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0.5% TFA. Mobile Phase B: CH,;CN. Gradient 10 bis 30% B in 45 min.
ESI-Massenspektren: P1: Masse ber., 2794, Masse gef. 2794. P2: Masse ber.
2554, Masse gef. 2556. P3: Masse ber. 3012, Masse gef. 3011. P4: Masse ber.
6181, Masse gef. 6181.

[19] R. V. Talanian, J. McKnight, P. S. Kim, Science 1990, 249, 769—771. M. Ueno,
A. Murakami, K. Makino, T. Morii, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 12575~
12576. B. Cuenoud, A. Schepartz, Science 1993, 259, 510-513. C. Rodgers
Palmer, L. S. Sloan, J. C. Adrian, Jr., B. Cuenoud, D. N. Paolella, A. Sche-
partz, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8899—-8907.

[20] P. Ruggli, E. Gassenmeier, Helv. Chim. Acta 1939, 22, 496—503.

[21] Diskussion der Bindung von bZIP-Peptiden an DNA s.: S. J. Metallo, A.
Schepartz, Nature Struct. Biol. 1997, 4, 115-117.

[22] C. Héléne, M. Charlier, Photochem. Photobiol. 1971, 25, 429-434.

[23] Berichtet nach der Annahme dieses Manuskriptes: P.J. Dandliker, R. E.
Holmlin, J. K. Barton, Science 1997, 275, 1465-1468.

[24] T. Carell, R. Epple, V. Gramlich, Angew. Chem. 1996, 108, 676—679; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 620—623. R. Epple, E. U. Wallenborn, T. Carell,
J. Am. Chem. Soc. eingereicht.

[25] Ubersichten iiber De-novo-Protein-design: G. Tuchscherer, P. Dumy, M. Mut-
ter, Chimia 1996, 50, 644—648. J.S. Richardson, D. C. Richardson, Trends
Biochem. Sci. 1989, 14, 304-309. J. W. Bryson, S. F. Betz, H. S. Lu, D. J. Suich,
H. X. Zhou, K. T. O’Neil, W. F. DeGrado, Science 1995, 270, 935-941.

[26] Friihere Studien zur Modifikation von DNA-bindenden Proteinen und Pepti-
den: C.-H. B. Chen, D. S. Sigman, Science 1987, 237, 1197-1201. J. P. Sluka,
S. ). Horvath, M. F. Bruist, M. L. Simaon, P. B. Dervan, ibid. 1987, 238, 1129-
1132. R. H. Ebright, Y. W. Ebright, P. S. Penergrast, A. Gunasekera, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 2882 -2886.

Synthese von Uridindiphospho-a-D-gluco-
hexodialdose und deren Rolle in der durch
UDP-Glucose-Dehydrogenase katalysierten
Reaktion**

Robert E. Campbell und Martin E. Tanner*

Die UDP-Glucose-Dehydrogenase katalysiert die irrever-
sible, NAD *-abhingige Oxidation von UDP-Glucose zu UDP-
Glucuronsiure (Schema 1).['! Bie Sidugern werden in der Leber
Stoffwechsel-Endprodukte mit dieser Verbindung fiir die Aus-
scheidung derivatisiert,!?! und sie spielt eine Rolle in der Biosyn-
these von Glycosaminoglycanen wie Heparin®! und Hyaluron-
sdure.) In vielen pathogenen Bakterienstimmen wie den
Streptokokken der Gruppe AP und Streptococcus preumoniae
Typ 3'% liefert diese Oxidation die Glucuronsiure, die fir die
Synthese einer phagocytosehemmenden Kapsel bendtigt wird.
Diese Kapsel ermdglicht es den Bakterien, dem Immunsystem
des Wirts zu entgehen, und tragt daher wesentlich zu ihrer Viru-
lenz bei.l” =

Die UDP-Glucose-Dehydrogenase gehort zu einer kleinen
Klasse von Enzymen, die die zweistufige Oxidation eines Alko-
hols zur Siure ohne die Freisetzung eines Aldehyds als Zwi-
schenprodukt katalysieren.['! Entsprechend konnte das vermu-
tete Zwischenprodukt, Diphospho-a-D-gluco-hexodialdose 1,
nie nachgewiesen oder mit Reagentien, die auf Carbonylgrup-
pen wirken, wihrend der Oxidation abgefangen werden.[10712]
In einer fritheren Arbeit itber dieses Enzym aus der Rinderleber
wurde die Vermutung geduBert, daBl der Aldehyd kein Zwi-
schenprodukt der Reaktion sei, sondern daB3 der Alkohol direkt
in ein Imin umgewandelt werde, das iiber eine Lysinseitenkette
an das Enzym gebunden sei.!'® Dies paBt nicht zu dem damals
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Schema 1. Vorschlag fiirr den Mechanismus der von der UDP-Glucose-Dehydro-
genase katalysierten Reaktion.

