
-0.03 eV liegt und dainit eine Reaktion unter Beteiligung von 
Wasserstoff endotherm verlaufen sollte. 
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ZUSCHRIFTEN 

Synthesen von dTDP-6-Desoxy-4-ketoglucose 
und deren Analoga mit nativer und rekombi- 
nanter dTDP-Glucose-4,6-dehydratase ** 
Andreas Stein, Maria-Regina Kula, Lothar Elling *, 
Stefan Verseck und Werner Klaffke * 

Bei der Biosynthese desoxygenierter Oligo- und Polysacchari- 
de kommt aktivierten Ketoglucose-Derivaten eine Schliisselrol- 
le zu, denn von ihnen ausgehend verzweigt sich das weitere 
Biosynthesemuster zu 2,6- und 3,6-Didesoxy-, Aminodesoxy- 
und verzweigten desoxygenierten Zuckern. Wahrend die Gen- 
cluster fur die Desoxyzucker-Biosynthese in Bakterien lokali- 
siert werden konnten und damit auch die Bereitstellung der 
erforderlichen Enzyme in greifbare Nahe geruckt ist, stehen die 
unzureichende Verfiigbarkeit der Intermediate und fehlende ef- 
fektive Analysemethoden[' - 31 einer eingehenderen Untersu- 
chung im Weg. Das Losen dieser Probleme ist jedoch unabding- 
bare Voraussetzung jeglicher Versuche, die Erfolge bei der 
chemoenzymatischen Synthese von N-glycosidisch gebundenen 
Glycanen auf Desoxyoligosaccharide zu ubertragen. 

Einer der Aktivierungswege zu Desoxyzuckern verlauft in 
Bakterien von dTDP-D-Glucose 1 (dTPD = Thymidin-5'- 
diphosphat) zu dTDP-L-Rhamnose uber die entsprechende 
6-Desoxy-4-keto-Verbindung 2, deren Synthese wiederum von 
dTDP-~-Glucose-4,6-dehydratase [EC 4.2.1.461 katalysiert 
wird (Schema 1). Dieses Enzym ist aus verschiedenen Quellen 
zur Umsetzung markierter Substrate verwandt ~ o r d e n ~ ~ '  'l. 
Kurzlich wurde ein entscheidender Fortschritt in der enzymati- 

dTDP-Glucose-4,6-dehydratase 2: R=OH 

[E.C. 4.2.1.461 5: R=H * r: R = N ~  

HoOdTDP 

H O W  

HO 4 2  
1 : R=OH 
4: R=H HoOdTDP 
6: R=N3 0 

3 
Schema 1. Fur wichtige physikalische Daten von 2, 5 und 7 siehe Tabelle 1 
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schen Synthese von dTDP-6-Desoxy-4-ketoglucose 2 erzieltl6]. 
Wahrend der Vorberei tung unserer Veroffentlichung erschienen 
die Arbeiten von Lindqvist et aI.['] zur Biosynthese der CDP-D- 
Abequose (CDP-3,6-Didesoxy-~-galactose, CDP = Cytidin-5'- 
diphosphat), in denen die analytische Trennung aller beteiligten 
aktivierten Zucker gelang. 

Wir beschreiben hier die Darstellung und erstmalige NMR- 
spektroskopische Charakterisierung der dTDP-6-Desoxy-ce~- 
xylo-hexopyran-4-ulose 2 in reiner Form sowie die Umsetzun- 
gen strukturell verwandter, nichtnatiirlicher dTDP-Glucose- 
Analoga zu den entsprechenden 6-Desoxyzuckern. Daneben 
stellen wir eine sowohl analytische als auch priiparative Tren- 
nung dTDP-aktivierter Hexosen mi t Ionenpaar-Hochleistungs- 
flussigchromatographie (HPLC) vor. 

