einem
n-meren Alkohol B zu einem ,,doppelt so groBen* 2n-meren C gekuppelt wird.
Die Ausbeuten nach der Sdurechlorid-Kupplung nehmen mit steigendem Mole-
kulargewicht der Verbindungen ab. Darum wurde zur Verbesserung der Ge-
samtausbeute bei der Herstellung der gréBeren Molekile (M, P und S) mit
2,6-Dichlorbenzoylchlorid nachgekuppelt. Diese Methode ermdglicht die Akti-
vierung einer Sdure in Gegenwart eines Alkohols [188].

der beiden Schutzgruppen selektiv entfernt wird. Die ent-
schiitzten Teile werden dann zu einem ,,doppelt so groBlen*
Molekiil gekuppelt. Das in Schema 7 als Ausgangsverbin-
dung verwendete Tetramer wurde nach einem f{riiher be-
schriebenen Verfahren hergestellt!!*!] das allerdings stark
modifiziert wurde; das Kupplungsverfahren iiber das Siu-
rechlorid, die Benzylether- und tert-Butylester-Schutzgrup-
pe wurden aber beibehalten.

Die Charakterisierung der gereinigten Produkte wurde
mit steigender Kettenldnge der Verbindungen immer schwie-
riger, da diese infolge ihrer dhnlichen Strukturen im wesent-
lichen dieselben analytischen Daten haben. Gliicklicherweise
wurden in letzter Zeit groBBe Fortschritte auf dem Gebiet der
Massenspektrometrie mit den sogenannten weichen Ionisa-
tionsmethoden gemacht®®®). Im Falle von P(3-HB) waren
die Methoden allerdings nicht alle gleich leistungsfahig, die
groBeren Molekiile konnten schlieBlich nur noch mit matrix-
unterstiitzter Laserdesorptionsionisations(LDI)-Massenspek-
trometrie nachgewiesen werden (Abb. 3a, b).

Im Falle des vollgeschiitzten 32meren M zeigten die Mas-
senspektren in Abbildung 3 a jeweils drei Signale (als Isoto-
penverteilungen) mit ungefdhr gleichen m/z-Werten und re-
lativen Intensitdten. Solche Peaks wurden bei den kleineren
Oligomeren nicht beobachtet. Diese kommen nicht durch
Fragmentierung zustande, sondern reprisentieren die mole-
kulare Zusammensetzung der Probe. Eine genauere Unter-
suchung der Reaktionssequenzen zeigte, daB unter den in
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Abb. 3. a) Sekundérionisations- (in einer 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix, links),
Plasmadesorptionsionisations(PDI)- (Mitte) und Laserdesorptionsionisations-
(LDI)-Massenspektrum (in einer 2,6-Dihydroxybenzoesiure-Matrix, rechts)
des vollgeschiitzten 32mer M (in Schema 7). Fiir die Aufnahme des PDI-Spek-
trums danken wir Prof. Dr. M. Przybylski und K. Schneider von der Universi-
tdt Konstanz und fir die Messung der LDI-Spektren Dr. K. Bornsen und Dr.
M. Schidr (Ciba-Geigy, Basel). b) Links: LDI-Massenspektrum des vollge-
schiitzten ,,96mer** S in Schema 7. In der Verteilung (rechts) ist nicht mehr das
96mer, sondern das 93mer am héufigsten vertreten. Auf der x-Achse des Vertei-
lungsdiagramms ist der Polymerisationsgrad n aufgetragen, auf der y-Achse der
Anteil an nmer in %. Tabelle: Vergleich der ermittelten Verteilung des
,.96meren* mit jener, die unter idealen Polymerisationsvoraussetzungen mit
einer kinetischen Kettenlinge von 93 berechnet wurde (M,/M, =1.01) [163].
c) Gelpermeationschromatogramm der vollgeschiitzten P(3-HB)-Verbindun-
gen (links). v = FluB. Vergleich der Molekilmassen mit den durch Polystyrol-
oder Polyisopren-Eichung bestimmten Werten (rechts). M = reale Molekiil-
masse; M, = scheinbare Molekiilmasse mit Polystyrol; M, = scheinbare
Molekiilmasse mit Polyisopren.
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Schema 7 spezifizierten Entschiitzungsbedingungen end-
stindige Einheiten abgespalten werden kdnnen. SchlieBlich
konnte deshalb nur eine Polymermischung mit einem mittle-
ren Polymerisationsgrad (X,) von 93 synthetisiert werden,
die allerdings immer noch enger verteilt war, als es unter
idealen Polymerisationsbedingungen'’®*® der Fall wire
(Abb. 3b; siehe auch Hinweis auf eigene Arbeiten in Lit. 10!
und Lit.[13%%)),

Mit den synthetisierten P(3-HB)-Oligomeren steht eine
Reihe von Verbindungen zur Verfiigung, mit denen durch
Gelpermeationschromatographie die Molekiilmassen von
Polymeren analoger Konstitution und Konfiguration verlds3-
lich bestimmt werden kénnen. Fiir uns war das vor allem in
bezug auf den erwihnten Tonenkanal von Interesse. Ein
Molekulargewichtsvergleich mit den durch Polystyrol- und
Polyisopren-Eichung erhaltenen Werten zeigte, dall die mit
diesen Standards bestimmten Molekulargewichte zum Teil
betrdchtlich hoher liegen (Abb. 3¢).

5.5. Magliche kiinftige Anwendungen von
Polyhydroxyfettsiureestern

Die Polyester P(3-HB) und P(3-HB/3-HV) werden bisher
als einzige PHAs biotechnologisch in groeren Mengen pro-
duziert. Aus 2.5 kg Glucose kann so ca.1 kg P(3-HB) gewon-
nen werden!'°'*!. Mitte der neunziger Jahre soll die bisherige
Jahresproduktion an BIOPOL von ca. 300 Tonnen auf
5000—10000 Tonnen gesteigert werden!'?1®!. Die Produk-
tionskosten betragen heute etwa 50 DM pro kg!*®!# zu-
kiinftig wird ein Kilopreis im Bereich von 5—10 DM ange-
strebt141),

Durch den Einsatz phototropher Mikroorganismen ist es
moglich, selbst Sonnenlicht als Energiequelle zu nutzen. So
synthetisiert Rhodobacter sphaeroides P(3-HB), das bis zu
70 % seines Trockengewichts ausmacht['®2), Es ist also mog-
lich, PHAs unterschiedlichster Zusammensetzung und Ma-
terialeigenschaften mikrobiologisch herzustellen, wenn auch
noch in den meisten Fillen mit unbefriedigender Ausbeute
und auf Erddl basierenden Rohstoffen. Wie weit diesen
Nachteilen mit gentechnologisch modifizierten Organismen
entgegengewirkt werden kann, wird sich in Zukunft heraus-
stellen.

