In den Fitterungsversuchen werden insgesamt 34 mg
4-Desoxyaklanonsiure 2 den Kulturen des Stammes S727
(elf Kolben mit je 80 mL Kulturfliissipkeit) zugesetzt. Nach
eintéigiger Inkubation wird der pH-Wert der Kulturen auf
pH 8.5 eingestellt und die Metabolite mit Chloroform/Me-
thanol (9:1, v/v) extrahiert. Dinnschichtchromatographi-
sche Untersuchungen zeigen neben drei roten bis violetten
Substanzen zwei gelbe Hauptprodukte. Dic polare Verbin-
dung (3 mg) weist das tpyische Verhalten von im Ring A
zweifach hydroxylierten Anthracyclinonen auf (Dehydrati-
sierung zu fluoreszierenden Naphthacendionen). Sie ist je-
doch nicht mit synthetischem 4-Desoxyaklavinon 10 iden-
tisch[?2!, sondern es handelt sich nach NMR-Untersu-
chungen um das C-7-epimere 4-Desoxyaklavinon-IT 111" 121,
Das unpolare Hauptprodukt (17 mg, [2]3° = 31 (¢ = 0.2 in
Methanol); Schmp. 174.5°C) 1aBt sich durch Vergleich mit
racemischen synthetischen Substanzen als 4,7-Didesoxyak-
lavinon 9 identifizieren?l. Die Enantiomerenreinheit wird
durch HPLC an einer chiralen Sdule nachgewiesen (Chira-
dex, Merck; Gradient: T, 50%: 0.1% Triethylamin gepuf-
fert mit HOAc auf pH 4.4/50proz. Methanol; ¢,: 100proz.
Methanol). Das racemische 4,7-Didesoxyaklavinon™?! zeig-
te erwartungsgemil zwei Peaks; beim Produkt 9 aus der
mikrobiellen Umwandlung handelt es sich um das Enantio-
mer mit geringerer Retentionszeit. Obwohl keine direkten
Vergleichswerte (z.B. Drehwerte) zur Bestimmung der abso-
luten Konfiguration bekannt sind, nehmen wir fiir 9 die na-
tiirliche (9R,10R)-Konfiguration an, da der Wildtyp der be-
nutzten Mutante ebenfalls Aklavinone mit dieser absoluten
Konfiguration produziert.

Damit ist erstmals gezeigt, da relativ einfache achirale
nichtnatiirliche Vorstufen in einer mehrstufigen Biotransfor-
mation mit hoher Ausbeute (56 %) in optisch aktive Anthra-
cyclinone tberfithrt werden kénnen. In der Daunorubicin-
Reihe haben die bereits klinisch eingesetzten 4-De-
methoxy-Analoga gegeniiber den Naturstoffen in vitro ver-
besserte Antitumorwirkung!?®. Mit dieser neuen ,,hybri-
den® Synthesetechnik, in der die chemische Synthese mit
einer mehrstufigen Biotransformation kombiniert wird,
kann man mit anderen Mutanten auch zu glycosidischen
Anthracyclinonen gelangen!'4l. Die Synthese der Biosyn-
theseintermediate 1 und 2 ist dariiber hinaus so konzipiert,
daB Isotopenmarkierungen zum Studium der Biosynthese
moglich sind.
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Selektive Dehydrierung von Aldon- und
Aldarsiuren mit R-konfigurierter a-Position
zu 2-Oxocarbonsiuren und Reduktion der
Oxogruppe der N-Acetylneuraminsiure mit
Proteus mirabilis **

Von Carsten Schinschel und Helmut Simon™
Professor Lothar Jaenicke zum 70. Geburistag gewidmet

Regio- und stereoselektive Reaktionen an Kohlenhydra-
ten oder deren Derivaten ohne Schutzgruppen sind von er-
heblichem Interesse. So ist z.B. die mikrobielle Dehydrie-
rang von D-Sorbit zu L-Sorbose durch Acetobacter
suboxidans die Schliisselreaktion der L-Ascorbinsduresyn-
these. Wie wir fanden, dehydrieren entsprechend angeziich-
tete Zellen von Proteus mirabilis in Aldon- und Aldarsauren
selektiv und quantitativ ein in x-Position zur Carboxylat-
gruppe stehendes, R-konfiguriertes C-Atom zur Oxogruppe.

