ZUSCHRIFTEN

Disaccharid-Mimetica durch enzymatische
Tandem-Aldoladditionen **

Oliver Eyrisch und Wolf-Dieter Fessner*
Professor R. R. Schmidt zum 60. Geburtstag gewidmet

Das zunehmende Detailverstindnis der Wirkungsweise von
komplexen Oligosacchariden in biologischen Erkennungsphi-
nomenen sowie das Vorkommen langkettiger Zuckerstruk-
turen in Wirkstoffen wie den Tunicamycinen hat die Synthese

von héherhomologen Zuckern
OH und deren Derivaten mit
HO—~0 401 o0 8—13 Kettengliedern in den
Mittelpunkt des Interesses mo-
derner  Kohlenhydratchemie
geriickt!), Insbesondere inter-
essieren C-Disaccharide™! als
nicht-hydrolysierbare Antime-
tabolite, d. h. potentielle Inhibitoren glycosidumsetzender Enzy-
me. Synthesestrategien klassischer Manier —iterative Kettenver-
langerung oder konvergente Blockkondensation auf der Basis
verfiigbarer Pentosen oder Hexosen — erfordern die unmaskier-
te, freie Carbonylfunktion der Zucker und bedingen nicht zu-
letzt dadurch intensive Schutzgruppenmanipulationen. Offen-
sichtliche Restriktionen liegen in begrenztem Vorkommen oder
begrenzter Reaktivitit geeignet konfigurierter Vorldufer aus
dem ,,chiral pool*.

Im Rahmen der Entwicklung enzymatischer de-novo-Synthe-
sen von einfachen Zuckern' und deren Kettenverlingerung
mit Aldolasen um einen C,-Baustein zu Cq4- und C,-Vertre-
ternt* 5} fanden wir ein neues Verfahren: Durch doppelte Ket-
tenverlingerung (,, Tandem*- Aldolisierung®) kénnen Dodeco-
2,11-diulosen mit doppelt furanoider oder pyranoider Struk-
turt” (z.B. 4 und 8) — formal Schwanz, Schwanz-C, C-verkniipf-
te Ketohexosen — stereoselektiv und mit gezielt variablem Sub-
stitutionsmuster aus einfachen, leicht verfiigbaren Dialdehyden
erzeugt werden.

Die enzymvermittelte Aldolreaktion von Dihydroxyaceton-
phosphat (DHAP) mit 2- bzw. 3-hydroxylierten Aldehyden
fiihrt zu Ketofuranosen bzw. Ketopyranosen, wobei die absolu-
te und relative Konfiguration aller Stereozentren im Produkt
durch Wahl der Aldolase (C-3, C-4)!®! sowie durch kinetisch
oder thermodynamisch selektierende®™ Reaktionsfithrung
(C-5, C-6) festgelegt werden kann. Prinzipiell sollte dieser Pro-
zeB auf difunktionale Aldehyde iibertragbar sein'* . Ein plausi-
bler Testkandidat war 2,5-Dihydroxyhexandial 2, das glatt aus
racemischem Cyclohex-2-en-1,4-diol 1111 durch Ozonolyse und
reduktive Aufarbeitung erhalten wird und laut NMR-Analyse
in Losung in mehreren konstitutionsisomeren Formen (Hydra-
te, Hemiacetale; vorwiegend 2a) existiert (Schema 1). Die
Kupplung zu 4a unter FruA-Katalysel® mit DHAP, in situ
erzeugt durch Retroaldolisierung von Fructose-1,6-bisphosphat
(FBP), verlief mit befriedigender Geschwindigkeit (~10% rel.
v,...) unter transienter Bildung eines Monoadduktes (3; DC-
Nachweis). Moglicherweise ist die Sekunddraddition kinetisch
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Schema 1[8]. a) O,/MeOH, — 78 °C; Me,S, RT. b) 1.3 Aquiv. FBP, FruA (125 U),
Triosephosphat-Isomerase (250 U), pH 7.2, 2d. ¢)Saure Phosphatase (25U},
pH 5.8, 3d; 37% 4b aus rac-1.