Die synthetischen Verfahren sind zur Zeit sicher noch
nicht ausgereift genug, um es mit der biotechnologischen
Herstellung, zumindest von BIOPOL, aufzunehmen. Eine
breite Vielfalt an (R)- und (S)-Hydroxysduren ist heute
durch enantioselektive Hydrierung aus den entsprechenden
3-Ketoestern jedoch schon auf einfache Art zugénglich!!%3],
Es ist darum zu erwarten, daf} kiinftig auch synthetische
Prozesse entwickelt werden, die mit der mikrobiellen Her-
stellung konkurrieren konnen. Mit einem solchen Verfahren
wiren wahrscheinlich ohne groBe Anderung der Reaktions-
bedingungen die unterschiedlichsten Polyester zuginglich.
Ebenfalls diirfte die Aufarbeitung gegeniiber biotechnolo-
gischen Herstellungsmethoden wesentlich einfacher sein, da
in organischen Losungsmitteln und in hochkonzentrierter
Form gearbeitet werden konnte.

BIOPOL ist beziiglich Molekulargewicht, Schmelzbe-
reich, Kristallinitdt, Elastizititsmodul und Zugfestigkeit
Polypropylen ziemlich dhnlich; etwas nachteilig wirken sich
die geringe Reilfestigkeit, die schlechte Losungsmittelbe-
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3 Monate im Kompost

. Kontrolle

9 Monate im Kompost

Abb. 4. Haarwaschmittelflaschen aus BIOPOL nach 0, 3 und 9 Monaten in
Komposterde. Deutlich sichtbar ist der langsamere Abbau der bedruckten
Teile. Wie Doi et al. zeigten {92b], findet der Abbau von der Oberfliche her statt
und verlduft umso schneller, je groBer die Oberfliche wird. Die nicht-
enzymatische Hydrolyse ist um einige GroBenordnungen langsamer als die
enzymatische Depolymerisation.

stindigkeit!®4., die begrenzte Bestindigkeit gegen Siuren,
Basen und Hitze sowie nicht zuletzt der hohe Preis aus. Es
kann thermoplastisch zu Formteilen, Folien und Fasern ver-
arbeitet werden!'®%!, wurde bisher aber hauptsichlich zur
Produktion von Haarwaschmittelflaschen verwendet
(Abb. 4). Andere Verwendungsgebiete solcher Polyester lie-
gen in der Landwirtschaft (z.B. in Form von Frithbeetfolien,
Samenkapseln oder Retardpriparaten zur Freisetzung von
Pestiziden oder Herbiziden"®!) und wegen ihrer Biokompa-
tibilitdt in der Human- und Veterindrmedizin. So existiert
mittlerweile eine Vielfalt von Patenten, in denen unter ande-
rem der Einsatz als chirurgisches Implantatmaterial zur Un-
terstittzung von Organ- und Gewebsheilungsprozessen!! %],
als Trigermaterial fiir slow-release-Systeme!!% '°71, zyr Her-
stellung von Pudern'®® oder als Bestandteil von Membra-
nen!'®°! beschrieben wird. Auch wurde zur Nitrateliminie-
rung aus Trinkwasser ein ProzeB unter Beteiligung von
P(3-HB) entwickelt[200],

In jingster Zeit versucht man, den Anwendungsbereich
von P(3-HB) und P(3-HB/3-HV) durch die Anfertigung von
abbaubaren Blockcopolymeren mit Polystyrol und Poly-
ethern'?°! sowie Blends mit Polyethylen, Polystyrol, Poly-
vinylchlorid oder Polyethylenoxid weiter auszudehnen!2°2),
Filme von P(3-HB) zeigen Gasbarrieren vergleichbar mit je-
nen von Polyvinylchlorid und Polyethylenterephthalat[2022],
Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnte es durchaus auch als
Verpackungsmaterial verwendet werden.

Nach der zunehmenden Zahl von Veréffentlichungen zu
schliefen, befindet sich das Gebiet in einer stiirmischen Ent-
wicklung. Es bleibt abzuwarten, wie sich PHASs gegen andere
Biopolymere durchsetzen konnen.

6. Was ist bekannt iiber die Struktur von
Polyestern?

Die Strukturen vieler Polyester wurden aus Rontgenbeu-
gungsexperimenten an Fasern abgeleitet(2°3. Im Gegensatz
zu Polyamiden konnen Polyester keine Wasserstoffbriicken
bilden; das Kraftfeld bei Molecular-Modeling-Untersu-
chungen setzt sich darum nur aus Torsions-, nicht-bindenden
und elektrostatischen Energietermen zusammen %41, In Ab-
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erreicht, die ohne Anderung der Helixgeometrie nicht un-
\60/\@; :/\n/)/n \(O/\/\/\n/)/n terschritten werden kann!?*71.

© © © Im folgenden sollen einige ausgewihlte Strukturen etwas
A B/C D detaillierter vorgestellt werden.
BrBz B .
To/kl()/ \(‘NJ\W)’ i \( %ﬁo Y 6.1. Strukturvergleich der Homopolymere aus

0" H o o" a-Hydroxysiuren und z-Aminosiuren
EF GH ! Fiir Polylactid wurden zwei Konformationen ermittelt, ei-
ne 10,- und eine 3,-Helix, die nahezu denselben Energiein-
o] R O o halt haben. Letztere dhnelt sehr stark der 3,-Helix von Poly-

\é /\/U\)\ \(0/\/‘%\ \60% glycin (Tabelle in Abb. 6), das in dieser Modifikation keine
° n n intramolekularen Wasserstoffbriicken bildet!2°”). Die a-