Die in Schema 1 dargestellte Reaktionsfolge ergab z.B.
aus Aldonsduren der Pentose- und Hexosereihe Pent-2-ulo-
son- bzw. Hex-2-ulosonsduren. Wir fiihrten die Reaktionen
priparativim MaBstab von 10 mmol in 100200 mM Lo6sun-
gen ohne Puffer mit ruhenden Zellen von P. mirabifis durch.
p-Gulonat konnte sogar in 500 mM Lésung nahezu quantita-
tiv dehydriert werden. Als artifizieller Elektronenmediator

(2A)-RGH(OH)COO~ AQDS,, DMSA+ Hy0

RCOCO0™ AQDS, 4 DMSO

Schema 1. Enzymatische Dehydrierung von (2R)-Aldon- und -Aldarsduren.
E1 = HVOR [{2R)-Hydroxycarboxylat-Viologen-Oxidoreduktase]; AQDS =
Anthrachinon-2,6-disulfonat, E2 = Dimethylsulfoxid-Reduktase; DMSO =
Dimethylsulfoxid; DMS = Dimethylsulfid. (25)-RCH(OH)COO ™~ wird nicht

umgesetzt und bewirkt keine wesentliche Hemmung. Die Reste R ergeben sich
aus Tabelle 1.

hat sich dabei das stabile und preiswerte AQDS
(Eq = —184 mV) bewihrt. Das von uns gefundene Enzvm
HVOR(E1)Yin P. mirabilis und P, vulgaris™! dehydriert (2R)-
Hydroxycarboxylate und transferiert die Elektronen auf
AQDS (1 mMm), das sie an die in den Zellen ebenfalls vorhan-
dene DMSO-Reduktase (E2) abgibt, die schlieBlich DMSO
zu DMS reduzicrt. Dieses verliBt aufgrund seines niedrigen
Siedepunkts und seiner geringen Wasserldslichkeit das bei
38 °C gehaltene System. Es kann kondensiert und reoxidiert
werden. Es ist aber auch moglich, mit Konzentrationen von
ca. 200 mmM AQDS die Reaktion nur mit der in den Zellen
vorhandenen HVOR durchzufithren. Die Isolierung der
Oxosduren ist bei dieser Methode jedoch etwas aufwendiger.
Die Sduren wurden als Natrium- oder Kaliumsalze erhalten.

Tabelle 1 faBit die Ergebnisse zusammen. Die mikrobiellen
Reaktionen verliefen, bis auf einen Fall, nahezu quantitativ.
Wie die Dehydrierungen von 6-Phospho-p-gluconat und 4-
O-(B-p-Galactopyranosido)-p-gluconat (Lactobionat) zei-
gen, gelingt die Reaktion auch mit phosphorylierten oder
glycosylierten Aldonaten einwandfrei. Die beiden Aldarsdu-

[*] Prof. Dr. H. Simon, Dr. C. Schinschel

Lehrstuhl fir Organische Chemie und Biochemie der
Technischen Universitit Miinchen
Lichtenbergstrafle 4, D-85747 Garching
Telefax: Int. + 89/3209-3345

{**] Diese Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereich 145 von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft, der BASF AG und dem Fonds der
Chemischen Industrie gefdrdert. Frau Dr. H. White danken wir fiir Hilfen
bei der Zellanzucht, Frau N. Schmuderer fiir technische Assistenz und
Prof. Dr. C. Wandrey (Jiilich) fiir einige Gramm N-Acetylneuraminsiure.
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ren (Tabelle 1) reagieren zwar deutlich langsamer als die Al-
donséduren, die Produkte sind jedoch in guter Ausbeute er-
hiltlich.