benachteiligt, da die Pyranoseform 3a mit maskierter Aldehyd-
gruppe vermutlich stabiler als die im Gleichgewicht vorliegende
Furanoseform 3b mit freiem Aldehyd(hydrat) ist, jedoch wird
das Zwischenprodukt 3 in Gegenwart eines geringen DHAP-
(FBP-)Uberschusses praktisch vollstindig verbraucht. Nach en-
zymatischer Dephosphorylierung von 4 a mit saurer Phosphata-
se, Chromatographie an Ca®*-beladenem lonenaustauscher
und Kristallisation aus Wasser/Aceton wurde ein Bisaddukt in
37% Gesamtausbeute (bezogen auf rac-1; 74% bezogen auf
(R,R)-1) isoliert. Dieses Bisaddukt ist nach Ausweis der Spek-
tren eindeutig das C,-symmetrische, all-frans-konfigurierte
4b!'2)_ein 6,6'-verkniipftes D-Fructose-Dimer. Im Rohprodukt
waren keine nennenswerten Anteile des sich aus dem Antipoden
(8,5)-2 rekrutierenden Diastereomers nachweisbar (< 5%), das
wegen der doppelt cis-vicinalen Substitution weniger stabil sein
sollte.

3,4-Dihydroxyhexandial 6 wurde durch oxidative Ringspal-
tung des doppelt homoallylischen Diols rac-5!1* erzeugt (Sche-
ma 2) und in wiBriger Losung NMR-spektroskopisch als Ge-
misch bicyclischer Anomere 6a charakterisiert (o, a:a,B:B,B =
7:9:2), neben denen keine lineare Spezies nachweisbar ist
(<2%). Im Einklang damit verlief der Primérschritt der Aldoli-
sierung mit DHAP/FruA deutlich zégernder als bei 2; ohne
nachweisbares Intermediat (vermutlich vorzugsweise als Pyra-
nose 7) war in 7 Tagen Reaktionsdauer direkt das einheitliche
Bisphosphat 8a entstanden. Durch Dephosphorylierung fiel in
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Schema 2{8]. a) O;/MeOH, —78°C; Me,S, RT. b) 1.0 Aquiv. FBP, FruA (500 U),

Triosephosphat-Isomerase (500 U), pH 7.2, 7 d; 40 % Umsatz. ¢) Saure Phosphata-
se (50 U), pH 5.8, 16 h; 13% 8b aus rac-5.
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13% Gesamtausbeute (bezogen auf rac-5; 26 % bezogen auf
(R,R)-S, umsatzbezogen ca. 60—-70%) die bipyranoide Diketose
8b kristallin an. Beweiskriftig fiir ihre C,-Symmetrie sind die
bandenarmen NMR-Spektrent*?! und fiir ihre diiquatoriale
Verkniipfung das typische Auftreten eines Pseudoquartetts der
axialen Protonen 5-H und 8-H mit annéhernd gleichen gemina-
len und vicinalen Kopplungen um 12 Hz. Trotz DHAP-Uber-
schuB (als FBP) war kein Addukt des (.S,S)-Enantiomers von 6
gebildet worden, dessen Konstitution mit diaxialer Verkniip-
fung selbst gegeniiber der des furanoiden FBP thermodyna-
misch benachteiligt zu sein scheint.

Der meso-Dialdehyd 10 kann sich nur durch einfache Cycli-
sierung stabilisieren (10a, Schema 3) und sollte daher weit bes-
sere Substratqualitdten aufweisen. In der Tat akkumulierte sich
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Schema 3[8]. a) O,/MeOH, —78°C; Me,S, RT. b) 1.0 Aquiv. FBP, FruA (250 U),
Triosephosphat-Isomerase (500 U}, pH 7.2, 16 h. c) Saure Phosphatase (50 U},
pH 5.8, 16 h; 71% aus 9. d) 11b + MeOH, Dowex 50W-X8, RiickfluB; 87% 12
(entspricht 13, H statt Ac). e) Ac,O/Py, RT; 91% 13.

wihrend der Enzymreaktion mit DHAP/FruA vergleichsweise
rasch direkt ein Bisaddukt, so daB der moglichen kinetischen
Priferenz der Aldolase fiir die (3S)- oder (3R)-Hydroxyalde-
hydstruktur in 10 nicht ndher nachgespirt werden konnte. We-
der beim Phosphatester 11a noch beim durch {ibliche Aufarbei-
tung in 70 % Gesamtausbeute erhaltenen sirupdsen freien Zuk-
ker 11b war eine befriedigende NMR-Auswertung moglich:
Offenbar liegt ein kompliziertes Anomeren- und/oder Konfor-
merengemisch vor, das durch die eindeutig belegte Beteiligung
auch partiell acyclischer Formen am Gleichgewicht noch un-
ubersichtlicher wird. Die Umsetzung von 11b zum schwerlos-
lichen Dimethylglycosid 12 (entspricht 13, H statt Ac, 87%
Ausbeute) und dessen Peracetylierung zu 13 ermoglichten indes
eine vollstindige Signalzuordnung!*2! und Konformationsana-
lyse, nach der eindeutig die von der (S)-konfigurierten Aldehyd-
hélfte aufgebaute Pyranose zur Vermeidung einer ungiinstigen
dquatorial-axialen Ringverkniipfung zwei axiale O-Acylsubsti-
tuenten an C-3'/C-4' tolerieren muB.