Helix von Polyalanin (H in Abb. 5 und 6), ein Strukturtyp,

K/L m-P a der durch intramolekulare Wasserstoffbriicken stabilisiert

Name Konformation [a] Identitats- Lit. wird, komn_lt bei Pol)jestern picht VO,r' . X
periode [A] oc-Amin01sob‘uttcrsau.re (Alb) 1st filnf.: nlcht-pro.temogene
A Polygycold gestaftel 702 [208] Aminosdure, die aber in v1.elen natiirlichen Peptlden (Z.B.
B Polyglycin | 0 _ [206] den Peptaibolen) enthalten istt2221, Aus vollgeschiitzten Oli-
C  Polyglycinll 31-Helix 93 1207] gomeren mit bis zu zehn Aib-Einheiten konnte man Einkri-
D Polycaprolacton gestaffett 17.05 [208] stalle ziichten!2!2-2231, Aufgrund des Substitutionsmusters
E p-Poly-(S)-lactid 31-Helix 9.00 {208b] von Aib ist die bevorzugte Sekundarstruktur solcher Oligo-
F  o-Poly-(S)-lactid 103-Helix 28.8 [209] mere nicht die -, sondern die 3,,-Helix mit etwas kleinerem
G o-Poly-(S)-alanin B-Faltblatt 6.9 [210}
H  B-Poly-(S)-alanin 4713-Helix[b] 703 [211}
| Deca-a-aminoisobuttersaure 165-Helix [c] 315 [212} 0. 0
K Poly-B-propiolacton | ? -~ [213} \;
L  Poly-B-propiolacton Il gestaffelt 4.77 [214)
M  Polydiketen (R: =CHp) 21-Helix 7.75 [215] e o 0
N  P(3-HB) (R: -CH3) 21-Helix 5.96 [167, \(/ No &(
204,216] o

[a] In Anlehnung an die kristaliographische Bezeichnungsweise von Schrauben-

0  P(3-HV) (R: -CaHs) 21-Helix 5.56 [168] 0 N ’0& 0

P P(3-HO) (R: -CsH11) 21-Helix 455 [217] \/ ) Ni

Q  Poly-a,a-dimethylpropiolacton  21-Helix 6.03 [218} 0 0 N )&
achsen wird die Helixsymmetrie in der Form np ausgedriickt, d.h. innerhalb einer
Identitatsperiode bilden n Struktureinheiten r Umdrehungen [219, 220]. Diese

j N
Klassifizierungsart unterscheidet sich von der bei Proteinen tblichen Nomenklatur; 0 0 N &
dort bedeutet in einer ni-Helix n die Anzahl Aminos3uren pro Umdrehung und r die \(’

0

0

Atomzahl des Ringes, gebildet aus einer Wasserstoffbriicke und dem zugehtrigen N
Hauptkettensegment [138]. [b] Entspricht einer a-Helix. [c} Entspricht einer 31¢-

Helix.
Abb. 5. Bisher bekannte Festkorperstrukturen von Polyestern aus bifunktio- \/
nellen Monomeren und, sofern untersucht, der entsprechenden Poly(x-amino-
sdure)amide. 0

m
I
—

bildung 5 sind bisher bekannte Strukturen aliphatischer

s

Polyester aus Hydroxysduren und, sofern vorhanden, 0 0/ n/7dN

entsprechender Aminosdure-Analoga aufgefiihrt. Oftmals 0 ° (N

konnten je nach Aufarbeitungsmethode Feststoffe mit un- 00 0\ ;//O 9 NN—/‘

. . . . . ~

terschiedlichen Konformationen isoliert werden, deren

Strukturen im Falle von Poly-f-propiolacton und Polyglycin

noch nicht alle bestimmt wurden. vy ¥ w
Die Vorhersage der Sekundirstruktur von Peptiden und X—Cf—C0—

Proteinen ist wohl etabliert!22). Es zeigt sich, daB auch fiir Gang- 0[] VOl ol

Polyester gewisse Regeln abgeleitet werden konnen: Polymer héhe [A]

— Polymere vom Typ -[O-(CH,),-CO]- nehmen eine gestaf- Poly-(S)-lactid : 3-Helix E g o -74 +144 180
felte Konformation ein (Zickzackkette), zumindest fiir Ez:yg(l;agl;;:;:ehx ¢ 9.3 +-80 #+150 180
n=1,2und 5 (A, D bzw. L in Abb. 5203, yaore 5.4 66 44 4179

. . . . . p-BrBz-(Aib)19-OBu | 6.3 +/-54 +-31  +-176

— Substituierte Poly-f-propiolactone bilden immer eine 2,-

Helix (M—-Q in Abb. 5). In der Reihe S-substituierter Abb. 6. MacMoMo-Ansichten und Vergleich der Torsionswinkel der 3,-Helix
Poly-f-propiolactone nimmt die Ganghéhe der Helix mit von Poly-(S)-lactid E, der «-Helix von Poly-(S)-alanin H und der 3, ,-Helix von
teicender Substit t 5Be ab (N. O und P in Abb. 5 Deca-a-aminoisobuttersiure I. Gezeigt sind jeweils fiinf Struktureinheiten. Die
steigender substituen engI:O © a (N, .un n -3 Torsionswinkel sind wie in Abbildung 2¢ definiert; die Buchstaben E, H und I
Nach Marchessault et al. ist bei 4.5 A eine untere Grenze beziehen sich auf die Verbindungen in Abbildung 5.
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Innendurchmesser, die im Decameren I (Abb. 5und 6) nahe-
zu ideal ausgebildet ist. Auch diese Struktur wird von intra-
molekularen Wasserstoffbriicken stabilisiert und hat demzu-
folge kein Analogon bei den Polyestern. Uberraschenderweise
haben Oligomere von a,a-Diethylglycin (Deg) und o,2-Di-
propylglycin (Dpg) gestaffelte Konformationen, stabilisiert
durch intramolekulare Wasserstoffbriicken zwischen den
Amid-H-Atomen und den benachbarten Carbonylgruppen,
die offensichtlich energetisch giinstiger sind als eine 3,4~
Helix2231,

6.2. Strukturvergleich der Homopolymere von
3-Hydroxyséuren — Modellieren mit den Strukturpara-
metern der Oligolide von (R)-3-Hydroxybuttersiure

Dieselbe linksgéngige 2,-Helix mit einer Identitdtsperiode
von 5.9 A wurde von drei Arbeitsgruppen!167-204216] ;¢

0
0 0_0
0
0
0 /09
0 \\ 0
9 o
0
I
0.0
\ .
0
P o X
0
M N Q
0
0
o

*

5
'YERS
o
N

0 0
0 0
0
L2 B %
—o0~—¢—C—C0—
Ga

Polymer nonety 710 =T w1 w
Poly-a,a-dimethyl-g-propiolacton @ 6,03 4/-178  +/-41  +/-61 -/+164
Poly-diketen M 775 484 4174 +1-147 41177
Poly-(R)-3-hydroxybuttersure N 596 +162 52 42  -175
Poly-(R)-3-hydroxyvaleriansaure O 556  +136 -60 21 179
Poly-(R)-S-hydroxyoctansAure P 4.55 +111 -68 +15 -161

Abb. 7. MacMoMo-Ansichten und Vergleich der Torsionswinkel der 2,-Helix
von Polydiketen M, Poly-(R)-3-hydroxybuttersdure N und Poly-¢,«-dimethyl-
B-propiolacton Q. Gezeigt sind jeweils fiinf Struktureinheiten. Die Torsions-
winkel sind wie in Abbildung 2 ¢ definiert; die Buchstaben M, N und Q bezie-
hen sich auf die Verbindungen in Abbildung 5. Die Werte fiir P(3-HB) sind aus
Lit. [170] entnommen.
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unterschiedlichen Losungsansitzen aus dem Beugungsmu-
ster von P(3-HB)-Fasern abgeleitet'22*°1. Je nach Methode
werden etwas andere Torsionswinkel ermittelt, sie liegen je-
doch relativ nahe beieinander (z, = +142° bis +152°,
1, = — 52°bis —59°, 1, = — 31° bis —42° und 1, = —173°
bis —180°; Abb. 7).