schon bekannten Nachweis von nur einem Sauerstoffatom aus
dem Lésungsmittel in der resultierenden Siure.'*! Bei einem
Imin als Zwischenprodukt wiirde man erwarten, dafl beide
Sauerstoffatome der Sdure-Carboxygruppe aus dem Ldsungs-
mittel stammen. Um die Behauptung zu stiitzen, daB3 1 ein fest
gebundenes Zwischenprodukt ist, haben wir es synthetisiert und
die kinetischen Parameter bestimmt, die seine enzymatische
Oxidation beschreiben.

In fritheren Arbeiten war berichtet worden, da3 1 mit Hilfe
der Enzyme UDP-Galactose-4-Epimerase und Galactose-Oxi-
dase aus UDP-Glucose gewonnen werden kann.[*!- 13 Bei die-
sem Verfahren kann man jedoch nur in sehr kleinem Mafstab
arbeiten und benétigt grofle Mengen teurer Enzyme. Auflerdem
fiihrt dieser Ansatz notwendigerweise zu einem untrennbaren
Gemisch von Epimeren beziiglich C-4, und entsprechend wurde
weder eine spektroskopische Charakterisierung des Produkts
vorgenommen noch eine Angabe zu seiner Reinheit gemacht.
Daher beschlossen wir, Verbindung 1 schrittweise zu synthetisie-
ren.

Die 1995 erschienene Arbeit von Miiller und Schmidt!!®! {iber
die Synthese eines dTDP-Ketozuckers brachte uns auf die Idee,
eine Alkeneinheit als maskierte Aldehydfunktion zu nutzen
(Schema 2). Die Synthese begann mit der Oxidation der be-
kannten Tetraacetylglucose 2 an C-6.1'%! Es ist zwar vielfach
belegt, daB in solchen Systemen leicht eine S-Eliminierung zum
o,f-ungesittigten Enon vorkommt,!'* ! doch verlief eine Moffat-
Oxidation bei dhnlichen Verbindungen mild genug, um den An-
teil an Eliminierung zu minimieren."®! Als Kupplungsreagens
wurde anstelle von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid das wasser-
16sliche Carbodiimid CMC verwendet, weil sich das damit bil-
dende Harnstoffderivat leicht extrahieren 14Bt. Auf diese Weise
konnten wir den Aldehyd 3 synthetisieren und setzten ihn ohne
vollstindige Reinigung weiter ein. Die Alkenfunktion wurde
mit Lombardos Reagens!!'®! eingefithrt, und Verbindung 4
(Tabelle 1) wurde in 12% Ausbeute bezogen auf 2 isoliert. Das
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Tabelle 1. Ausgewiahite physikalische Daten der Verbindungen 1, 4 und 5{a].

1 (Dinatriumsalz): 'H-NMR (D,0): é =3.51 (m, 2H, H-2", H-4"), 3.74 (dd,
J=195,9.5 1H,H-3"),3.83(dd, J =1.3,10.0, 1 H, H-5"),4.16-4.42 (m, 4H, H-3,
H-4, H-5), 4.34 (d, J =3.3, {H, H-2), 517 (d, J=1.3, 1H, H-6"), 5.62 (dd,
JH,H) = 3.4, JH,P) =7.6, 1H, H-1"), 5.95 (m, 2H, H-1’, H-5), 791 (d, J = 8.2,
1H, H-6); 3'P-NMR (D,0): 6= —12.45 (d, J(P,P) =209, 1P), —10.82 (d,
J(P,P) =209, 1P); MS: ber. fur C,H,,N,0,,P,Na (nichthydratisiertes Monona-
triumsalz) 585.01349, gef. 585.01370

