ZUSCHRIFTEN

viele gemeinsame Strukturmerkmale; der augenfilligste Unter-
schied ist das in die Re2-C3-Bindung inserierte Schwefelatom S3
(Re2-83 2.452(2) A). Auch die C2-C3-Bindung von 3b ist kurz
(1.38(1) A), jedoch ebenfalls der C3-S3-Abstand (1.676(8) A).
Dieser ist damit sogar noch kleiner als die C-S-Absténde in der
Dithiocarboxylat-Gruppe (1.713(7) A und 1.702(7) A) und hat
somit einen gewissen Doppelbindungscharakter.

In zunehmendem Mafe beschiftigen sich Untersuchungen
mit der Oxygenierung von organischen Liganden in Metallkom-
plexen durch Atom-Transfer-Reaktionen!™. Uns sind allerdings
keine Untersuchungen bekannt, in denen sowohl Sauerstoff- als
auch Schwefelatome in denselben Ubergangsmetall-Kohlen-
stoff-Bindungstyp inseriert werden konnten.

Experimenteiles

2: 100.0 mg (0.139 mmol) 1 und 100.0 pL (1.660 mmol) CS, wurden in 200 mL
Dichlormethan geldst und unter Riickfluf3 firr 4 h erhitzt. Das Produkt wurde dinn-
schichtchromatographisch (Kieselgel) isoliert. 82.8 mg 2 (orange, 78 %). IR (He-
xan): (C=0) [cm™'] = 2098 (w), 2008 (s), 1995 (m), 1959 (s), 1582 (w); 'H-NMR
(CDCly): 6 =11.65 (s, 1H, CH), 4.09 (s, 3H, OMe); MS: m/z =758 (M *, 187Re),
Ionen, die der Abspaltung der acht Carbonylliganden entsprechen; korrekte Ele-
mentaranalyse.

3a: 20.0 mg (0.026 mmol) 2 lieB man mit 3.0 mg (0.032 mmol) Pyridin-N-oxid in
30 mL Dichlormethan bei 25°C 20 min lang reagieren. Das Produkt wurde diinn-
schichtchromatographisch (Kieselgel) isoliert. 19.8 mg 3a (gelb, 97% Ausbeute).
IR (Hexan): HC=0)[cm™ '] = 2120 (vw), 2101 (w), 2018 (s), 2002 (s), 1991 (s),
1958 (s}, 1605 (m); "H-NMR (CDCl,): 6 = 9.64 (s, 1 H, CH), 3.92 (s, 3H, OMe);
MS: mjz =774 (M *, '87Re}, lonen, die der Abspaltung von sechs Carbonylligan-
den entsprechen; korrekte Elementaranalyse.

3b: 20.0 mg (0.026 mmol) 2 lieB man mit 20.0 pL (0.336 mmol) C,H,S in 20 mL
Hexan bei 25°C iiber 3 h reagieren. Das Produkt wurde diinnschichtchromatogra-
phisch (Kieselgel) isoliert. 10.2mg 3b (orange, 50% Ausbeute). IR (Hexan):
H(C=0)[cm™ '] = 2114 (vw), 2101 (w), 2019 (s), 2004 (s), 1993 (m), 1963 (s), 1958
(m), 1585 (w); "H-NMR (C(Dy): 6 =10.17 (s, 1H, CH), 2.82 (s, 3H, OMe); korrek-
te Elementaranalyse.
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Kontinuierliche enzymatische Synthese von
2’-Desoxythymidin-5'-(a-D-glucopyranosyl)-
diphosphat **

Astrid Zervosen, Lothar Elling und Maria-Regina Kula *

2’ - Desoxythymidin - 5 - (x - D - glucopyranosyl )diphosphat
(dTDP-Glucose) 3d gehort zu den priméren Nucleotidzuckern,
deren Existenz und Bedeutung in der Biosynthese von glycosy-
lierten Verbindungen von Leloir 1950 erkannt wurde!*!, In der
Grundlagenforschung wird heute intensiv die Rolle komplexer
Glycokonjugate bei der interzelluliren und immunologischen
Erkennung in biologischen Systemen untersucht!?!. Im Zuge
dieser Entwicklung gewinnt die enzymatische Synthese von Oli-
gosaccharidstrukturen mit Glycosyltransferasen®! und Glyco-
sidasen' im Vergleich zur arbeitsintensiven, durch aufwendi-
gen Einsatz von Schutzgruppen gekennzeichneten chemischen
Synthese immer mehr an Bedeutung®!. Der Gebrauch einer
Glycosyltransferase setzt die Verfiigbarkeit eines geeigneten Nu-
cleosiddiphosphatzuckers voraus. In den letzten Jahren wurden
mehrere aktivierte Zucker unter Verwendung unterschiedlicher
Pyrophosphorylasen im priparativen MaBstab hergestellt!®),