Bisher konnte von P(3-HB) oder linearen Oligomeren von
(3-HB) noch keine geeigneten Einkristalle geziichtet wer-
den!224%!; die P(3-HB)-Helix wurde darum noch nie ,,direkt
gesehen. Die zur Zeit einzigen exakten Strukturparameter
sind jene der P(3-HB)-Oligolide (siche oben, Abb. 2). So
kann aus dem S-férmigen Strukturteil (Abb. 2b, griin) eine
linksgéngige Helix mit ca. zwei Einheiten pro Umdrehung
(2,-Helix) und aus dem A-férmigen Strukturelement
(Abb. 2b, rot) eine rechtsgingige Helix mit ungefdhr
drei Einheiten pro Umdrehung (3,-Helix) und entspre-

CD
b

o 7020

t\boi 0
e
BY

Abb. 8. MacMoMo-Ansichten der 2,-Helix (rechts), die aus dem S-férmigen
Strukturteil (Abb. 2b, griin) konstruiert wurde und der 3,-Helix (links), die aus
der A-formigen Windung (Abb. 2 b, rot) hervorgeht. In der Mitte sind die jewei-
ligen Projektionen entlang den Helixachsen gezeigt (es ist jeweils nur eine Win-
dung dargestellt).

X

~ -

bie
%

chend groBerem Innendurchmesser konstruiert werden
(Abb 8)[133. 135b].

Im Gegensatz zur 2,-Helix, in der die Estercarbonyl-
Ebene fast senkrecht zur Helixachse gerichtet ist, steht sie in
der 3,-Helix nahezu parallel dazu. Letzterer Strukturtyp
wurde bis jetzt in festem P(3-HB) noch nicht beobachtet, was
allerdings ein Vorkommen in Ldsung nicht ausschlieft. Die
Struktur in Ldsung war und ist Gegenstand zahlreicher Un-
tersuchungen, mit zum Teil kontroversen Resultaten (2251,

Unter Zug dndern sich die Identitdtsperioden der Poly-
ester, vermutlich weil sich entweder die Helix oder die amor-
phen Bereiche in eine gestaffelte Konformation (Zickzack-
kette) umwandeln!!®7-294% Neyerdings haben Marches-
sault et al. durch Energieminimierung mit dem MM2-Kraft-
feld die Konformation einer solchen Zickzackanordnung fiir
P(3-HB) berechnet!?2¢!. Die Kette ist nicht ideal gestaffelt,
die Torsionswinkel betragen 1, = +113°, 71, = —169°,
1, = —113° und 1, = +172° (Identititsperiode: 4.60 A, bei
idealer Staffelung 4.74 A).

Mit Rontgenbeugung und !3C-NMR-Spektroskopie
konnte gezeigt werden, dall das Copolymer P(3-HB/3-HV)
bis ca. 40% HV-Gehalt in der P(3-HB)-Helix und ab 55%
HV in der P(3-HV)-Helix kristallisiert (Isodimorphie)% 227},
Poly-f-isopropyl-f-propiolacton kristallisiert wahrschein-
lich auch in einer 2,-Helix, allerdings kennt man nur die
Identititsperiode von 6.49 Al2281 Y eider ist zur Zeit ein
Strukturvergleich zwischen PHAs und den entsprechenden
f-Aminosidure-Homopolymeren nicht méglich, da vom letz-
teren Typ offensichtlich keine Strukturen bekannt sind 229},
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7. Poly(R)-3-hydroxybuttersiure-Calciumpolyphos-
phat[P(3-HB)CaPolyP;]-Komplex —
ein nicht-proteinogener natiirlicher Ionenkanal?

Jede Zelle hat ein eigenes Mikroklima. Um die fiir sie
speziellen Bedingungen im Zellinneren aufrecht zu erhalten,
grenzt sie sich gegen Auflen durch Membranen ab. Biolo-
gische Membranen sind im wesentlichen Lipiddoppelschich-
ten mit eingelagerten Proteinen, typischerweise etwa 75 A
dick, wobei das hydrophobe Innere eine Dicke von ca. 25 A
aufweist, die aber je nach Anzahl an Doppelbindungen in
den Lipidketten bis zu 35 A betragen kann!23°!. Infolge ihrer
Struktur sind Lipiddoppelschichten fiir Ionen und die mei-
sten polaren Molekiile nahezu undurchléssig; trotzdem mis-
sen diese die Membran irgendwie passieren konnen, da sie an
vielen physiologischen Vorgingen wesentlich beteiligt sind.
Dafiir existieren zwei Arten des Transfers, ndmlich der Car-
rier- und der Kanalmechanismus, wobei letzterer der effi-
zientere und hiufigere Weg ist. Meist sind Tonenkandéle pro-
teinogener Natur, wobei die Rohre durch ringférmige
Anordnung mehrerer amphiphiler Helices gebildet wird. Der
Kanal kann entweder aus einem einzigen Protein oder aus
einem Aggregat mehrerer dhnlicher oder identischer Unter-
einheiten bestehen!?3!1, Daneben gibt es aber auch kanalbil-
dende Peptide wie Gramicidin A*** oder Alamethicin!**?1,

Aufgrund der grof3en physiologischen Bedeutung sind Io-
nenkanéle zur Zeit Gegenstand intensiver Forschungen, de-
ren Wichtigkeit eindrucksvoll durch die Verleihung des No-
bel-Preises fiir Medizin 1991 an Neher und Sakmann
unterstrichen wurde.