Zur Desoxygenierung wurde zunachst mit nativem Enzym in 
Form des Rohextraktes aus Escherichia coli B[*I gearbeitet. Ne- 
ben dTDP-D-Glucose 1 wurden auch die 3-Desoxy- und 3-Azi- 
do-3-desoxyverbindung 3 bzw. 6 inkubiert, um die Anwen- 
dungsbreite der hier beschriebenen prlparativen Synthese zu 
testen. Die Herstellung der 4-Ulose 2 wurde rnit Diinnschicht- 
chromatographie (DC) verfolgt. Unerwarteterweise jedoch zeig- 
te das 'H-NMR-Spektrum des Reaktionsansatzes, der an basi- 
schem Ionenaustauscherharz mit nachfolgender Entsalzung 
aufgearbeitet wurde, zwei mit 1 nicht identische Produkte an. 
Die genauere Analyse wies diese als ein 3 : 2-Gemisch von 2 und 
3 aus. Die Analoga 4 ( K ,  200 PM, u,,, 130 pmol h- '  mg- ') und 
6 (K,  350 p ~ ,  u,,, 90 Bmol h- ' mg- I) erwiesen sich im Assay['] 
als Substrate, wenn auch gegeniiber 1 (K,  80 PM, u,,, 
260 pmol h- '  mg- ') rnit nur ' i s  bzw. 'il0 der natiirlichen Selek- 
tivitat (L~,,,JK,). In den Reaktionsansatzen fur 4 und 6 wurde 
nach ca. 1 d bei 37 "C die Bildung eines unpolareren Produkts 
mit DC nachgewiesen; nach 3 d war die Umsetzung abgeschlos- 
sen. Bei der Aufarbeitung der im Vergleich zu 2 wesentlich hy- 
drolyselabileren Verbindungen 5 und 7 muBte schnell bei + 4 "C 
gearbeitet und auf eine sorgfaltige Vermeidung zu hoher Kon- 
zentrationen an LiCl geachtet werden. Die Didesoxyhexo-440- 
se 5 fie1 als weiljer Schaum (20 mg) in 41 YO Ausbeute an und 
wurde NMR-spektroskopisch untersucht. Erwartungsgemalj 
gelang die Darstellung der dTDP-3-Azido-3,6-didesoxyhexo-4- 
dose 7 aus einem 166-pmol-Ansatz ebenso nach sorgfaltiger 
Aufarbeitung. wobei 23 mg (24 % Ausbeute) farbloser Schaum 
isoliert wurden. 

Fdbeiie 1 Ausgewfhlte physikalische Daten der Verbindungen 2, 5 und 7 .  

2:  'H-NMR (400MHz, D,O): d =1.13 (d, 3H, 6"-Hj. 1.84 (d, 3H, CH,). 2.24- 
1.32 (m. ZH, 2a'-H, 2b'-H), 3.53 (ddd, 2-H). 3.69 (d, 3'-H), 4.01 (4, 5"-H), 
4.07-4.11 (m, 3H, 4-H,  5a'-H, 5b-H), 4.53 (mc, 3'-H), 5.46 (dd, I"-H), 6.25 (dd, 
l'-H), 7.65 (d, 6-H); J ,,., , . = 3 . 6 ,  ' J , , ,=7.0,  4J2..,p=3.1. J,.,,.=10.2, 
J5 = 6.5 Hz. - "C-NMR (100.7 MHz. D,O): 6 =11.7 (C-6"). 12.1 (CH,), 39.0 
(C-2'). 65.9(C-5'), 70.0(C-5"). 71.1 (C-2"). 71.4 (C-3'), 73.6(C-3"), 85.4(C-l'), 85.8 
( C - 4 ) ,  94.1 (C-4". hydrdtisiert), 95.8 (C-1"). 112.2 (C-5) ,  137.7 (C-6), 152.2 (C-2),  
167.0 (C-4); 'JC I , p  = 8.6, 3Jr i - , p  = 5.7 Hz. - ESI-MS (negative mode, + 3  kV): 
m / z :  562.7 [M-  - Na]. - Ketoform: "C-NMR (100.7 MHz, [DJDMSO): 
6 = 206.4 (C"-4). - ESI-MS (Negdtivbedingungen, + 3 kV): mi.: 545 [ M  - Na]. 
5: 'H-NMR(400 MHz.D,O):J =1.09(d, 3H,6 -H) ,  1.84(s, 3H,CH3),2.25-2.47 
( -  dd und dd, 2 H ,  3a"-H und 3b-H) ,  3.74 (mc, 2"-H), 4.02 (4. 5"-H), 5.38 (dd, 
l"-H); . I , , >  =3.1. 'J , . , ,=6.5.  .?z,,3,x,,=5,5. J2. , , .=11 .6 ,  2J,,.,3,..=12.6, 
J,.,, = 6 6 Hz. -- 13C-NMR (100.7 MHz, D20):  6 =11.6 (CHJ. 12.2 (C"-6), 32.4 
( C - 3 ) .  6Y. l  (d. C - 2 ) ,  69.8 ( C - 5 ) .  Y3.2 (C-4 ,  hydratisiert), 95.7 (d, (7-1); 

