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{111 Aus 3 wurde die Carbonsiurefunktion freigesetzt und mit jeweils einer von fiinf
unterschiedlichen rerr-Butyl-geschiitzten Aminosiiuren verkniipft (HOBT,
DCC, CH,Cl,). Nach Freisetzung der Aminogruppe aus dem Phthalimid
(MeNHNH,) wurde mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC)-geschiitzten
Aminosiduren [O-[(Ethoxycarbonyl)cyanmethylenamino)-N,N,N'.N'-tetrame-
thyluroniumtetrafluoroborat (TOTU), DMF] gekuppelt. SchlieBlich wurde
die Fmoc-Gruppe abgespalten (Piperidin) und mit weiteren Aminosiuren
umgesetzt (Fmoc-Derivate, TOTU). Man erhielt nach Freisetzung vom Harz
und Entschiitzen (Trifluoressigsdure (TFA), CH,Cl,, Et,SiH) die Produkte in
Form der Trifluoracetate. Filiration durch Aluminiumoxid (EtQAc, MeOH,
H,0, HOAC) lieferte die freien Verbindungen 15 in Ausbeuten von 50--90%
mit Reinheiten von 50-90% (HPLC).

Verbindung 9 wurde mit D-Prolin-zerr-butylester-Hydrochlorid (HOBT, DCC,
EtNiPr,) umgesetzt und anschlieBend mit Trifluoressigsdure/Wasser (98/2)
entschitzt. Umsctzung der freien Sdure mit L-Alanin-rer-butylester-Hy-
drochlorid (HOBT, DCC, EtNiPr,), Freisetzung der Siure mit Trifluores-
sigsiure/Wasser (98/2). Phthalimid-Spaltung mit MeOH;/H,NNH, und an-
schlieBende Cyclisierung mit Pentafluorphenol, (DCC, CH,Cl,, hohe
Verdiinnung) lieferten 16 in sehr guter Ausbeute (92%).

[13] M. Kurz, Dissertation, Technische Universitit Minchen, 1991.
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Zum Mechanismus der metallabhiingigen
Aldolasen der Klasse I1**

Wolf-Dieter Fessner*, Achim Schneider, Heike Held,
Gudrun Sinerius, Christiane Walter, Mark Hixon und
John V. Schloss*

Professor Horst Prinzbach zum 65. Geburtstag gewidmet

Die vier Dihydroxyacetonphosphat(DHAP)-abhingigen Al-
dolasen!'* 2 erfreuen sich eines wachsenden Interesses in der
priaparativen asymmetrischen Synthese wegen ihrer Féihigkeit,
zwel neue Stercozentren mit hoher chiraler Induktion aufzu-
bauen’®l. Wihrend alle DHAP-Aldolasen eine sehr breite Sub-
strattoleranz flir die Aldol-Acceptorsubstrate aufweisen, schei-
nen sie eine hohe Substratspezifitdt fiir DHAP als Aldol-Donor
zu haben, wobei nur ein isosterer Ersatz der Phosphatestergrup-
pe in engen Grenzen tolerierbar ist™. In manchen Féllen kann
die Diastereoselektivitit durch mangelhafte Kontrolle iiber das
Stereozentrum an C-4 eingeschrinkt sein, was auf eine gelegent-
liche inverse Bindung der Aldehyd-Carbonylgruppe hinweist 2],
Um die Ergebnisse der Methode noch besser prognostizieren zu
kénnen, wire ein detailliertes Verstindnis der individuellen Bei-
trige von Aminosdureresten des aktiven Zentrums zur Sub-
straterkennung und zum Katalyseverlauf wiinschenswert.