7.1. Befunde, die zur Postulierung eines PHB-haltigen
Ionenkanals fiihrten

Reusch et al. beobachteten 1983 in den Membranen ver-
wandtschaftsmaBig schr verschiedener genetisch kompeten-
tert?341 Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien
(Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis und Haemophilus in-
Jluenzae) zwischen 50 und 60 °C eine sprunghafte Veridnde-
rung der Fluoreszenzintensitit von N-Phenyl-1-naphthyl-
amin. Jedesmal wurde dabei P(3-HB) in den Zellmembranen
nachgewiesen, und zwar in wesentlich gréf3eren Mengen als
im nicht-kompetenten Zustand. Aufgrund dieser Beobach-
tungen schlossen die Autoren, daf3 die charakteristische Ver-
dnderung der Fluoreszenzintensitit irgendwie mit P(3-HB)
zusammenhdngen miiBte!*®!. Weitere Versuche mit E. coli
zeigten, daBl im kompetenten Zustand beachtliche Mengen
an P(3-HB) isoliert werden kdnnen (siehe Tabelle 6)1235),
Der Sprung in der Fluoreszenzintensitit bei 5060 °C war
umso intensiver, je sorgfiltiger die durch ,,trial and error*
gefundenen Kompetenzprotokolle eingehalten wurden. Ein
solcher Ubergang konnte nicht beobachtet werden, wenn die
Biosynthese von P(3-HB) mit Acetaldehyd blockiert oder
P(3-HB) kiinstlich in Liposomen eingebaut wurde. Offenbar
muB die genetische Transformierbarkeit mit P(3-HB) zusam-
menhdngen, wobei P(3-HB) nicht allein, sondern in Form
eines ziemlich unstabilen Komplexes auftreten sol1!2°). In der
Folge zeigten die Autoren mit Gefrierbruchelektronen-
mikroskopie, daf} in den Plasmamembranen kompetenter A.
vinelandii- und E. coli-Bakterien Inseln mit sichtbar anderer
Struktur vorhanden sind'?!!. Reusch und Sadoff isolierten
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spiiter aus genetisch kompetenten E.-coli-Bakterien einen
recht labilen Komplex, dessen Bestandteile sie als P(3-HB),
Polyphosphat!?3¢! und Calcium-Ionen identifizierten, und
postulierten eine Komplexstruktur (siche Abb.9 und
10)122:231 AuBerdem konnten sie mit Fluoreszenzspektro-
skopie zeigen, daBl dieser Komplex in vitro in Liposomen
eingebaut werden kann*?. Neuerdings wies Reusch den
Komplex auch mehr oder weniger iiberzeugend im Gewebe
von Pflanzen und Tieren nach (vor allem in den Mitochon-
drien und Mikrosomen, etwas weniger in den Plasmamem-
branen), allerdings in wesentlich geringeren Mengen als in
kompetenten Bakterien (Tabelle 6){23).

Tabelle 6. Vorkommen der als {[P(3-HB)CaPolyP;] identifizierten Komplexe in
ausgewihlten Prokaryoten und Eukaryoten [22, 23].

Komplexkomponenten [a]

P(3-HB),... P(3-HB) PolyP; Ca®*
Quelle lngg™" [ngg™] [ngg™'] [ngg™"]
E. coli log. Phase 0.26 — - -
E. coli kompetent 156 9600 4200 2000
Rinderherz 6.5 435 232 126
Rinderleber 9.2 662 353 178
Spinatblétter 0.86 163 88 47

[a] Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf das NaBgewicht.

7.2. Zusammensetzung und gemutmalte Struktur
des PHB-haltigen Komplexes

Im Komplex aus E. coli kommen nach Reusch 3-HB,
Phosphat und Ca?*-lonen ungefihr im Verhiltnis von
1:1:0.5 vor. Der eukaryotische Komplex soll hingegen eine
wesentlich ldingere PolyP-Kette aufweisen (Tabelle 7). Auf-
grund von Molecular-Modeling- und Energieminimierungs-
betrachtungen (mit dem Kraftfeld-Programm Charmm)
nehmen Reusch et al. die in Abbildung 9 gezeigte exolipo-
phile-endopolarophile Struktur an.

Tabelle 7. Kettenldngen der P(3-HB)- und Polyphosphatkette in den Organis-
men (Bestimmt aus dem Gelpermeationschromatogramm durch Vergleich der
Retentionszeiten mit Standards) [22, 23].

Komplex Kettenldnge in Monomereinheiten
P(3-HB) PolyP, [a]

Prokaryotischer Komplex 120--200 [b] 130-170

Eukaryotischer Komplex 120--200 {c] 170-220

[a] Gel: Showdex B804; Standard: Polyethylenglycol. [b] Gel: Altex m-
Spherogel; Standard: Polyisopren. [c] Gel: Altex m-Spherogel; Standard: frr-
timlich als Polystyrol angegeben [23]! GemiB persdnlicher Mitteilung von
Reusch wurde aber ebenfalls Polyisopren verwendet,

Die Ca**-Koordinationsgeometrie war entscheidend fiir
die postulierte rdumliche Anordnung. Die duBere rechts-
gingige P(3-HB)-Helix mul3 14 Einheiten und die innere
ebenfalls rechtsgingige PolyP-Helix 7 Einheiten pro Um-
drehung aufweisen, um die Carbonyl- und Phosphatsauer-
stoffatome in eine geeignete Geometrie zur Komplexierung
des Ca?*-Ions zu bringen'?3”! (Abb. 10). Die Ca?"-Ionen
liegen innerhalb des P(3-HB)-Zylinders vertikal iibereinan-
der. Auf der AuBlenseite stehen die Methyl- und Methylen-
gruppen der Hydroxybuttersiure-Einheiten jeweils direkt
iibereinander.
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Abb. 9. Von Reusch vorgeschlagene Struktur eines {P(3-HB)CaPolyP]-Kom-
plexes [23].

Es wurde cin Durchmesser von 24 A2?8 und eine Linge
von 45 A mit einer Identititsperiodenlinge von 4 A berech-
net, was ungefihr 150 3-HB- und 80 P-Einheiten entspricht.
Um den hydrophoben Teil einer Membran zu durchspannen
sollten 45 A mehr als ausreichen.

Abb. 10. Koordinationsgeometrie der Calcium-lonen im postulierten
[P(3-HB)-CaPolyP)-Komplex [22].