Wir haben erstmalig Saccharose-Synthase (EC 2.4.1.13), die
einzige bisher bekannte Glycosyltransferase, die sowohl die-
Spaltung als auch die Synthese eines Disaccharids katalysiert,
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Schema 1. Synthese von Nucleosiddipbosphatzuckern mit Saccharose-Synthase aus
Reis.
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zur Herstellung von dTDP-Glucose eingesetzt. Von dTDP-Glu-
cose ausgehend sind eine Reihe von aktivierten Desoxyzuckern
(z.B. dTDP-Dihydrostreptose, dTDP-L-Rhamnose) zugénglich,
die Bestandteile von bestimmten Antibiotika!” oder von Lipo-
polysacchariden der Enterobakterien sind!?. Die aus Reiskor-
nern aufgereinigte Saccharose-Synthase spaltet Saccharose in
Gegenwart von Uridin-5'-(UDP) 2a, 2-Desoxythymidin-5'-
(dTDP) 2d, Adenosin-5-(ADP) 2b, Cytidin-5-(CDP) 2e und
Guanosin-5'-(GDP)diphosphat 2¢ (Schema 1) und bietet sich
somit zur Synthese von primiren Nucleotidzuckern an'®!. Das
Enzym kann bei Glycosyltransferase-katalysierten Reaktionen
zur In-situ-Regenerierung von dTDP-Glucose eingesetzt wer-
den. Hingegen kann die dTDP-Glucose-Pyrophosphorylaset],
die die Reaktion von dTTP mit Glucose-1-phosphat katalysiert,
aufgrund der noch ungelosten Frage der enzymatischen Rege-
nerierung von dTTP aus dTDP fiir gekoppelte Reaktionen nicht
verwendet werden.

Mit einem Enzym-Membran-Reaktor (EMR) konnte nun
erstmals eine kontinuierliche enzymatische Synthese eines
Nucleosiddiphosphatzuckers im priparativen MaBstab reali-
siert werden. Die Saccharose-Synthase wurde unter Abtrennung
der storenden Nebenaktivititen, der Phosphatasen und der In-
vertase, aus Reis aufgereinigt!*®. Unter den Synthesebedingun-
gen (200 mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yllethansulfon-
sdure (Hepes)-NaOH-Puffer, pH 7.0, 30 °C) wurde fiir das En-
zym eine Aktivititshalbwertszeit von 119 h gemessen. dTDP-
Glucose ist unter diesen Bedingungen stabil, wihrend 1% des
eingesetzten dTDP bei der Synthese im EMR zu 2'-Desoxythy-
midin-5-monophosphat (d{TMP) hydrolysiert. Bei der Umset-
zung von 5 mM dTDP und 350 mm Saccharose 1 wurde im EMR
eine maximale Ausbeute von §9.6% dTDP-Glucose 3d erzielt
{Abb. 1).
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Abb. 1. Konzentrations-Zeit-Verlauf dcr kontinuierlichen Synthese von dTDP-Glu-
cose 3d (¥) im Enzym-Membran-Reaktor; Ausgangskonzentrationen: S mm dTDP
2d (a), 350 mm Saccharose 1, 200 mm Hepes-NaOH; pH 7.0; 30 °C; 990 mU Sac-
charose-Synthase; Verweilzeit: 0.67 h. D-Fructose (o); Y: Ausbeute (o).

Dies entspricht einer Raum-Zeit-Ausbeute von 98.1 gL~ 'd ™!
(ca. 1 gd~ ! dTDP-Glucose im verwendeten Reaktor). Im Ver-
gleich zu parallel durchgefithrten Synthesen im Satzreaktor
kann der Enzymverbrauch von 3.9 Ug™! dTDP-Glucose auf
1 Ug™" gesenkt werden.

Aliquote der im EMR synthetisierten dTDP-Glucose 3d wur-
den nach zwei unterschiedlichen Reinigungsverfahren aufgear-
beitet. dTDP-Glucose wurde durch Ionenaustauschchromato-
graphie isoliert; bei der anschlieBenden Lyophilisation konnte
die Zersetzung der dTDP-Glucose dadurch verringert werden,
daB der pH-Wert der Losung auf pH 7.0 eingestellt wurde. Bei
der Entsalzung des Lyophilisats wurde alternativ zur Gelfiltra-
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tion eine Ethanol-Aceton-Fillung durchgefiihrt, die sich durch
ein einfaches Scale-up auszeichnet. Beide Reinigungsverfahren
sind noch verbesserungswiirdig. Aufgrund der hohen Ausbeute
von fast 90% dTDP-Glucose kann das Produkt eventuell ohne
vorherige Reinigung fiir weitere enzymatische Umsetzungen
eingesetzt werden. Die enzymatisch hergestellte dTDP-Glucose
(Reinigungsverfahren 2) wurde 'H- und **C{'H}-NMR-spek-
troskopisch charakterisiert (Tabelle 1).