[*] Prof. Dr. W-D. Fessner, Dr. A. Schneider, Dipl.-Cbem. H. Held,
Dr. G. Sinerius, Dr. C. Walter
Institut fir Organische Chemie der Technischen Hochschule
Professor-Pirlet-StraBle 1, D-52056 Aachen
Telefax: Int. + 241/888%8 385
E-mail: fessner rwth-aachen.de
Prof. Dr. J. V. Schloss, M. Hixon
Department of Medicinal Chemistry, University of Kansas
Lawrence, KS 66045 (USA)
Telefax: Int. + 913/864 4503
E-mail: schloss(e kuhub.cc.ukans.edu

[**

Enzyme in der Organischen Synthese, 12. Mitteilung. Diese Arbeit wurde
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Fe 244/6-1 und SFB380/B2S,
W. D. F.) und durch die National Institutes of Health (Grants GM48568 und
GMO07775. 1. V. 8.) gefordert. Wir danken Prof. Dr. G. E. Schulz und Dr. M.
Dreyer (Universitiit Freiburg) fir unpublizierte Daten aus Rontgenstruktur-
analysen (siehe Lit. [11b]). — 11. Mitteilung: [4b].

2366 & VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

Aldolasen werden nach Art der Donor-Aktivierung in zwei
Klassen unterteilt!™: Aldolasen der Klassel bewirken eine
stereospezifische Deprotonierung des Substrats nach dessen
kovalenter Bindung an Lysinreste des aktiven Zentrums (Imin/
Enamin-Bildung), wihrend Aldolasen der Klasse Il Uber-
gangsmetalle (gewdhnlich Zn?*) als essentielle Lewis-Saure-
Cofaktoren verwenden, um die Deprotonierung zu erleichtern
(Abb. 1). Fiir die FruA ™ der Klasse I entwickelt sich trotz An-

Abb. 1. Hypothesen zum Mechanismus der Katalyse durch Aldolasen der Klas-
se 1. A: Enolat-Stabilisierung durch Protonen-Relais {9] und Aildehydaktivierung
durch Zn?* [10]. B: Enolat-Stabilisierung durch Koordination von Carbonyl- und
Phosphatgruppe an Zn?" [8]. C: Endiolat-Stabilisierung durch Chelatkoordination
an Zn2*,

wendung moderner Methoden der Enzymologie, der ortsgerich-
teten Mutagenese und der Proteinkristallographie!®! nur sehr
langsam ein schliissiges Modell, das die Funktion von Resten
des aktiven Zentrums individuellen Katalyseschritten zuord-
net!”). Bisher ist hier noch keine Proteinstruktur mit gebunde-
nen Substraten oder Inhibitoren bekannt.

Auf der Basis von Untersuchungen an der FruA aus Hefe
(Klasse II) wurden Hypothesen zum Mechanismus Zn-abhingi-
ger Aldolasen aufgestellt. Aus ESR-Messungen und NMR-Re-
laxationszeitbestimmungen am Mn?*-substituierten Holoen-
zym wurde abgeleitet, dal DHAP uber seine Phosphatgruppe
bindet™ und eine Polarisierung der Carbonylgruppe durch
Zn?* {iber einen Imidazolring iibertragen wird (Abb. 1, A)!°%
Die Ergebnisse spaterer FT-IR- und Deuteriumaustausch-Stu-
dien mit nativer Hefe-Aldolase! %! zeigten, daf eine Aktivierung
des Aldehyds durch zusitzliche direkte Koordination der Car-
bonylgruppe an Zn?" bewirkt wird (Abb. 1, B). Vor kurzem
gelang Dreyer und Schulz! '™ die Rontgenstrukturanalyse der
FucA (mit 2.13 A Auflésung) als der ersten Aldolase der Klas-
se II. Danach ist das katalytisch aktive Zn?*-Ton im aktiven
Zentrum, das an der Grenzfliche zweier Untereinheiten des
Homotetramers lokalisiert ist, fest durch drei Né-Atome von
Histidinresten (His92, His94 und His155) koordiniert (Abb. 1,
C). Unter Beriicksichtigung der sterischen Gegebenbeiten am
Zn?*-Ton miissen damit alle bisherigen mechanistischen Hypo-
thesen verworfen werden, da die Koordination von mehr als
einem Substrat unmaoglich ist und die Histidinliganden nicht als
Protonen-Relais zwischen gebundenen Substraten fungieren
konnen.