Die Produktivitdtszahlen PN unterscheiden sich bis zum
Faktor 4. Aber auch bei den langsamer reagierenden Aldon-
sduren ist die Ausbeute in der Regel sehr hoch. Die Verhilt-
nisse der PN-Werte fiir 50 % und fitir Endumsatz sind eben-
falls unterschiedlich. Da die von uns fir mehrere
Aldonsduren bestimmten K -Werte <1 mwm sind, diirften
unterschiedliche k_,-Werte und/oder unterschiedliche Pro-
duktinhibierung der Grund sein. Eine Uberoxidation tritt
nicht auf. Auch die Isolicrung der Produkte in analysenrei-
ner Form war mit passablen bis sehr guten Ausbeuten még-
lich (Tabelle 1).

Tabelle 1. Isolierte und **C-NMR-spektroskopisch charakterisierte Pent- und
Hex-2-ulosonate und 2-Oxoaldarate.

Produkte Umsatz  Ausbeute  J (*3C) von PN [¢]
[%]{a] [%] C-2 [b} nach 50 %/
Endumsatz

Pent- und Hex-2-ulosonate

L-erythro- >98 65 102.99/107.02 10407280
D-erythro- =99 7 103.01/107.15 1320/690
D-threo- >99 78 103.76 [d] 1400/270
D-xylo- >97 95 99.47 [e] 1600/740
D-lypxo- >99 98 99.67/102.40  4000/650
L-arabino- >98 88 99.87/102.31 15807210
D-arabino- >96 85 99.89/102.33  3100/760
6-Phospho-b- >99 98 102.35/107.06 1560/250
arabino-4-0-(B-p-

Galactopyrano-

sido)-D-arabino- >99 70 99.82/105.42 10407480

2-Oxoaldarate
2-Oxo0-»-gluc- =99 91
2-Oxogalact- 79 70

103.17/107.49  310/270
103.71/107.31  280/140

[a] Nach HPLC [TEAP = Si 100, 5 um, 4.6 x 250 mm {Serva Heidelberg), 10 %
Acetonitril, 20 mm KH,PO,/H,PO, . pH 3.0-3.2, 1 mLmin " ']. [b] 360 MHz,
D.O, pH 7, 25°C, 3-Trimethylsilylpropansuifonat [{CH;),Si(CH,);SO;]. Die
durch Schrigstrich getrennten Werte stehen fiir die **C-NMR-Signale von C-2
in der z- und $-Form. [¢] PN = mmo! Produkt pro kg Biokatalysutor und
Stunde [4]. [d] D-threo-Pent-2-ulosonat scheint in Losung bei pH 7 nicht nur in
einer Halbacetalform, sondern in nennenswertem Umfang auch in einer Lac-
tonform vorzuliegen, deren a-CO-Gruppe aufgrund der Lage ihres Signals bei
& = 85.90 hydratisiert sein diirfte. [e] Nach dem NMR-Spektrum Lritt nur eine
Halbacetalform auf, Das Produkt wurde in D-Ascorbinsivre umgewandelt.

Bei keinem der Ausgangsmaterialien zeigten die '*C-
NMR-Spektren in D,O ein Signal in der Ndhe von § =100,
bei allen Produkten jedoch war ein solches Signal vorhan-
den. Es ist charakteristisch fiir die als Halbacetal vorliegende
Carbonylgruppe, die durch die Dehydrierung entsteht!?). 1-
Gluconsdure erfiillt die sterische Voraussetzung fiir dic Re-
aktion mit der HVOR nicht und wurde auch nicht umge-
setzt.

D-xylo-Hex-2-ulosonat, das Produkt der Dehydrierung
von D-Gulonat, wurde in D-Ascorbinsaure Uiberfithrt, Deren
P3C-NMR-Spektrum und das von authentischer L-Ascor-
binsdure waren identisch.

Die beschriebenen Dehydrierungen gelangen auch mit
gereinigter HVOR.