4: '"H-NMR (CDCl,): 6 =1.96, 1.98, 2.00, 2.07 (4s, 12H, CH,), 3.99 (dd, J =7.1,
9.8,1H,H-5),4.93(dd,J =9.7,9.7, 1 H,H-4),5.09(dd, J = 9.6,8.3, 1 H,H-2),5.23
(dd,J =9.5,9.5,1H,H-3), 5.26 (d, J =10.5, 1 H, H-7-trans), 5.34(d, J =17.2, 1H,
H-7-cis), 5.69 (m, 1H, H-6), 5.73 (d, J = 8.3, 1H, H-1); DCI-MS (NH,): m/z(%):
362(100,[M + NH,]"); CH-Analyse fir C,sH,,0,: ber. C 52.33, H 5.85; gef. C
52.36, H 5.82

5 (Mononatriumsalz): 'H-NMR (D,0): é = 3.32(dd, J = 9.6, 9.7, 1H, H-4), 3.57
(dt, J =9.8,2.7, 1H, H-2), 3.76 (dd, J = 9.6, 9.5, 1 H, H-3), 4.25 (dd, J = 9.4, 8.7,
1H, H-5), 5.44 (m, 3H, H-1, H-7-trans, H-7-cis), 5.86 (m, 1 H, H-6); *'P-NMR
(D,0): 6 = 0.373; MS: ber. fir C,H,,0,P 255.02698, gef. 255.02786

[a] 400-MHz-*H-, 300-MHz-3'P-NMR-Spektren, J in Hz, hochaufgeldste Flissig-
Sekundirionen-Massenspektren im Negativ-Ionen-Modus in einer Glycerinmatrix.
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Zn-CH,Br,-TiCl,

konnte durch Ionenpaar-Umkehrphasen-HPLC!2! nachge-
wiesen werden, daB in der Reaktion ein Aquivalent UTP glatt zu
Uridindiphospho-a-D-gluco-hexodialdose 1 umgesetzt wurde.
Diese war erstaunlich stabil und konnte in 44 % Ausbeute (be-
zogen auf 5) mit einer Kombination aus Anionenaustausch-
(DE-52-Harz) und AusschluBchromatographie (Bio-Gel P-2)
isoliert werden. Das Aldehydproton liefert in D,O im 'H-
NMR-Spektrum ein Dublett bei § = 5.17 (Abb. 1, Tabelle 1).
Dies zeigt, daB iiber 95% des Aldehyds als Hydrat vorliegen.[*3!
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Schema 2. Schrittweise Synthese von 1 unter Nutzung einer Alkeneinheit als mas-
kierter Aldehydfunktion.

a-Phosphat wurde aus 4 iiber eine modifizierte MacDonald-Re-
aktion!?T hergestellt; bei diesem Reaktionsschritt entstand kein
p-Anomer. AnschlieBend wurden die Acetylgruppen mit Na-
triummethanolat abgespalten (Verbindung 5, 39% Ausbeute).
Die Umwandlung von 5 in den Aldehyd 6 wurde durch Ozono-
lyse und anschlieBende Behandlung mit Dimethylsulfid erreicht.
Der Aldehyd wurde sofort in einer enzymkatalysierten Kupp-
lungsreaktion mit UTP, UDP-Glucose-Pyrophosphorylase und
Pyrophosphatase umgesetzt.'2*] Wir erwarteten, daB3 6 das phy-
siologische Substrat Glucose-a-1-phosphat in der Kupplungsre-
aktion ersetzen wiirde, weil die sterischen Unterschiede zwi-
schen den beiden Verbindungen nur gering sind. Tatsdchlich
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Abb. 1. 200-MHz-'H-NMR-Spektrum von 1 in der Hydratform in D,O. ,,S*
kennzeichnet das Restsignal der L&sungsmittelprotonen.

Die Umsetzung von 1 mit der UDP-Glucose-Dehydrogenase
aus Streptococcus pyogenes®! in Gegenwart von NAD?
(500 pum) lieferte laut Ionenpaar-Umkehrphasen-HPLC!?2]
quantitativ UDP-Glucuronsdure und NADH. Kinetik und Sto-
chiometrie der Reaktion wurden anhand der NADH-Bildung
UV-spektroskopisch bei 340 nm verfolgt. Fir jedes Molekiil 1,
das oxidiert wurde, entstand ein Molekiill NADH. Die Oxida-
tion von 1 bei 30 °C und pH 8.7 folgte einer Michaelis-Menten-
Kinetik mit den Konstanten k., =1.0s"! und Ky=
14 um.124- 231 Diese Werte dhneln denen, die unter identischen
Bedingungen mit UDP-Glucose als Substrat erhalten werden
(ko =125, K, =14um).[1% 2% Diese Ubereinstimmung der
kinetischen Konstanten zeigt, daB der Aldehyd kinetisch ge-
sehen ein Zwischenprodukt in der physiologischen Reaktions-
folge sein kann.