8.5 Hz. - 13C-NMR (100.7 MHz, [DJDMSO): h; = 203.1 

7: 'H-NMR (400 MH7. D,O): (1 = 1.21 (d, 3 H. H"-6), 1.84 (s, 3 H, CH,), 3.40 (m3 
2H, H"-2. H"-3). 4 21 (4. H"-5). 5.43 (dd, H"-l); J , . . , 2 .  = 3.8, 'J,.,, =7.0, 
J, ,<,, = 6 4 Hz. - "C-NMR (100.7 Mhz, DzOj: 6 =13.3 (CH,), 13.6 (C-6), 60.2 
(C"-3). 82.3 (d. C"-2). 94.1 (C-4 ,  hydratisiert). 95.7 (d, C"-1); 'J,.,'. = 6.4, 
'Jr = 8.1 Hz. - "C-NMR (100.7 MHz, [DJDMSO): 6 = 201.4 (C"-4, nicht 
hydratisiert). 

Im weiteren Verlauf unserer Arbeiten entwickelten wir auf der 
Basis der Umkehrphasen (RP)-Ionenpaarchromatographie aus- 
gehend von Aw et al.['ol ein HPLC-Verfahren, das mit hoher 
Selektivitat dTDP-aktivierte Hexosen zu trennen erlaubt und 
ein Scale-up fur praparative Ansatze zulaljt (praparativ bzgl. 
der HPLC bedeutet eine Beladung mit ca. 5 mg des Rohpro- 
dukts im Unterschied zu etwa 0.01 mg bei analytischer Tren- 
nung) . Auljerdem wurde in der Synthese von 2 das Wildtyp-En- 
zym gegen die in E. coli BL22 uberexprimierte dTDP-Glucose- 
4,6-Dehydratase aus Salmonella typhimurium LT2 ausgetauscht. 
Durch die hohere spezifische Enzymaktivitat IaDt sich der Ein- 
flulj storender Nebenaktivitaten weitgehend ausschalten. Die 
Bildung von 2 wurde rnit der neuen Methode verfolgt. In Abbil- 
dung 1 ist das Chromatogramm der analytischen Trennung 

a e 

Abb. 1,  Chromatogramm einer analytischen HPLC-Trennung von a) dTMP, b. c) 
Verunreinigungen aus kommerziell erh2ltlicher dTDPG, d) dTDP, e) dTDPG und 
f) dTDP-6-Desoxy-~-xy/0-4-hexulose. 1 j markiert die Retentionszeit von dTDP-L- 
Rhamnose, wenn diese zur Demonstration der Selektivitit bei der Trennung zuge- 
setzt war. 

eines Gemisches aus dTDP-Glucose und gebildeter 6-Desoxy-4- 
ulose 2, zwei im kommerziellen Edukt vorgefundenen Verunrei- 
nigungen sowie dTMP und dTDP gezeigt. 

Generell fiihrt die Instabilitat des Produkts 2 zu Proble- 
men[63 "I. Wir fanden bereits bei der Lagerung in salz- oder 
pufferhaltiger Losung bei + 4 bzw. - 20 "C, beim Lyophilisieren 
aus fliichtigen Puffern, aus unvollstandig entsalzten Losungen 
sowie bei Fallung mit organischen Losungsmitteln immer eine 
partielle Zersetzung, wobei dTMP und dTDP entstanden. Die 
Isolierung schlieljlich gelang im Anschlulj an die praparative 
HPLC in einer Gesamtausbeute von 70%. Das Produkt ist bei 
-20 "C mindestens vier Monate lang ohne Zersetzung lagerbar. 
2 lie13 sich als 1 : 5-Gernisch aus Ketoform und deren Hydrat 
spektroskopisch eindeutig als reine Verbindung charakterisieren. 

Die hier beschriebenen Experimente demonstrieren unseres 
Wissens nach den ersten NMR-spektroskopischen Nachweis 
der Dehydratase-vermittelten Darstellung des Desoxy-Interme- 
diates 2. Die erfolgreiche Umsetzung der nichtnatiirlichen Nu- 
cleotidzucker dTDP-3-Desoxy-cr-~-ribo- und -3-azido-u-~-xylo- 
hexopyranose 4 und 6 eroffnet einen neuen enzymatischen 
Syntheseweg zu artifiziellen Nucleosiddiphosphat-aktivierten 
Glycosyldonoren rnit leicht zuganglicher Rohextrakte. Durch 
das HPLC-Verfahren wird erstmals eine umfassende Charakte- 
risierung der dTDP-L-Rhamnose-Biosynthese in einem Schritt 
moglich. Dariiber hinaus gelingt mit der beschriebenen Metho- 
de die Isolierung praparativer Mengen von 2 und verwandter 
Verbindungen. 