Unter den leicht alkalischen Bedingungen, die fiir die Kristal-
lisation der FucA nétig sind, kann zur Rontgenstrukturanalyse
des Enzyms mit einem gebundenen Liganden nicht das natiir-
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Schema 1. Natirliches Substrat 1 der FucA sowie strukturverwandte Verbindun-
gen 2 und 3.

liche Substrat L-Fuculose-1-phosphat 1 verwendet werden
(Schema 1), da dieses in das labile DHAP und L-Lactaldehyd
gespalten wird.-Im Hinblick auf stabile Substratanaloga fiir
Trank- und Cokristallisationsversuche konzentrierten wir uns
zundchst auf die Synthese der strukturverwandten Anhydroal-
ditderivate 2 und 3 als potentielle Inhibitoren, denen die anome-
re Hydroxygruppe (siche 1) und damit die Moglichkeit zur
Ringoffnung und Aldolspaltung fehlt. Fucit-1-phosphat wurde
als ein potentielles Analogon der offenkettigen Substratform
beriicksichtigt.

L-Fuculose 4 (erhiltlich durch enzymatische Dephosphorylie-
rung von 112} wurde acetyliert und aus der Mischung der Ace-
tate 5—7 als Hauptprodukt ein Triacetat 5 (61 %) durch Vertei-
lung zwischen Wasser und Ether und nachfolgende Riick-
extraktion abgetrennt (Schema 2). Reduktion lieferte glatt eine

. 410(<O~H0H
' ' '

o/ Ohe o Phe OAc O
HoC OH HyC \1)\/0\/
OAc OAc 5 OAc OAc OAc OAc 7
b)
o/ OR 0
H5C Hscoi(\-OR a ReAc
OR OR 8 OR OR 9 bR=H
l c) l <)
o/ OR o
H,C HaC OR
o_ O o_ O aR=H
>/ >/ b R = P(OBn),
% 10 11 ¢ R=PO(OBn),
l d) l d)
2 3

Schema 2. Synthese von FucA-Inhibitoren. a) Ac,0O/Py, 93% 5-7 (Verhiltnis
61:17:22); b) Et,SiH/BF,/(CH,Cl),, 89% 8a/9a (Verhiltnis 10:1), K,CO,/
MeOH, 93 % 8b/9b; ¢) Aceton/H,SO,, Et,NP(OBn),/THF, H,0,, 69% 10¢ (48 %
11¢) iber drei Stufen; d) H,/Pd-C/EtOH, Dowex-50W-H */H,O/EtOH bei Raum-
temperatur, 94% 2 (90% 3).
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Mischung von Anhydroalditestern 8 und 9 (>10:1, 89%), die
entschiitzt und durch Chromatographie an einer mit Ca?*-Jo-
nen beladenen Sdule getrennt wurden. Nach regioselektiver
Acetalisierung des vic-Diols zu 10a bzw. 11a sowie Phosphity-
lierung und Oxidation zu den primdren Dibenzylphosphat-
estern 10¢ bzw. 11¢ konnten die Zielverbindungen durch Hy-
drogenolyse und sdurekatalysierte Acetalspaltung freigesetzt
werden. Reinigung durch Ionenaustauschchromatographie lie-
ferte die Phosphate 2 und 3 als kristalline Bis(cyclohexylammo-
nium)salze (14 % bzw. 2% Gesamtausbeute bezogen auf 4). In
kinetischen Studien bewirkte lediglich das Analogon 2 eine
wenn auch nur geringe FucA-Inhibierung (K, = 22 mmM), was
dafiir spricht, daB die Aldolase selektiv das in Losung dominan-
te f-Anomer des natiirlichen Substrats 1 bindet (K, = 0.7 mm;
a:ff =2:5). Allerdings deuten die héheren Affinititen von
sn-Glycerin-3-phosphat  (K; = 6 mM) und Phosphoglycolat
(K; 10 mm) auf die Bedeutung der fehlenden anomeren OH-
Gruppe fiir eine spezifische Bindung hin. Die Notwendigkeit
einer korrekten Anomerenkonfiguration wird durch die Tatsa-
che unterstrichen, daB fiir das enantiomere sn-Glycerin-1-phos-
phat oder fiir p-3-Phosphoglycerat keine signifikante Inhibie-
rung zu beobachten war. Die niedrige Affinitdt fur r-Fucit-1-
phosphat (X; =70 mm) kann als Hinweis auf eine nur schwach
ausgeprigte Bindung von 1 in der offenkettigen Form gedeutet
werden.