Wir halten zwei Wege flr die Oxidation von 1 fiir méglich:
Entweder katalysiert das Enzym die Oxidation des nur in klei-
nen Mengen in Losung vorliegenden nichthydratisierten Alde-
hyds — die hydratisierte Form wiirde dann kompetitiv, aber
unproduktiv gebunden; oder das Enzym setzt die hydratisierte
Form um, wobei ein Dehydratisierungsschritt der Oxidation
vorgelagert wére. Dagegen scheint es uns unwahrscheinlich, daf}
das Hydrat direkt oxidiert wird, denn aus einer groen Zahl an
Experimenten!*?- 25271 |53t sich schlieBen, daB3 der zweite Oxi-
dationsschritt analog zu der Reaktion, die durch die Glycerin-
aldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase katalysiert wird, iber ei-
nen Thioester als Zwischenstufe verlduft.[?82°1 Der gebun-
dene Aldehyd liegt wahrscheinlich im Gleichgewicht mit einem
Thiohalbacetal-Zwischenprodukt vor, das kovalent an einen
Cysteinrest im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden ist (siche
Schema 1).

Eingegangen am 7. Januar 1997 [Z9970)

Stichworte: Enzymkatalyse -
Zwischenstufen

Kohlenhydrate - Nucleotide -
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Mitarbeiter zugewandt haben.!!! Thre elegante Methode zur Re-
gulierung von Transgenen ist durch die Aktivierung eines zellu-
ldren Prozesses via Assoziierung von zwei Proteinen nach Zuga-
be eines einzelnen Wirkstoffmolekiils gekennzeichnet (Abb. 1).

DNA-Bindungs-
domane

Transkriptions-
aktivierungsdomane
Transkription

DNA-Bindungs- CyP

domane g
Transkriptions- CsA-CsA

aktivierungsdomane

FFEE —

Abb. 1. Schematische Darstellung der Regulierung der Proteinsynthese mit einem
chemischen Dimerisierungsausloser.

Wenn es sich bei diesen Proteinen um die DNA-Bindungs- und
die Promotordoménen eines Transkriptionsaktivators handelt,
kann die Genexpression induziert werden. Die Rezeptoren sind
chimire Proteine, die Doménen zum Binden nichtiber-
lappender Regionen des Wirkstoffmolekiils enthalten. In der
ersten Arbeit waren die wirkstoffbindenden Doménen Immu-
nophiline wie Cyclophilin CyP oder FKBP 12 mit einem synthe-
tischen Dimer eines assoziierten immunsuppressiven Wirkstoffs
als chemischem Dimerisierungsausldser (chemical inducer of di-
merization = CID).I" Mit diesem System gelangen Proteinsyn-
thesen sowohl in vitro!') als auch in vivo!** 421 Das Ausmal
der Genexpression kann dabei durch Variation der Zeiten und
der Menge des verabreichten Wirkstoffs beeinflut werden.
Ein Problem jedoch ergibt sich aus der Tatsache, daB3 die
Immunophiline in vielen Zellarten in groBer Menge exprimiert
werden. Als Konsequenz kann der Wirkstoff im ganzen Orga-
nismus durch Immunophiline unter Bildung von unproduktiven
Proteinkomplexen gebunden werden. Eine Losung bot das Kon-
zept der orthogonalen Rezeptor-Ligand-Paare:™! Schreiber
und Mitarbeiter modifizierten das cyclische Undecapeptid Cy-
closporin A (CsA) mit einem sterisch anspruchsvollen Rest

[29] J. 1. Harris, M. Waters in The Enzymes, Vol. 13 (Hrsg.: P. D. Boyer), Academic H3C\ /H
Press, New York, 1976, S. 1-49. (Ifl
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punkt, dem sich in den letzten Jahren Schreiber, Crabtree und
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(,,Hocker*), indem sie den Rest MeVal11l durch den Rest Melle
ersetzten, was zu einer drastischen Reduzierung der Bindung an
Wildtyp-CyP fiihrte. Danach wurden Mutanten von CyP mit zu
dem Hocker passenden ,,Lochern® exprimiert, z. B. die Mutan-
te, in der Phe113 durch Ala ersetzt ist (F113A) und deren Bin-
dung an das verdnderte CsA dhnlich gut ist wie die im natiir-
lichen System.[*! Auf diesem Weg konnen Probleme durch die
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