Diein Schema 1 gezeigte Reaktionsfolge ist auch geeignet,
das (R)-Enantiomer von Racematen stereosclektiv zu de-
hydrieren, und Reduktionen von 2-Oxocarbonsduren in
der Kohlenhydratreihe sind ebenfalls effektiv moglich. So
wurde die a-Carbonylgruppe von N-Acetylneuraminsiure
mit Formiat als Reduktionsmittel in Gegenwart von 1 mm
Benzylviologen durch P. mirabilis quantitativ zur Hydroxy-
gruppe reduziert. Das 1*C-NMR-Signal bei § = 97.99 ver-
schwand, und es tauchte bei § =71.52 ein neues Signal auf.
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Wir nehmen an, daf eine (R)-konfigurierte Anordnung ent-
stand, wie wir sie in einigen Dutzend anderer Fille nachge-
wiesen haben!* %1,

Uber die Reduktion zahlreicher anderer multifunktionel-
ler 2-Oxocarbonsauren zu (2R)-Hydroxycarbonsduren und
thre chemische Umsetzung zu diversen Verbindungen mit
drei Chiralitdtszentren haben wir kiirzlich berichtett®!. Da-
mit sind aus strukturell schr unterschiedlichen 2-Oxocarbon-
sduren enantiomerenreine (2 R)-Hydroxycarbonsiuren und
aus (2R)-Hydroxycarbonsiduren die 2-Oxocarbonsiiuren so-
wie aus rac-2-Hydroxycarbonsduren die reinen (S)-Enantio-
mere und die 2-Oxocarbonsiduren zugédnglich.

Diein Schema 1 gezeigten Dehydrierungen fithrten wir im
Prinzip so durch, wie wir es fiir die praparative Erzeugung
von bis zu 650 mm Loésungen von Pyruvat aus (R)-Lactat
ausgearbeitet haben!¢!,

Vor einigen Jahren wurde die Synthese von 2-Oxoaldon-
sduren durch katalytische Oxidation von Aldonsduren be-
schrieben'”!. Die Ausbeute geht dabei in Abhingigkeit von
der Zeit durch ein ausgeprigtes Optimum, und in den
meisten Fillen war das Produkt mit fiinf bis sechs Neben-
produkten entstanden.

Fiir die hier beschriebenen Umsetzungen wurden P. mira-
bilis-Zellen verwendet, die durch spezielle Anzuchtbedingun-
gen Aktivititen von >20 Umg~ ! HVOR im Rohextrakt fiir
die Reduktion von Pyruvat und von ca. 8 Umg™?! fiir die
Dehydrierung von (R)-Lactat aufwiesen (1 U erzeugt pro
Minute 1 pmol Produkt)!®l. Dies sind ganz ungewohnlich
hohe Aktivititen fiir Redoxenzyme in Rohextrakten. Mit
den von uns dann untersuchten Kohlenhydratderivaten sind
die Aktivitdten zwar wesentlich geringer, aber fiir die be-
schriebenen Umsetzungen immer noch sehr gut brauchbar.
Bei der Beurteilung der Ergebnisse mufl man beriicksichti-
gen, daf3 Biackerhefe Ketoverbindungen meist mit Produkti-
vitdtszahlen PN von 5-50 reduziert. Dehydrierungen (d. h.
Oxidationen) sind mit Hefen so gut wie unbekannt.

Das in P. mirabilis und in P. vulgaris vorhandene Enzym
HVOR zeigt die mit weitem Abstand gréfte Substratbreite
aller bisher bekannt gewordenen 2-Hydroxycarboxylat-Oxi-
doreduktasen. Diese Breite gilt nicht nur fiir die Substrate,
sondern auch fiir die artifiziellen Elektronenmediatoren. Wir
haben bis zu zwanzig geeignete Elektronenmediatoren ge-
funden, die sich um mehr als 650 mV in ihren Standard-Re-
doxpotentialen unterscheiden und damit quantitative Re-
duktionen wie auch Dehydrierungen (d.h. Oxidationen)
ermoglichen!®. Trotzdem ist das Enzym vollig stereospezi-
fisch. Bisher konnten keine Pyridinnucleotid-abhidngigen 2-
Oxosiure-Reduktasen als solche! oder nach aufwendigem
Protein-engineering mit auch nur anndhernd dieser Sub-
stratbreite gefunden werden!®: '%1. Mit Pyridinnucleotid-ab-
hingigen Redoxenzymen ist in der Regel die Coenzymrege-
nerierung aufwendiger und die quantitative Dehydrierung
aus thermodynamischen Griinden im priparativen MaBstab
nur schwer zu bewerkstelligen. Haufig tritt auBerdem starke
Produktinhibierung auf.