Allerdings scheinen die Esterbindungen der P(3-HB)-
Helix in der in Abbildung 9 gezeigten Projektion entlang der
Komplexachse im giinstigsten Fall die (£)-Konformation
einzunehmen, die um ca. 3 kcalmol ™! instabiler als die (Z)-
Form ist{2391,

Gemadl den Befunden von Reusch ist der Komplex in vitro
ziemlich labil und duflerst wasserempfindlich, wahrschein-
lich weil die Stabilisierung der postulierten exolipophilen-
endopolarophilen Struktur durch die hydrophobe Lipid-
schicht wegfillt {2407,

7.3. Mogliche Funktionen des Ionenkanals —
DNA-Transport?

Die vermutete exolipophile-endopolarophile Struktur ist
die ideale Anordnung fiir einen Tonenkanal. Reusch nimmt
an, daB durch einen solchen Kanal vor allem Ca?*-Ionen
und Polyphosphate durch die Plasmamembran transportiert
werden kénnen. Die innere CaPolyP-Helix windet sich dabei
wie eine Schraube durch die dulere P(3-HB)-Helix, wobei
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die Ca?*-Ionen von einer Carbonylgruppe zur nichsten ver-
schoben werden. Der Transport des neutralen CaPolyP-Sal-
zes benotigt weniger Energie als jener von getrennten Ca?* -
und PolyP-Tonen. Aufgrund der gegenseitigen Abhéngigkeit
von genetischer Transformabilitit und Komplexkonzentra-
tion postulierte Reusch auch einen DNA-Transport. Aller-
dings miite dazu zuerst das PolyP, aus der P(3-HB)-Helix
entfernt werden. Die dullere P(3-HB)-Helix bleibt bestehen,
solange geniigend Glucose als Energiequelle verfiigbar ist.
Nach Reusch und Sadoff reicht der innere Durchmesser aus,
um Einzelstrang-DNA zu transportieren. Von welchen
strukturellen Voraussetzungen dabei ausgegangen wurde,
bleibt offen — mufl die DNA als Faden transportiert werden
oder kann sie in Sekundérstruktur vorliegen? Die Sekundér-
strukturen von Einzelstrang-Polynucleotiden kénnen be-
achtliche Durchmesser aufweisen, so hat zum Beispiel die
Helix von Polyadenosin einen Durchmesser von 19 A, der
somit nur wenig kleiner ist als jener von Doppelstrang-DNA
(A-Form: ca. 21 A, B-Form: ca. 22 A und Z-Form: ca.
19 A)[2291 AuBerdem setzt man bei Transformationsexperi-
menten meist Plasmide (cyclische Doppelstrang-DNA) ¢in,
die selbst in Superhelix-Form weit groflere Durchmesser ha-
ben! Die von den Autoren immer wieder betonte Rolle von
Calcium fiir die genetische Transformabilitdt muB3 hier eben-
falls etwas relativiert werden, da offenbar auch nach dem
Protokoll von Hanahan transformiert wird, bei dem Cal-
cium nur eine untergeordnete Rolle spielt!2*'1! Ungeklirt
bleibt auch, wie ein Offnen und SchlieBen des Kanals vor
sich gehen konnte.

Trotzdem ist ein mdgliches DNA-Transportsystem durch
Zellmembranen sehr verheiungsvoll, auch in Hinblick auf
kiinftige Anti-sense-Medikamente!?#2. Der Transport gela-
dener Oligonucleotide durch Zellmembranen ist noch weit-
gehend unverstanden2423- 243,

8. Komplexierung und Transport von Metall-lonen
durch Polyester

In der von Reusch et al. postulierten [P(3-HB)CaPolyP,-
Struktur koordiniert das Calcium-Ion neben vier Polyphos-
phatsauerstoffatomen auch mit vier Estercarbonylsauer-
stoffatomen (Abb. 10). Komplexe, in denen mehrere Ester-
carbonyl-Gruppen desselben acyclischen Molekiils an ein
Kation gebunden sind, kennt man nach unserem Wissen
bisher noch nicht. Jedoch kommen relativ viele Komplexe
unterschiedlichster Kationen mit cyclischen Liganden, in de-
nen auller den Estercarbonylsauerstoffatomen noch andere
funktionelle Gruppen kooperieren, vor. Beim Nonactin sind
das beispielsweise die Ethersauerstoffatome der Tetra-
hydrofuranringe!®**!. Interessanterweise dhneln dessen Al-
kalimetallkomplexe stark der gefalteten Stuktur des Octolids
aus (R)-3-Hydroxybuttersdure O (in Abb. 2), das aber im
Gegensatz zu Nonactin nicht antibiotisch aktiv ist[?45!
(Abb. 11). Bei den Depsipeptiden, beispielsweise Valino-
mycin, sind zwar nur die Estercarbonyl-Gruppen an der
Komplexierung beteiligt, die Struktur wird aber zusétzlich
durch Wasserstoffbriicken zwischen den Amidfunktionen
stabilisiert[244],

Mit den synthetisierten linearen und cyclischen P(3-HB)-
Verbindungen waren wir in der Lage, die Komplexierungs-
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Abb. 11. MacMoMo-Ansichten des Kaliumkomplexes von Nonactin (oben
links) und der gefalteten Octolidstruktur O (oben rechts) aus Abbildung 2 so-
wie Konstitutionsformel von Nonactin (unten links). Beide 32gliedrigen Ringe
dhneln in ihrer Struktur im Kristall der Naht eines Tennisballs (unten rechts).
Das K *-Ion im Nonactinkomplex ist von den vier O-Atomen der Tetrahydro-
furanringe und den vier Estercarbonyl-O-Atomen in anndhernd kubischer
Geometrie umgeben. In der unkomplexierten Form hat Nonactin eine andere
Konformation als im Kaliumkomplex und gleicht somit nicht mehr dem
Octolid [244].

fahigkeit von Polyestern aus (R)-3-Hydroxybuttersiure ge-
nauer zu untersuchen. Wihrend bisher alle Versuche zur
Kristallziichtung solcher Komplexe mit den offenkettigen
Molekiilen und den gréBeren Cyclen erfolglos waren, zeigten
sich hoffnungsvolle Ergebnisse mit Triolid F aus Abbil-
dung 2, das sich aufgrund seiner Struktur (alle Carbonyl-
gruppen sind praktisch parallel in denselben Halbraum ge-
richtet) ja geradezu zur Komplexierung anbietet. Aus
Losungen des Triolids mit Natrium- oder Kaliumrhodanid
in Acetonitril fallen Feststoffe aus, deren Strukturen be-
stimmt werden konnten!*3"!, Im Falle von KSCN bildeten
sich erst Kristalle, nachdem man die Losung fiir einige Zeit
der Luftfeuchtigkeit ausgesetzt hatte. Wie sich zeigte, ist hier
etwas Wasser zur Kristallbildung erforderlich. Beide Kom-
plexe sind polymer, und nur im Natriumkomplex sind aus-
nahmsweise alle drei Estercarbonyl-Gruppen eines Triolid-
molekiils an der Koordination mit demselben Kation
beteiligt. Sowohl die Natrium- als auch die Kalium-Ionen
zeigen keine ausgeprdgte Bevorzugung einer Koordina-
tionsgeometrie mit den Estercarbonylsauerstoff-Atomen
(Abb. 12). Schreiber et al. machten dieselbe Beobachtung fiir
Alkalimetallkomplexe mit anderen Carbonylliganden2461,

