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Abstract: Zuckerphosphate sind biologisch bedeutsam im
Zellmetabolismus, bei der Signalîbertragung und als Baustei-
ne in Makromolekîlen. Die selektive chemische Phosphory-
lierung von Zuckern ist schwierig, vor allem am anomeren
Zentrum. Eine durch Phosphatase katalysierte diastereose-
lektive Phosphorylierung am anomeren Zentrum unter-
schiedlicher Aldosen wird beschrieben. Als Phosphoryldonor
der Reaktion fungiert a-d-Glukosylphosphat, welches îber
eine Phosphorylase-katalysierte Reaktion aus Saccharose und
Phosphat hergestellt wird. Simultan und sequenziell durchge-
fîhrte Biotransformationen mithilfe des hier entwickelten
Phosphorylase-Phosphatase-Kombikatalysators ermçglichten
die Herstellung verschiedener Glykosylphosphate mit defi-
nierter anomerer Konfiguration in Ausbeuten von bis zu 70%
basierend auf der anf�nglich eingesetzten Phosphatkonzen-
tration. Fîr die Isolation der Reaktionsprodukte wurde eine
effiziente, enzymunterstîtzte Aufreinigungsstrategie entwi-
ckelt.

Phosphorylierte Kohlenhydrate sind wichtige Biomolekî-
le.[1] Sie fungieren als Intermediate im Metabolismus und
spielen eine wesentliche Rolle bei der Signalîbertragung.
Makromolekulare Strukturen wie jene im Genom sind aus
Zuckerphosphaten aufgebaut.[1] Technologisch finden Zu-
ckerphosphate Anwendungen in der Lebensmittel-, Kosme-
tik- und Detergenzindustrie.[2, 3] Ferner dienen sie als Aus-
gangsstoffe fîr die Herstellung von nukleotidaktivierten Zu-
ckern[2d, 4a] und als Zwischenprodukte in der Synthese von

seltenen Zuckern.[2e,f] Eine effiziente und praktische Methode
zur Synthese von Zuckerphosphaten w�re daher von großer
Bedeutung fîr verschiedene Disziplinen in Wissenschaft und
Technologie. Eine vielversprechende Option ist dabei die
gezielte direkte Phosphorylierung von Zuckern. Allerdings
macht die inh�rente strukturelle Komplexit�t der Zucker dies
zu einer schwierigen Aufgabe.

Speziell in der Synthese von Glykosylphosphaten kommt
der Kontrolle der Stereochemie am anomeren Zentrum eine
besondere Bedeutung zu. Chemische Synthesemethoden er-
fordern normalerweise mehrere Schritte,[4] selbst dann wenn
auf Schutzgruppenchemie verzichtet wird.[5] Die meisten der
beschriebenen Synthesen verlaufen îber Reaktionen mit eher
geringen Ausbeuten und sind auf eine kleinere Anzahl von
Glykosylphosphaten limitiert. Einige Glykosylphosphate
wurden mit guter Effizienz aus den entsprechenden b-Gly-
kosylsulfonhydraziden erzeugt, welche wiederum direkt aus
freien Zuckerhalbacetalen gewonnen wurden. Allerdings war
die Diastereoselektivit�t gerade ausreichend, um eine gewisse
Anreicherung des a-Anomers in den finalen Produkten zu
erreichen.[5] Nukleotidtriphosphat(NTP)-abh�ngige Zucker-
1-Kinasen, welche die Phosphorylierung an der anomeren
Hydroxygruppe mit absoluter Stereokontrolle katalysieren,
sind geeignet, um das Problem der Stereokontrolle in den
Griff zu bekommen.[6] Jedoch ist durch die hohe Substrat-
spezifit�t (z.B.: d-Gal,[7a] l-Fuc,[7b] d-GalNAc/d-GlcNAc,[7c]

d-GlcUA,[7d] d-GalUA,[7e] l-Ara[7f]) die synthetische Anwen-
dung dieser Enzyme zumeist auf die Phosphorylierung ihres
physiologischen Zuckersubstrats oder auf nahe strukturelle
Analoga davon limitiert. Erst vor kurzem wurden Zucker-1-
Kinasen mit einem etwas breiteren Substratspektrum ent-
deckt[8] oder durch Protein-Engineering erzeugt.[9] Chen und
Mitarbeiter benutzten entweder die d-GalNAc/d-GlcNAc-
Kinase oder die d-Gal-Kinase, je nach Substratspezifit�t, fîr
die Synthese der a-Glykosylphosphate von d-Gal, d-Glc und
d-Man. Derivate dieser drei Zucker, welche Substitutionen
durch H, F, NH2, NHAc oder N3 am 2-OH aufwiesen, konn-
ten ebenfalls erfolgreich phosphoryliert werden.[10]