Der Einsatz der zu FruA stereokomplementiren RhuA!®], am
Beispiel von 6 erprobt, erbrachte zwei recht iiberraschende Be-
funde (Schema 4):

1) Zigiger Umsatz von DHAP brach abrupt mit Bildung ei-
nes Monoaddukts 14 ab, das sich erst durch Zugabe von FruA
in ein Bisaddukt 15a Gberfiihren lieB3;

2) die NMR-Analyse!*?! von 15b ergab zweifelsfrei in einem
der beiden Ringe ein cis-vicinales statt des erwarteten trans-Sub-
stitutionsmuster.

Das Versagen der RhuA bei der Zweitaddition muB} auf die
anionische Ladung des Phosphatesters im Zwischenprodukt
14a zuriickgefiihrt werden (Glycerinaldehyd-3-phosphat wird
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Schema 4 [8]. a)2.5 Aquiv. DHAP, RhuA, pH 6.8. b) + FruA. c)0.75 Aquiv.
FBP, RhuA (150 U), FruA (150 U), Triosephosphat-Isomerase (500 U), pH 7.2,
20 h. d) Saure Phosphatase (50 U), pH 5.8, 16 h; 46% 15b aus rac-6.

ebenfalls nicht akzeptiert!#!). Diese Ladung kann nach Modell-
betrachtungen in die Nihe der Aldehydgruppierung gebracht
werden. Da die FruA hingegen bevorzugt anionische Substrate
umsetzt!*), aber 6 nur vergleichsweise zogerlich akzeptiert, er-
géinzen sich die Biokatalysatoren nahezu ideal fiir eine Eintopf-
synthese, bei der unter simultaner Einwirkung beider Aldolasen
auf 6 und FBP in der Tat 15a hochselektiv entsteht (Rohanteil
>90%; 46 % Gesamtausbeute an 15b). NMR-Analyse des Ad-
dukts und Spektrenvergleich mit 8b beweisen das Vorliegen ei-
ner diiquatorialen Ringverkniipfung, einer all-dquatorial sub-
stituierten Pyranose und einer axialen 3-OH-Gruppe im zweiten
Ring (J;., =94, Jy. 4 = 3.2Hz). Wegen des Einsatzes von
rac-6 und ,,enantiogener* Aldolasen konnte die cis-Konfigura-
tion prinzipiell von beiden Enzymen erzeugt worden sein (epi-4-
OH durch RhuA, epi-3-OH durch FruA; 15 oder ent-15), ist
jedoch nur als Resultat der Fehlpositionierung des Aldehyds
durch die RhuA plausibel erklarbar, da mechanistische Erwé-
gungen eine Enantiospezifitit aller DHAP-Aldolasen fiir C-3
nahelegen'*), wihrend eine eingeschrinkte Diastereoselektivi-
tdt der RhuA beziglich C-4 fiir bestimmte Substrattypen doku-
mentiert ist!! %! und méglicherweise bei verlingerter Reaktions-
dauer zur Akkumulation des ,.falsch verkniipften cis-Addukts
durch Aquilibrierung fiihrt.

Die zum Teil noch verbesserungswiirdigen Ausbeuten der
Tandemadditionen reflektieren zum einen die schlechteren Sub-
stratqualititen halbacetalisch maskierter Aldehyde mit vermut-
lich hohen apparenten K -Werten, zum anderen die bisher nicht
optimierten Reaktionsbedingungen, die insbesondere mit der
Wahl von Fructose-1,6-bisphosphat als DHAP-Quelle durch
lange Aquilibrierungsperioden und unbekannte Gleichge-
wichislagen mogliche Schwachstellen aufweisen; oxidative
DHAP-Erzeugung in situ!!”! wire eine plausible Alternative.
Da jedoch ausgehend von leicht zuginglichen, racemischen
Ausgangsmaterialien in einem einzigen Syntheseschritt vier
neue Asymmetriezentren erzeugt und zwei weitere (davon ein
unabhingiges) differenziert werden kdnnen — unter enantiome-
renreiner Bildung komplexer Zuckerskelette bei hoher Struktur-
variabilitdt —, sind enzymatische Tandem-Aldolisierungen hoch
attraktiv.