Aufgrund 'H-NMR-spektroskopischer Untersuchungen
und der Messung des Dipolmoments scheint das Triolid in
Losung eine dhnliche Struktur wie im Kristall zu haben. So
beobachtet man in Methanol eine Wechselwirkung mit den
Alkalimetall-Tonen, die aber mit zunehmender Verdiinnung
wieder verschwindet. Auch P(3-HB) scheint zumindest
Lanthanide in gewissem MaBe in Losung zu komplexieren.
Delsarte und Weill machten mit den geometrischen Daten,
die sie mit der McCornell-Robertson-Bezichung aus dem
Pseudokontaktkomplex von P(3-HB) mit [Eu(fod),] erhiel-
ten, einen Vorschlag zur Struktur von P(3-HB) in Lo-
sung225<],
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Okada et al.'2™ und Burke et al.?*8! untersuchten mit
Polyestercyclen, die aber zusétzlich noch Acetal- oder Ether-
sauerstoffatome enthielten, den Transport von Alkalimetall-
pikraten durch ein organisches Medium. Analoge Versuche
mit Triolid F als Ionophor zeigten eine steigende Transport-
effizienz mit groBer werdendem Radius des Alkalimetall-
Ions (Abb. 13)[194%] Diese Resultate lassen sich zwanglos
mit der zunehmenden Lipophilie der Ionen erkldren. Das
Fehlen einer Tonenselektivitit konnte mit der Starrheit des
Triolidgeriistes zusammenhéngen, so bleibt dessen Struktur
ja auch in den Komplexen mit NaSCN und KSCN weit-
gehend unverindert (Abb. 13). Ahnlich transportiert
hochmolekulare P(3-HB) und ein lineares Oligomer aus
ca. 35 (3-HB)-Einheiten Cs*-Ionen durch eine CH,Cl,-
Phase!104®],

9. SchluBifolgerungen und Ausblick

Nach der Entdeckung von P(3-HB) durch Lemoigne vor
etwa 70 Jahren war das Interesse an diesem Biopolymer zu-
nichst einmal sehr gering. Nur einige wenige Spezialisten
wuBten von der Existenz dieser Verbindung. Wegen der Zu-
ginglichkeit von Polymeren dieses Typs aus nachwachsen-
den Kohlenstoffquellen durch Fermentation setzte zur Zeit
der Olkrise vor 20 Jahren eine explosionsartige Entwicklung
ein, in neuester Zeit noch verstiarkt durch die Tatsache, daf3
Poly(hydroxyalkanoate) biologisch abbaubare und biokom-
patible Polymere sind. Es werden Ubersichtsartikel und Bii-
cher geschrieben und Tagungen abgehalten, deren Teilneh-
merschaft aus Industrie, Hochschule und staatlichen Institu-
tionen interdisziplindr so bunt zusammengewiirfelt ist, wie es
auch der Erfahrenere von uns noch nie erlebt hat: beim
neuesten internationalen Symposium iber bakterielle Poly-
hydroxyalkanoate (ISBP 92, 1.--5. Juni 1992) in Géttingen
waren die Vortragenden und Zuhorer Biologen, Mikrobiolo-
gen, Genetiker, Botaniker, Chemiker, Physiker, Polymerwis-
senschaftler und -ingenieure, Biotechnologen, Pharmazeu-
ten und Mediziner. Viele stammten aus Einrichtungen der
Rohstoff- und Agrotechnologie, der Nahrungsmittelwissen-
schaften!?*®], der Abfall-, Siedlungs- und Wasserwirt-
schaft?59 der Katalyse- und Oberfliichenforschung, ja so-
gar des Konstruktions- und Bauwesens'>*!1! Das Interesse
konzentrierte sich dabei nahezu ausschlieSlich (35 von
37 Vortrégen) auf die hochmolekularen Polyhydroxyalka-
noate, die bakteriellen Speichermaterialien aus tiber 10000
(3-HB)-Einheiten (im folgenden s-PHA oder s-P(3-HB) ge-
nannt[**2), ihre Bildung, Produktion, Struktur, Material-
eigenschaften, Anwendungen und ihr biologischer Ab-
baul?33],

Neben hochmolekularer P(3-HB) der Einschliisse in Mi-
kroorganismen kommt nach den Arbeiten von Reusch in
prokaryotischen und eukaryotischen Zellen und Organis-
men auch kurzkettige P(3-HB) aus 100-200 (3-HB)-Einhei-
ten vor (im folgenden c-P(3-HB) genannt 254), Sie liegt dort
stets komplexiert vor, z.B. in Zellmembranen mit Ca-Ionen
und einem Polyphosphat!'®~23! und in menschlichem Blut-
plasma mit Albumin und den sogenannten low-density lipo-
proteins (LDL)?#, Die Tatsache, daB der c-P(3-HB)-haltige
Komplex z.B. in E. coli, das im allgemeinen kein s-P(3-HB)
zu produzieren vermag (siche aber Lit.['®)), nur im genetisch
kompetenten Zustand der Mikrobe in der inneren Zellmem-
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Atomnummer I ] i]
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Atomnummer o B
(o] K 24° 128°
Ka 29° 153°
[¢/] Ki 27° 133°
K2 a1° 164°

(o)} 50° 170°
(o3 Kk 179°
O3 52° 154°
04 22° 143°
Os 17° 160°

M =Naoder K

<)