Trotz Fortschritten in der Entwicklung von breit spezifi-
schen Zucker-1-Kinasen besteht eine Diskrepanz zwischen
den bençtigten und den mit vorhandenen Enzymen gut her-
stellbaren Glykosylphosphaten. Außerdem ist es nicht wirt-
schaftlich, NTPs in stçchiometrischen Mengen einzusetzen.
Obwohl nennenswerte Entwicklungen in Kinase-katalysier-
ten Zuckerphosphorylierungen in Grammskalen erzielt
wurden, erhçht die Notwendigkeit, NTPs enzymatisch zu
regenerieren, die Gesamtkomplexit�t der Umsetzungen.[11,12]

Aus diesen Grînden w�re eine biokatalytische Phos-
phorylierungsmethode, die sowohl die Schlîsseleigenschaft
der Stereoselektivit�t und den zus�tzlichen Vorteil einer

[*] Dr. P. Wildberger,[+] M. Pfeiffer,[+] Prof. Dr. B. Nidetzky
Institut fír Biotechnologie und Bioprozesstechnik
Technische Universit�t Graz
Petersgasse 12, 8010 Graz (©sterreich)
E-Mail: bernd.nidetzky@tugraz.at

Prof. Dr. B. Nidetzky
acib – Austrian Centre of Industrial Biotechnology (©sterreich)

Prof. Dr. L. Brecker
Institut fír Organische Chemie, Universit�t Wien
W�hringerstraße 38, 1090 Wien (©sterreich)

[++] Gemeinsame Erstautoren

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (Methoden inklusive
Enzymproduktion und Aufreinigung, Assays, Analytik, enzymatische
Umsetzungen, Produktanalyse, Aufreinigung und Produktidentifika-
tion) sind im WWW unter http://dx.doi.org/10.1002/ange.
201507710 zu finden.

Ó 2015 Dieser Open Access Beitrag steht unter den Bedingungen
der Creative Commons Attribution Non-Commercial NoDerivs
License, die eine Nutzung und Verbreitung in allen Medien gestattet,
sofern der urspríngliche Beitrag ordnungsgem�ß zitiert und nicht
fír kommerzielle Zwecke genutzt wird und keine ÷nderungen und
Anpassungen vorgenommen werden.

Angewandte
Chemie

16093Angew. Chem. 2015, 127, 16093 –16097 Ó 2015 Die Autoren. Verçffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://dx.doi.org/10.1002/anie.201507710
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201507710
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201507710
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201507710


breiten Substratakzeptanz vereint, von großer Bedeutung,
insbesondere wenn man die Produktion von Glykosylphos-
phaten als Plattformchemikalien in Betracht zieht. Zus�tzlich
kçnnte die Verwendung eines alternativen Phosphatdonors,
der einfacher verfîgbar ist als die bereits angewandten NTPs,
den Prozess noch weiter verbessern. Die vorliegende Studie
beschreibt die Entwicklung eines Phosphorylase-Phosphata-
se-Kombikatalysators fîr die Phosphorylierung von Zuckern
am anomeren Zentrum ausgehend von anorganischem
Phosphat (Schema 1).

Die hier angewandte Umsetzung verl�uft in zwei Stufen
îber den aktivierten Phosphatdonor a-d-Glukosylphosphat
(aGlc 1-P), welcher mittels Saccharose-Phosphorylase (aus
Leuconostoc mesenteroides ; SPase; EC 2.4.1.7)[13] durch eine
thermodynamisch begînstigte Reaktion aus freiem Phosphat
und Saccharose erzeugt wird. aGlc 1-P wird anschließend in
einer spezifischen Transphosphorylierung in Anwesenheit
eines Zuckerakzeptors und einer geeigneten Phosphomono-
ester-Hydrolase (Glucose-1-Phosphatase; AGP; EC 3.1.3.10)
umgesetzt. Die große Vielfalt an Phosphatasen und deren
zum Teil oft îberlappende Substratspezifit�ten[14] machen die
gezielte Auswahl eines geeigneten Biokatalysators fîr die
Transphosphorylierung zu einer anspruchsvollen Aufgabe.

Die Synthese einiger Aldohexosephosphate mittels
Phosphatase-katalysierter Transphosphorylierung ausgehen
von Pyrophosphat wurde bereits beschrieben.[15] Allerdings
fand die Phosphorylierung immer am C6, nie aber am ano-
meren Zentrum statt. aGlc 1-P wird von vielen Phosphatasen
hydrolysiert, aber erst kîrzlich wurde die Verwendung von
aGlc 1-P als Phosphoryldonor in der enzymatischen Synthese
in Betracht gezogen.[16] Unsere Arbeitshypothese war, dass
Phosphatasen, welche aGlc 1-P spalten, potenziell auch f�hig
sein kçnnten, effektiv und spezifisch die Synthese von Phos-
phomonoestern am anomeren Zentrum zu katalysieren. Drei
verschiedene Phosphatasen aus dem Bakterium Escherichia
coli (AGP, HAD4, HAD13; siehe Hintergrundinformatio-
nen), deren bevorzugtes Substrat aGlc 1-P ist,[14, 17] wurden
auf ihre F�higkeit zur Phosphorylierung unterschiedlicher
Zucker (siehe unten, 100–200 mm) in der Anwesenheit von
aGlc 1-P (20 mm) getestet. Der Verbrauch von aGlc 1-P, die
Phosphatfreisetzung und die Entstehung neuer Produkt(e)
wurden dabei gemessen (Hintergrundinformationen; Me-
thods). HAD4 und HAD13 verwerteten aGlc 1-P aus-
schließlich durch Hydrolyse und sind daher fîr die Synthese
ungeeignet. Im Unterschied dazu war AGP mit unterschied-