Eingegangen am 23. Mérz 1995 [Z 7824]

Stichworte: Aldolasen - Disaccharid-Mimetica - Kohlenhydrate
- Tandemreaktionen
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Die Hydroxylierung von Alkanen mit
molekularem Sauerstoff, katalysiert durch das
Ruthenium-substituierte Polyoxometallat
[WZnRuy'(OH)(H,O)(ZnWs03,),]" ' ~**

Ronny Neumann*, Alexander M. Khenkin
und Mazal Dahan

Die Verwendung von Disauerstoff als Oxidationsmittel fiir
Kohlenwasserstoffe in fliissiger Phase ist ein wichtiges For-
schungsziel, da er gut verfligbar ist und die Umwelt nicht bela-
stet. Da jedoch der Grundzustand von Disauerstoff ein Triplett-
zustand ist, konnen organische Verbindungen mit ihm nicht
direkt oxidiert werden. Ubliche Methoden der ,,Aktivierung*
von Disauerstoff sind a) die Bildung von Kohlenwasserstoffra-
dikalen, die nach dem radikalischen Autoxidationsmechanis-
mus zu reaktiven Hydroperoxiden fiihren!!], b) die Bildung des
hochreaktiven Singulettsauerstoffs durch Photoanregung von
Disauerstoff!?), ¢) die Verwendung von Disauerstoff als sekun-
ddres Oxidationsmittel bei Metallionen-katalysierten Oxidatio-
nen wie dem Wacker-ProzeB'*! und d) die reduktive Spaltung
von Disauverstoffiibergangsmetall-Komplexen zur Bildung
hochreaktiver Metall-Oxo-Intermediate wie in Porphyrinman-
gan-Verbindungen! und den verschiedenen Gif-Systemen®.
Wiinschenswert wire jedoch, ohne diese Umwege direkt Di-
sauerstoff als Oxidationsmittel verwenden zu konnen. Es gibt
einige wenige Beispiele fiir solche Reaktionen, darunter die Al-
kenepoxidierung mit Rutheniumporphyrinen'®! und die Alkan-
hydroxylierung mit perfluorierten Eisenporphyrinent’.. Aller-
dings wurden kiirzlich Belege dafiir vorgestellt, daB der
letztgenannte ProzeB eine radikalische Autoxidation ist!®!,

Wir berichten nun iiber die Synthese des Diruthenium-substi-
tuierten Polyoxometallats 1 und seine Verwendung als Kataly-

[WZnRu{(OH)(H,0)(ZnW,0,,),]'" ™ 1

sator bei der Hydroxylierung von Alkanen (z. B. Adamantan)
mit molekularem Sauerstoff unter Atmosphérendruck. Die Hy-
droxylierung findet nahezu ausschliefilich an tertidren Kohlen-
stoffatomen statt. Diese Regioselektivitit deutet darauf hin,
daB es sich bei dieser Reaktion nicht um eine radikalische Aut-
oxidation handelt, sondern daB3 das Ruthenium-substituierte
Polyoxometallat den molekularen Sauerstoff auf andere Weise
aktiviert. Diese Schlufolgerung wird gestiitzt durch die Tatsa-
che, dal Adamantan auf diese Art leichter oxidiert wird als
Triphenylmethan und die Reaktion nicht durch Alkylradikal-
finger wie tert-Butylbrenzcatechin inhibiert wird. AuBlerdem
fiihren Oxidationen mit Hydroperoxiden — die als Zwischenstu-
fen bei Autoxidationen auftreten —zu signifikant anderen Selek-
tivitdten.

Das Polyoxometallat 1 kann als Dimer mit einer gekappten
Keggin-Struktur betrachtet werden, das aus einem Giirtel aus
W-, Zn- und Ru-Kationen und zwei diesen sandwichartig ein-
schlieBenden trivakanten B-XW,0,,-Keggin-Fragmenten be-
steht (Abb. 1). Dieses neue Rutheniumpolyoxometallat ist iso-
strukturell zu anderen dhnlichen Ubergangsmetall-substituier-
ten Verbindungen, die bereits beschrieben sind!® % und frither
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