Tabelle 1. NMR-spektroskopische Daten von dTDP-Glucose 3d. ‘H-NMR
(400 MHz, D,0); *C{*H}-NMR (100 MHz, D,0) [11].

‘H-.NMR (400 MHz, D,0): 6=7.80 (s. 1H; H-6), 640 (dd, *J(1.2a)~
3J(1,2b) = 7.0 Hz, 1H; H-1), 5.65 (dd, *J(1",2") = 3.6 Hz, 3J(1",P) =7.1 Hz, 1H;
H-1"), 4.80 (HDO), 4.66 (m, 1 H; H-4), 425 (m, 2H; H-5a, 5b), 4.02—3.86 (m,
2J(6"a, 6"b) =12.7 Hz, 2H; H-5", H-6"a), 3.86--3.79 (m, %J(3"4") =9.2 Hz,
3J(4" 5"y = 8.7 Hz, *J(5",6"b) = 4.6 Hz, 2J(6"a,6"b) =12.7 Hz, 2H; H-4", H-6"b),
3.58 (ddd, *J(1".2") = 3.6 Hz, J(2",3") = 9.7 Hz, *J(2",P) = 3.4 Hz, 1H; H-2"),
3.51(dd, *J(2",3") = 9.7 Hz, *J(3".4") = 9.2 Hz, 1 H; H-3"), 2.43 (m, 2H; H-2a, b),
1.98 (s, 3H; $-CH,)

B3C{1H}-NMR (100 MHz, D,0): § =156.1 (C-5'), 137.6 (C-6), 95.8 (d, 3H(C-1,
P) = 6.5 Hz, C-17), 85.5 (C-1), 73.1 (C-5"). 1.8 (d. *J(C-2".P) = 8.5 Hz, C-2"), 71 .4
(C-3), 71.2 (C-4), 69.5 (C-3"), 65.7 (d, 3J(C-5,P) = 6.5 Hz, C-5), 60.6 (C-6"), 38.8
(C-2). 11.9 (5-CH,)

Arbeitsvorschrift

Die Reaktion wurde in Hepes-NaOH-Puffer (200 mum, pH 7.0) bei 30 °C durchge-
fiihrt. Zu Beginn wurden 990 mU der aufgereinigten Saccharose-Synthase [10] und
10 mg Rinderserumalbumin Gber einen vorgeschalteten Sterilfilter (0.2 pm, Sarto-
rius, Gottingen) in den sterilen, mit Puffer gefullten EMR (Volumen 10 mL; Bioen-
gineering, Wald, Schweiz) injiziert. AnschlieBend wurde die Substratldsung (100 mL
Puffer mit dTDP (2d, Na*-Salz, 230 mg, 5 mM, Sigma) und Saccharose (1, 11.98 g,
350mM) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 15mLh™* kontinuierlich durch den
Reaktor gepumpt, in dem das Enzym durch eine Ultrafiltrationsmembran (YM 10,
Amicon, Witten) zuriickgehalten wurde. Der Syntheseverlauf wurde 40¢ min (zehn
Verweilzeiten) lang durch regelmiBige Probeentnahme verfolgt. Mit Ionenpaar-
HPLC wurden die Nucleosidphosphate und Nucleotidzucker aufgetrennt und
quantitativ analysiert [10]. Aliquote der produzierten dTDP-Glucose wurden nach
unterschiedlichen Reinigungsverfahren aufgearbeitet. Verfahren 1 (84.4 mg Roh-
produkt): Zundchst wurden dTDP, die Zucker und der Puffer durch Ionenaus-
tauschchromatographie mit Sepharose Q in C1™-Form (1.8 x 30 cm, Gradient: 55—
200 mm LiCl bei pH 5.0) abgetrennt. Die Abtrennung von dTMP erfolgte mit Do-
wex 1x2 in Cl”-Form (100—200 mesh, 2.6 x 7.0 cm, Gradient: 55--350 mm LiCl
mit 3 mmM HCl). Nach der Lyophilisation wurde das Produkt durch Gelfiltrations-
chromatographie (G-10, 1.6 x 30 cm) entsalzt (39.1 mg, 46.4%).

Verfahren 2 (57.8 mg Rohprodukt): Nach der Jonenaustauschchromatographie mit
Sepharose Q wurde dTMP mit Dowex 1 x 2 in Cl™-Form (100200 mesh, 2.6 x 7.0,
0-500 mM LiCl) entfernt. Im Anschlufl an die Lyophilisation wurde das Lyophili-
sat in Ethanol gel6st und dTDP-Glucose durch Zugabe der 2.5fachen Menge Ace-
ton ausgefillt, abfiltdert und getrocknet. (24.5mg, 42.4%) [a]3?° = 48.1
(¢ = 4.6 mm in H,0). Das Produkt enthielt Jaut HPLC-Analyse [10] 6.5% dTMP.
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