Deprotonierung von DHAP an C-3 ergibt ein Endiolat 12,
das mit Phosphoglycolohydroxamat 13 strukturell eng ver-
wandt ist (Abb. 2). In der Tat erwies sich 13 nicht nur als poten-
ter Inhibitor der FucA (K; = 4 uM), sondern aller bisher geteste-
ten Aldolasen der Klasse IT (Tabelle 1). Offensichtlich scheint

Tabelle 1. Inhibierung Zink-abhingiger Aldolasen [a].

Enzym (2] Substrat 13 Phosphoglycolat
Ko [M] K v] K [M]

FucA 1.5x1073 31+09x107° >10x 1073

RhuA 1.6x 1073 120 £12x107° 260 £ 46x10°°

FruA 6.2x107° 154£25%x10°° 130 £ 26x107°

[a] Die Standardassays [2, 12] basieren auf der Geschwindigkeit der DHAP-Bil-
dung durch Spaltung der jeweiligen natiiclichen Substrate durch die Aldolase
(0.01 U), gemessen anhand des Verbrauchs von NADH (0.2 mM) in Gegenwart der
Glycerinphosphat-Dehydrogenase (5U). Die Inhibierungskinetik wurde durch
Variation der Konzentrationen von Aldolasesubstrat und Inhibitor bestimmt; die
Inhibitorkonzentration wurde so gewihlt, daB sie im Bereich des IC,,-Werts der
Aldolase bei dieser Substratkonzentration lag. Die FucA-Inhibierung war durch-
weg kompetitiv, wihrend die Bindung von 13 an FruA und RhuA verzdgert war.

das Hydroxamat das diesen Enzymen gemeinsame Katalysein-
termediat oder den gemeinsamen Ubergangszustand héchst ef-
fektiv nachzuahmen und daher von allen Zn?*-abhingigen Al-
dolasen in sehr dhnlicher Weise gebunden zu werden. So gelang
kiirzlich eine Rontgenstrukturanalyse der FucA mit dem sub-
stratanalogen Liganden 13 (Abb. 2)!!'® Die Analyse ergab,
daB der Inhibitor zweizahnig sowohl iiber das Enol- als auch das
Hydroxamatsauerstoffatom an das Zn?*-Ion koordiniert ist.
Diese Ergebnisse zeigen klar die Rolle des Zn?*-Tons bei der
Stabilisierung des Endiolats. In der Tat ist die Bildung von Che-
latkomplexen typisch fiir Hydroxamate!! %), wobei die Hydroxa-
matgruppe eher in der anionischen als in der protonierten Form
vorliegt!"#), Eine bidentate Bindung des DHAP-Liganden er-
kldrt auch die natiirliche Priferenz metallabhingiger Aldolasen
fiir Zn2* im aktiven Zentrum (das gegen Co?* unter Bildung
hoch aktiver Katalysatoren ausgetauscht werden kann), da
Zink (wie Cobalt) leicht eine trigonal-bipyramidale Koordina-
tionssphire erreichen und leichter als andere Metalle mit nur
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Abb. 2. Koordination von Zn®~ im aktiven Zentrwm der FucA im Komplex mit
Phosphoglycolohydroxamat 13 laut Réntgenstrukturanalyse [11b].

geringem Encrgieaufwand zwischen verschiedenen Koordina-
tionszustinden wechseln kann!'3), Zudem ist Zink(11) die am hiu-
figsten anzutreffende Lewis-Sdure der bioanorganischen Chemie.