Experimen telles 
2 . 5 .  und 7 :  In  einem Kunststoffgefifl wurden unter leichtem Stickstoffuberdruck in 
5 mL Tris/HCI-Puffer pH 7.5 (50 mM, 0.5 mM DTT) 50 mg (82 pmol) dTDP-Gluco- 
se 1 als Dinatriiimsalz oder dessen 3-Desoxyderivate 4 bzw. 6 (durch Jonenaus- 
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tausch aus chemisch synthetisiertem Dilithiumsalz) [12, 131 gelost. Der Ansatz wur- 
de rnit 0.083 U (1 U = 1 p o l m i n - ' )  der Dehydratase (1.45 mL Rohextrakt aus E. 
coii B, IS]) versetzt. rnit destilliertem Wasser auf 10 mL aufgefullt und bei 37 "C unter 
stetem Schiitteln inkubiert. Nach 2 d konnte im DC (2-Propanol/Ethanol/Was- 
ser = 5:3:2, 5% HOAc, 2 %  Triethylamin; Produkt R, = 0.4, Edukt R, = 0.3, 
dTMP R, = 0.5, dTDP R, = 0.2) keine weitere Produktbildung mehr detektiert 
werden. Der Ansatz wurde 30 s im siedenden Wasserbad denaturiert, auf ca. 3 mL 
gefriergetrocknet und an Sephadex G-10 (2 x 160 cm; 1 mLmin-I) vorfraktioniert. 
Die Nucleotidzucker enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, durch Ionenaus- 
tauschchromatographie (Dowex 1 x 2, CI--Form, 5 x 18 cm) gereinigt (800 mL li- 
nearer Gradient 0-0.8 M LiC1) und eingeeugt. Entsalzung an Sepbadex G-10 und 
anschlieOendes Lyophilisieren lieferten die Dilithiumsalze der Produkte als weiBe 
Schlume. Ausb. 2 und 3 (ca. 3:2 gemlO 'H-NMR-Spektrum): 26 mg (54%); Ausb. 
5: 20 mg (41 YO); Ausb. 7: 23 mg (24%). 
2 :  In einem 2-mL-Eppendorf-ReaktionsgefiO wurden 41 mg (60 pmol) dTDP-Glu- 
cose-Dinatriumsalz (Sigma) in 2 mL Tris/HCI-Puffer pH 7.5 (50 mM) gelost, mit 1 U 
rekombinanter dTDP-~-Glucose-4,5-Dehydratase (65 pL Rohextrakt, 9.5 mgmL- ' 
Protein) versetrt und bei 37 "C inkubiert. Nach vollstandigem Umsatz (ca. 2 h) 
wurde der Ansatz 2 min bei 95°C denaturiert, 2 min bei 12400 x g zentrifugiert und 
durch eine 0.45-pm-Membran filtriert. Die Auftrennung erfolgte durch praparative 
HPLC (Hypersil ODs-10 p, 2 x 25 cm, Macherey Nagel, Diiren. 0.04 M NH,CO,- 
Losung (pH 3). 0.0038 % (v/v) Octylamin, 1 % (v/v) Methanol, isokratisch, FlieBge- 
schwindigkeit 20 mLmin-', Detektion 260 nm). Die produkthaltigen Fraktionen 
wurden vereinigt und nach Verdiinnen mit bidestelliertem Wasser mit 250 mL min- ' 
auf ein Membran-Anionenaustauscherinodul (KN107Q, Sartorius, Gottingen) ge- 
pumpt, die Sake des HPLC-Laufmittels rnit 5 mM NaCI-Losung entfernt und 2 mit 
150 mM NaC1-Losung eluiert. Im Vakuum wurde bei 30 "C auf 10 mL eingeengt. an 
Sephadex G-10 (2.6 x 93 cm, FluOgeschwindigkeit 1 mlmin- ' )  entsalzt und nach 
Lyophilisation das Dinatriumsalr des Produkts als voluminoser weiDer Feststoff 
erhalten. Ausb.: 24 mg (70%). Selbst Spuren von 3 lieBen sich in diesem Ansatz 
nicht nachweisen. 
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['I Alternative Adresse: 