Experimentelles

Nichtkdufliche Aldonsduren wurden durch Oxidation der entsprechenden Al-
dosen hergestellt [11]. Die Priparation der Reaktionsidsung und die eigentliche
Dehydrierung wurden in Stickstoffatmosphire durchgefiihrt und der pH-Wert
der pufferfreien Losung wihrend der Reaktion mit Hilfe eines pH-Staten mit
2 N Natronlauge konstant gehalten. Die Reaktionslosung aus 50 mL Wasser
war 200 mM an Substrat als Natrium- oder Kaliumsalz, 300 mM DMSO, 1 mMm
an AQDS, 5mM an Ethylendiamintetraacetal sowie 0.001 mM an Tetracyclin
und enthielt 0.8 g (Trockengewicht) P.-mirabilis-Zellen. Durch die schwach
gerithrte Mischung wurde bei 38 °C ein geringer Stickstoffstrom geleitet, und
der Reaktionsverlauf wuorde durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) kontrolliert. Nach Ende der Reaktion wurde die Mischung mit
Perchlorsidure auf pH 3.5 eingestellt, der Proteinniederschlag abzentrifugiert,
der Uberstand mit 3 g Aktivkohle versetzt und filtriert. Durch Chromatogra-
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phie an einer 10 x 210 mm AG-50-W-X8 (200-400 mesh)-Sdulc in der H*-
Form (Biorad, Miinchen) wurde die freic Sdure hergestellt. Danach wurde die
schwach gelbe Losung mit Natron- oder Kalilauge auf pH 8.0 gebracht und
tyophilisiert. Der Rickstand wurde in 200 mL Methanol aufgenommen und
mit knapp 2% Wasser eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die sehr
schwer 10slichen Natrium- oder Kaliumsalze wurden abfiltriert und mit Metha-
nol und Aceton gewaschen.

Die Synthese der p-Ascorbinsdure aus D-xy/o-Hex-2-ulosonat erfolgte nach
[12].

Die Reduktion der N-Acetylneuraminsiure zur 5-Acetylamido-3,5-didesoxy-D-
erythro-L-manno-nononsdure wurde bei 38°C mit P. mirabilis statt mit
P. vulgaris nach [5a] durchgefiihrt. Die Reaktionsldsung aus 40mL Wasser war
100 mM an Substrat als Natriumsalz, 100 mM an Formiat sowie 1 mM an Ben-
zylviologen und enthielt 0.2 g (Trockengewicht) P.-mirabilis-Zellen. Der pH
wurde mit 1 ¥ Ameisensiure bei 7.0 konstant gehalten. Ausbeute 98 %.

Eingegangen am 2. April 1993  [Z 5969]
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Der erste neutrale adamantanoide
Eisen(t)-Chelatkomplex : spontane Bildung,
Struktur und Elektrochemie**

Von Rolf W. Saalfrank*, Bernd Hirner, Dietmar Stalke
und Josef Salbeck

Einer der interessantesten neuen Aspekte der Syntheseche-
mie ist die endohedrale Chemie, d. h. die Chemie im Inneren
von Kifigen'?!. Aus diesem Grunde ist es erforderlich, intra-

{*] Prof. Dr. R. W. Saalfrank, Dipi.-Chem. B. Horner
Institut fiir Organische Chemie der Universitit Erlangen-Niirnberg
Henkestralle 42, D-91054 Erlangen
Dr. D. Stalke!*!
Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit Gottingen
Priv.-Doz. Dr. I Salbeck(* *}
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Regensburg

[*] Einkristall-RSntgenstrukturanalyse.
{**] Elcktrochemie.