Abb. 12. a) PLUTO-Darstellung von Ausschnitten aus den Strukturen der Triolidkomplexe von KSCN (links) und NaSCN (rechts) im Kristall. Alle Kalium- und
Natrium-Ionen sind hexakoordiniert mit den Estercarbonyl-O-Atomen der Triolide und den N-Atomen der Rhodanid-lonen als Liganden, beim Kaliumkomplex
koordiniert auBerdem noch ein Wassermolekiil mit K;. Rote Kugeln = Sauerstoffatome der CO-Funktion, orange = OR-Sauerstoffatome der Estergruppen,
weille = Kohlenstoffatome, gelbe = Schwefelatome, griine = Stickstoffatome. b) Koordinationsgeometrien der Kalium- und Natrium-fonen in den beiden Komplexen
mit ausgewihlten Estercarbonyl-Gruppen. Zum Vergleich: Im C,-symmetrischen Nonactinkaliumkomplex betragen die Winkel « 61° bzw. 67° und f 154° bzw. 150°.
¢) Superpositionen des freien (schwarz) mit dem dreifach koordinierenden Triolid (rot) im Na-Komplex (rechts) und dem zweifach koordinierenden Triolid (rot) im

K-Komplex (links).

bran gefunden wird oder dal3 dieser Komplex bei Eukaryo-
ten vor allem in den Mitochondrien (den ,,Mikroorganismen*
innerhalb der eukaryotischen Zelle) und Mikrosomen ange-
reichert ist, sprechen dafiir, da c-P(3-HB) wichtige Wirkun-
gen und Funktionen hat. Die Ergebnisse unserer bisherigen
Untersuchungen iiber Struktur und Eigenschaften linearer
und cyclischer (3-HB)-Oligomere stehen nicht im Wider-
spruch zu der Hypothese, wonach c-P(3-HB) Komponente
eines lonenkanals durch Zellmembranen sein konnte. Dal3 es
ausgerechnet als Teil eines Komplexes mit Ca-Polyphosphat
vorkommen soll, ist im Zusammenhang mit einer von Lip-
mann 1965 geduBerten Vermutung bemerkenswert, wonach
die ersten Organismen auf unserem Planeten nicht ATP, son-
dern anorganisches Polyphosphat oder Pyrophosphat als
Energietrdger benutzt haben kénnten (Polyphosphat —,.ein
metabolisches Fossil* )[2551,

Wenn man vom anorganischen Polyphosphat!?%¢- 237 und
dem aus aromatischen Aminosduren abgeleiteten, nicht
leicht charakterisierbaren, uneinheitlichen Polymer Lignin
der Pflanzen!238- 2591 ghsieht, gibt es vier Klassen von phy-
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siologisch bedeutsamen Biopolymeren (Biomakromole-
kiile): Polyisoprenoide, Polynucleotide, Polypeptide und
Polysaccharide. Alle vier zeichnen sich dadurch aus, daB
a) die monomeren Bausteine fundamentale Stoffwechsel-
Zwischenprodukte der Organismen sind, daB b) die zugeho-
rigen Oligomeren bedeutsamc Wirkungen aufweisen, z.B. als
Cofaktoren, Hormone oder Vitamine, bei der Signal- und
Informationsiibertragung sowie bei Erkennungsmechanis-
men, und daB c)die hochmolekularen Vertreter wichtige
Funktionen innehaben, z.B. als Katalysatoren und Rezepto-
ren, Informationstriger, Transportvehikel, Speichermateria-
lien oder als Geriiststoffe. Nach diesen Kriterien muf3 man
jetzt die Poly(hydroxyalkanoate) als die fiinfte wichtige
Klasse von Biopolymeren bezeichnen. a) Thre Bausteine, die
Hydroxycarbonsduren, im einfachsten Falle Hydroxy-
buttersdure, sind Teil des Fettsduremetabolismus; wie Iso-
prenoide und Polyketide®®% leiten sie sich letztlich von
Essigsdure ab. b) Die Oligomere, oben c-PHA genannt,
kommen als Komponenten von Komplexen mit anderen
Molekiilen mit heute weitgehend unbekannter Wirkung vor;
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Abb. 13. Oben: Apparatur zur Durchfithrung der Transportexperimente durch
eine Flissigmembran. Aus der Tris-gepufferten (0.1 m) wiBrigen Losung mit
anfinglich 1 mM Alkalimetallpikrat/0.1 M Alkalimetallchlorid im linken U-
Rohr-Schenkel werden unter Rihren die Ionen durch eine 0.1 M Triolid/
CH,Cl,-Lésung in den anderen Schenkel transportiert, dessen Wasserphase mit
zunehmender Dauer des Experiments immer intensiver gelb wird. Die Messung
der Pikratkonzentration erfolgte UV-spektroskopisch bei 4, = 356 nm. Un-
ten: Relative Geschwindigkeit des Transports T der verschiedenen Alkalime-
tall-Ionen. Es handelt sich um eine sogenannte lipophile Reihe (ohne Selektivi-
tédt fir einen bestimmten Ionenradius!) [104 b].

c-P(3-HB) ist an der Modifikation der Eigenschaften von
Zellmenbranen (Phaseniibergang, Fluiditit, Permeabilitit)
beteiligt. ¢) Das hochmolekulare s-P(3-HB) ist mikrobielles
Speichermaterial (Kohlenstoffreservoir, NADH-Aquivalen-
te). In Tabelle 8 sind fiir die fiinf Klassen von Biopolymeren

Beispiele angegeben und die Polymere den niedermolekula-
ren Verwandten gegeniibergestellt.

Zu guter Letzt bleibt die Frage, warum die niedermoleku-
laren c-PHA so spit entdeckt wurden und weshalb man ihre
Bedeutung erst jetzt zu erkennen beginnt. Offensichtlich
wurden sie in den Lipidfraktionen von Zellextrakten wegen
ihrer chemischen (Hitze, Sdure, Base) und biochemischen
(Ester spaltende Enzyme) Instabilitit iibersehen. c-P(3-HB)
kommt z.B. in E. coli nur in sehr geringen Konzentrationen
vor und wird zur Erzielung einer bestimmten Wirkung auf-
gebaut (Membranmodifikation), danach wieder abgebaut.
Wahrscheinlich unterliegt es einem schnellen Anabolismus/
Catabolismus in den Organismen. Der Sachverhalt ist also
dhnlich wie bei den Hormonen, deren stabile Vertreter seit
langem bekannt und identifiziert sind, wihrend beispielswei-
se die so wichtigen Molekiile der Arachidonsdure-Kaskade
(ebenfalls Lipide!), also die Lcukotriene, Prostaglandine,
Thromboxane etc., erst in den letzten Jahrzehnten isoliert,
charakterisiert, synthetisiert und in ihrer Bedeutung voll er-
kannt wurden (einige weisen Halbwertszeiten im Blutserum
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Wir danken Silvia Sigrist fiir ihren unermiidlichen Einsatz
bei der Herstellung des Manuskripts. Ohne die Hilfe von
Hans-Michael Biirger, Andreas Brunner und Urs Lengweiler
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