Totalsynthese von (+)-Dynemicin A** 
Matthew D. Shair*, Tae-young Yoon und 
Samuel J. Danishefsky 

Dynemicin A 1 (Schema I), ein Stoffwechselprodukt von Mi- 
cromonospora chersina, das DNA zu spalten vermag und in vitro 
Antitumoraktivitiit zeigt, hat unter Chemikern erhebliche Be- 
geisterung hervorgerufen[']. Obwohl es schwer zuganglich und 
schwer formulierbar ist und geringe biologische Spezititit auf- 
weist und deshalb kaum je als Arzneimittel zu nutzen sein wird, 
ist das Interesse an Dynemicin wegen seiner faszinierenden 
Struktur ungebrochen. Fragen zum Mechanismus seiner Bioak- 
tivierungL2', die Suche nach einfachen Analoga, die das zentrale 
Strukturmerkmal des Dynemicins enthaltenl3I, und die Bemii- 
hungen aufzuklaren, wie der Wirkstoff durch das DNA-Zielmo- 
lekiil erkannt wird, befruchten auch weiterhin die Forsch~ng[~I.  

Die Totalsynthese ist keine geringere Herausforderung. We- 
sentliche Fortschritte auf diesem Gebiet wurden von Schreiber 
et al. gemacht. Ihnen gelang erstmals die Synthese einfacher 
Modellverbindungen des Dynemicins, denen das Anthrachi- 
non-Segment fehltL5"]. Diese Bemiihungen gipfelten schlieljlich 
in der bemerkenswerten Synthese von geschiitzten Derivaten 
des Dynemic in~[~~] .  Selbst angesichts dieser Erfolge wurde nicht 
aufgegeben, neue Synthesewege zu Dynemicin zu erforschen. 
Dynemicin mit all seinen auDergewohnlichen strukturellen De- 
tails zu synthetisieren, war nach wie vor ein lohnendes Ziel. 

Unsere anfanglichen Bemiihungen richteten sich auf die Er- 
probung einiger neuer Ansatze, iiber die eine Totalsynthese ver- 
wirklicht werden konnte. Wir zeigten, dalj die cis-Orientierung 
zwischen den C-4- und C-7-Substituenten (Dynemicin-Nume- 
rierung) in Dynemicin-Vorstufen iiber eine intramolekulare 
Diels-Alder-Reaktion erzielt werden kann (2 -+ 3 -+ 4) (Sche- 
ma 1)I6]. Wir entwickelten ein Verfahren, die CS-C6-Doppelbin- 
dung zu funktionalisieren, das nicht nur die Fortfiihrung der 
Synthese, sondern auch die korrekte Konfiguration von C-2 und 
C-7 gewahrleistet (4 -+ 5 -+ 6,  Schema I)@, 'I. Ein neuerer Reak- 
tionstyp, die Palladium-induzierte Kreuzkupplung von Diiodal- 
kinen mit einem (2)-Distannylethen (6 +7 -+ 8) wurde ange- 
wendet, um die Endiin-Briicke aufzubauen (Schema 2)[']. 
SchlieBlich lernten wir, wie die p-Ketosaure-Enolether-Einheit 
an C-5 und C-6 eingefiihrt werden kann (8 -+ 9 -+lo)[']. 

Nun war es an der Zeit, sich rnit dem Aufbau der CDE-Tri- 
hydroxyanthrachinon-Einheit zu beschaftigen. Wir berichteten 
kiirzlich iiber eine Methode, Chinonimine des Typs I1 (Sche- 
ma 2) zu ~ynthetisieren[~"I. Diese Chinonimine gehen bereitwil- 
lig Cycloadditionen ein, die zum Aufbau der Anthrachinon-Ein- 
heit geeignet sind. Zeitgleich veroffentlichten Myers et al. die 
Synthese eines eng verwandten Chinonimins, wobei sie aller- 
dings von ganz anderen Vorlaufern ausgingen[*I. Auch ihr Chi- 
nonimin reagiert in Cycloadditionen mit Dienen, die im Hin- 
blick auf das ,,DE-Problem" bedeutsam sind[']. In der Tat 
gelang Myers et al. in einer eindrucksvollen Arbeit die erste 