Vor diesem Hintergrund schlagen wir einen neuen Katalyse-
cyclus fiir die FucA vor, der von allgemeiner Bedeutung fiir
andere Metalloaldolasen sein sollte (Schema 3). In Synthese-
richtung tritt DHAP als erstes Substrat auf und wird nach Bil-

OPO3" oPOZ"
: <|3|u7é 3
CO.
HO _Zn-His He Z--His
HO--4N-.
. His ,

His His e

A
Glu™

/00
! . -His

.-Zn;
HO™ " ™ is

iS
OPOZ™ OPOY”
HaC, Cii 3 HyCe.,, M 3

—
HO™ % Z-His o4 His
HO™ | “His o HOT s

is H His

Tyr”a‘-o © Tyr113‘-(l)

Schema 3. Vorschlag fiir den Katalyseeyclus der FucA in Syntheserichtung unter
Beriicksichtigung relevanter Protein-Substrat-Wechselwirkungen.
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dung von Grundzustandskomplexen und eventuellen Zwischen-
zustdnden in einer gestreckten Konformation am Zink durch die
Hydroxy- und Carbonylsauerstoffatome koordiniert. Die Pola-
risierung der Carbonylbindung bewirkt eine erhdhte Aciditit
der Hydroxymethylen-Wasserstoffatome und erleichtert da-
durch die Abstraktion des pro-(R)-Protons durch eine Base,
wahrscheinlich durch Glu73. Die Phosphatgruppe wird durch
eine Vielzahl von Kontakien zu Amidgruppen der Peptidketie
und zu polaren Resten fixiert, wahrscheinlich um die rasche
Fragmentierung des Endiolats aus einer orthogonalen Konfos-
mation zu verhindern, was den Vorschlag, die Phosphatgruppe
wirke als intrinsische Base!'®), héchst unwahrscheinlich macht.
Das nucleophile cis-Endiolat greift danach von der Si-Seite die
Carbonylgruppe eines eintretenden Lactaldehydmolekiils an,
wobei Tyr113" vermutlich die sich entwickelnde negative La-
dung durch eine Wasserstoftbriicke stabilisiert. Dies ist fiir die
asymmetrische Induktion an C-4 verantwortlich, wihrend die
Abschirmung der Si-Seite des DHAP-Endiolats durch das Pro-
tein die korrekie Stereochemie an C-3 garantiert. Abldsung des
Produkts vom Katalysator kann entweder direkt durch Wieder-
herstellung der aus dem DHAP stammenden Carbonylgruppe
erfolgen oder durch RingschluB3 tiber den Angriff der aus dem
Lactaldehyd stammenden Hydroxygruppe eingeleitet werden.
Protonenaustausch mit oder ohne Lésungsmittel bereitet den
ndchsten Katalysecyclus vor. Frithere Hypothesen basieren vor-
wiegend auf Studien an Enzym-Substrat-Wechselwirkungen im
Grundzustand, unsere Modellvorstellungen dagegen auf Inhi-
bierungsstudien und Daten aus Réntgenstrukturanalysen mit
Inhibitoren, die einem Katalyseintermediat und/oder dem
Ubergangszustand fihneln. Wiihrend dieses Modell alle Kern-
fragen der Katalyse zur Stereochemie und zu geschwindigkeits-
bestimmenden Schritten beantworten kann, gestattet es wegen
der Beschrinkung von 13 auf das DHAP-analoge Struktur-
inkrement nicht, die hohe Enantioselektivitit fiir 2-Hydroxy-
aldehyde zu interpretieren’' 4. Das wachsende Verstindnis der
molekularen Erkennung in den Aldolase-Substrat-Wechselwir-
kungen wihrend der Katalyse sollte weitere Fortschritte ermog-
lichen, beispielsweise in der Entwicklung selektiver Inhibitoren
von FruA-Enzymen der Klasse II fiir therapeutische Zwecke,
im Design ncuer Substratanaloga fir priparative Zwecke sowie
im Hinblick auf ein rationales Protein-Engineering fir andere
Substrattoleranzen oder neuartige katalytische Funktionen.