[¥*] ,,Adamantanoide* Chelatkomplexe, 3. Mitteilung. Diese Arbeit wurde
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemi-
schen Industrie geférdert. B. H. dankt dem Freistaat Bayern [iir ein Pro-
motionsstipendium, I S. Herrn Prof. J. Daub, Universitit Regensburg,
fiir die Unterstitzung seiner Arbeiten. — Herrn Priv.-Doz. Dr. H. U.
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molekulare Hohlrdume mit variablem Innendurchmesser
leicht aufbauen zu kénnen.

Bei der Umsetzung von Malonsduredimethylester mit Me-
thylmagnesiumiodid oder mit Methyllithium/Metali(1r)-
chlorid und Oxalylchlorid bei —78 °C in Tetrahydrofuran
und anschliefBendem Aufarbeiten mit wiBriger Ammo-
niumchloridlésung erhiclten wir durch spontane Selbstorga-
nisation'!*#! die vierkernigen Chelatkomplexe 1a (M =
Mg, Mn, Co, Ni, Zm)!*-3],

Der doppelt zweizihnige Briickenligand L! entsteht for-
mal durch Templat-Verkniipfung von zwei Malonsiuredi-
methylester-Monoanionen mit Oxalylchlorid zu 2,3-Di-
hydroxy-1,3-butadien-1,1,4,4-tetracarbonséduretetramethyl-
ester und dessen anschlieBende spontane doppelte Deproto-
nierung.

Wir waren nun davon iiberzeugt, da die GroBe des Hohl-
raums der Tetrametallat(4—)-Ionen 1a durch geeignete Spa-
cer maBgeschneidert werden kann. Auflerdem sollte es gelin-
gen, anstelle der Anionen in la mneutrale vierkernige
Metallchelatkomplexe zu erhalten, sofern man anstelle von
M?*-Tonen M?**-Ionen einsetzt.

{4n) -

[NH4+] an

< = 0.} = Unene
MsO MeO,C CO,Me OMe

12 @ = M* n=1L"X= —

1b: @ = Fe*,n=0L"X= —

1. @ = Fe*, n=012x= >

1d & = Fe*, n=0L%X=+4 >

Dazu haben wir nun 2,2-Terephthaloyldimalonsiure-
tetramethylester®! bei 20 °C mit Natriumhydrid zweifach
deprotoniert, das korrespondierende Dianion L* mit Ei-
sen(im)-chlorid-Lésung umgesetzt und nach Aufarbeitung
rubinrote Kristalle erhalten. Der Mikroanalyse und den
FAB-MS-Daten (FAB — Fast Atom Bombardment) zufolge
handelt es sich bei dem erhaltenen Produkt der Zusammen-
setzung Fe,l.Z um den vierkernigen Eisen(u1)-Chelatkom-
plex 1c¢ (Einzelheiten siche!®).

Die 'H- und 3C-NMR-Spektren von Fe,L2 1¢ ermdgli-
chen keine eindeutige Aussage iiber die Struktur des Kom-
plexes, Wir haben deshalb von 1¢ eine Rontgenstrukturana-
lyse angefertigt!®. Dcmnach legt Ic im Kristall als
neutraler, adamantanoider, vierkerniger Eisen(ur)-Chelat-
komplex (Abb. 1) vor, der erste seiner Art!*?). Den Kern des
Komplexes 1c bildet ein nahezu idealer Tetraeder, in dessen
Ecken sich vier Fe-Ionen befinden. Die sechs Tetraeder-
kanten werden jeweils durch den doppelt zweizihnigen,
zweifach negativ geladenen Briickenliganden L? verklammert
(Abstinde gegeniberliegender Phenylringzentren ~ 10 A).
Jedes der vier Fe-Tonen ist oktaedrisch von sechs Sauer-
stoffatomen umgeben'*?! (Abb. 2).

Bei oktaedrischen Komplexen des Typs MA B, [flir zwei-
zihnige Liganden: M(AB),] sind prinzipiell zwei Enantio-
merenpaare [(4)-, (A)-fac und (4)-, (A)-mer] moglicht*..
Der Fe,L.2-Komplex 1¢ hat im Kristall exakt S,-Symmetrie
und ist somit achiral (meso-Form). Das bedeutet, daB in 1¢
die Liganden L? um die vier Eisenzentren jeweils facial ange-
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