Eingegangen am 15, Mai 1996 (Z 9126]

Stichworte: Aldolasen + Endiole + Enzyminhibitoren + Enzym-
mechanismen - Zinkenzyme
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Isolierung und Charakterisierung des
Dimetallofullerens Ce,@Cgy, **

Junqi Ding und Shihe Yang*

Eine Reihe von Metallofulleren sind in Milligrammengen zu-
ginglich und konnten daher auch spektroskopisch charakteri-
siert werden!'l. Zwar wurden bereits Metallofullerene des Typs
Sc,,@C,, untersucht!¥, doch konzentriert sich das Interesse der-
zeit auf Monometallofullerene mit nur einem Metallatom inner-
halb des Kohlenstoffkifigs, z.B. M@C,,"\. Das erste l6sliche
Dimetallofulleren La,@Cg, wurde entdeckt, kurz nachdem eine
Methode zur Synthese von Fullerenen in makroskopischen
Mengen entwickelt worden war'®!. Achiba et al. haben kiirzlich
iber die Isolierung und elektrochemische Untersuchung von
La,@Cg, berichtet!. Dieses Dimetallofulleren hat bessere
Elektronenacceptor-Eigenschaften als jedes andere Metalloful-
leren vom Typ M@C,,. Derselben Arbeitsgruppe gelang auch
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erstmals die Derivatisierung von La,@Cg4,"*!. Rechnungen zeig-
ten, daB sich das 7, -symmetrische Cg,-Isomer mit seiner thermo-
dynamischen und kinetischen Stabilitit als Wirt zur Aufnahme
von zwei La-Atomen im Inneren des Kohlenstoffkifigs eig-
net'* ¢, Die auBergewohnliche Stabilitit von La,@ Cg, erklirt
sich dadurch, daB alle sechs Valenzelektronen der beiden La-
Atome auf den Cy,-Kifig Gibertragen werden. Die HOMOs des
C,o-Kifigs sind mit den sechs Elektronen von zwei La-Atomen
gerade voll besetzt, und somit liegt eine Struktur mit abgeschlos-
sener Elektronenschale und groBem HOMO-LUMO-Abstand
vor. Die Oxidationszustinde der Metallatome im Kohlenstoff-
kifig konnten allerdings experimentell noch nicht direkt be-
stimmt werden.

Wir berichteten vor kurzem iiber eine Methode zur Tsolierung
von Ce@Cq, in hohen Ausbeuten sowie iiber dessen spektro-
skopische Charakterisierung!”!. Dabei konnten wir zeigen, daB
Ce in der Qcidationsstufe 11 vorliegt!®!. Mit dieser Technik ge-
lang uns nun auch die Abtrennung des neuen Dimetallofullerens
Ce,@Cyq,, das bereits, wie auch Ce@Cg,, aus Laserdesorp-
tions-Massenspektrometrie-Studien bekannt ist!®. Wir be-
schreiben hier die Isolierung von Ce, @ Cgq, und dessen Charak-
terisierung durch UV-VIS-NIR-Absorptions- und Réntgen-
photoemissions(XPS)-Spektroskopie.

Ce,@Cy, wurde durch Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphic (HPLC) gereinigt und durch DCI-Massenspektrome-
trie (DCI = Desorption, chemische Ionisierung) im Negativ-
Ionen-Modus als hochrein charakterisiert (Abb. 1). Aus dem
Massenspektrum wurde eine Reinheit von >99 % abgeschitzt.
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Abb. 1. Methan-DCI-Massenspektrum von HPLC-gereinigtem Ce, @ Cy, im Ne-
gativ-lonen-Modus. Berechnete (links) und gemessene (rechts) Isotopenverteilun-
gen fiir Ce,(@ Cy, sind vergréfert darstellt. / = Intensitat (willkiirliche Einheiten).

Das UV-VIS-NIR-Absorptionsspektrum von Ce, @ C, wur-
de im Wellenldngenbereich von 300-2100 nm aufgenommen
(Abb. 2). Das Spektrum zeigt eine mit steigender Wellenldnge
monoton fallende Absorptionskurve ohne charakteristische,
scharfe Absorptionsbanden. Ein solches Spektrum ohne signifi-
kante Banden unterscheidet sich stark von denen der leeren
Fullerene!* 9 oder der Monometallofullerene!*<l. Whetten et al.
schlugen J,-Symmetrie fiir das Cgo-Isomer in La,@Cy, vor,
wodurch sich eine D,,-Gesamtsymmetrie ergibt!® 2 113 Aktuel-
le Rechnungen'® stiitzen diesen Vorschlag. La,@Cs, kann
demnach als Laj " @C$§, beschrieben werden!® %, wobei eine
Struktur mit abgeschlossener Elektronenschale gebildet wird
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