lichen Akzeptoren (z.B. d-Man) aktiv und nutzte eine be-
tr�chtliche Menge (� 50%) des bereitgestellten Donorsub-
strats fîr die Synthese von neuen Zuckerphosphaten. Eine
vorl�ufige Analyse der Produkte ergab, dass das Hauptpro-
dukt der Phosphorylierung nicht d-Mannose-6-phosphat war.
Dies wies darauf hin, dass AGP mçglicherweise eine von den
bisher in der Literatur beschrieben Phosphatasen deutlich
verschiedene Stereoselektivit�t besitzt.[15]

AGP gehçrt zur Familie der sauren Phosphatasen mit
katalytischem Histidin.[18] Der fîr diese Enzyme vorgeschla-
gene Reaktionsmechanismus verl�uft îber eine zweifache
nukleophile Substitution und involviert ein kovalentes Phos-
phoenzym-Intermediat.[17] Der Phosphoryltransfer erkl�rt
sich durch Weiterreaktion des Enzymintermediats entweder
mit Wasser oder mit alternativen Akzeptoren (Schema 2).[16]

Die Synthese von Zuckerphosphaten mittels AGP erfolgt
daher unter kinetischer Kontrolle und wird stark durch die
Eigenschaften des Enzyms beeinflusst. Wesentliche Enzym-
parameter in der Transphosphorylierung sind die Hydrolyse
des Phosphoenzym-Intermediats sowie Hydrolyse des Syn-
theseprodukts.[16]

Aufgereinigte AGP (0.2 UmL¢1) wurde fîr die Phos-
phorylierung (37 88C; pH 7.0) unterschiedlicher Monosaccha-
ride (200 mm ; d-Man, d-Gal, d-GlcNAc, d-GlcNH2, d-
GalNH2, d-GlcUA, l-Fuc, d-Xyl, d-Ara, l-Ara) sowie von
Xylit ausgehend von aGlc 1-P (20 mm) verwendet. Die zu-
gehçrigen Reaktionsverl�ufe sind in Abbildung S2 (Hinter-
grundinformationen) gezeigt. Bis auf d-GlcUA und d-
GalNH2 wurden alle getesteten Akzeptoren phosphoryliert.
Zur Produktidentifizierung wurden 1D- und 2D-NMR-Ana-
lysen (1H, 31P) entweder direkt mit den Reaktionsgemischen
oder mit grob aufgereinigten Reaktionsprodukten durchge-
fîhrt (Abbildungen S3–S7, Tabellen S2 und S3). AGP phos-
phorylierte d-Man, d-GlcNAc, d-Gal und l-Fuc an der ano-
meren Hydroxygruppe mit absoluter axialer Selektivit�t und
erzeugte ausschließlich die entsprechenden a-d- oder b-l-
Glykosylphosphate (Abbildungen S3–S6). Interessanterweise
wurde bei d-GlcNH2 die Phosphorylierung an 6-OH festge-
stellt (Abbildung S7). Xol, d-Xyl, d-Ara und l-Ara wurden
ebenfalls phosphoryliert.

Die Effizienz, mit der jeder Zuckerakzeptor phosphory-
liert wurde, wurde anhand von Schema 2 analysiert. Schlîs-
selparameter sind hierbei die Verbrauchsrate von aGlc 1-P
(rS) und die Phosphatfreisetzungsrate (rP). Bei reinen Hy-
drolysereaktionen betr�gt das rS/rP-Verh�ltnis eins, findet al-
lerdings ein Phosphoryltransfer auf einen Akzeptor statt, so
ist das rS/rP-Verh�ltnis grçßer als eins. Abbildung 1 reiht die
unterschiedlichen Akzeptoren nach ihren rS/rP-Werten.

Schema 1. Diastereoselektive Synthese von Glykosylphosphaten mit
einem Kombikatalysator aus Saccharose-Phosphorylase (SPase) und
Glukose-1-phosphatase (AGP).

Schema 2. Kinetisches Schema der Transphosphorylierung durch die
Phosphatase AGP. A ist der Zuckerakzeptor, Pi das freie Phosphat, P
die kovalent gebundene Phosphorylgruppe.
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Wie man aus Schema 2 ableiten kann, steigt erwartungs-
gem�ß sowohl das rS/rP-Verh�ltnis wie auch die Ausbeute an
phosphoryliertem Produkt in Abh�ngigkeit zur eingesetzten
Akzeptorkonzentration (Abbildung S8). Da es im syntheti-
schen Maßstab unpraktisch ist, bei niedrigen Verh�ltnissen
der Konzentrationen von Donor- und Akzeptorsubstrat zu
arbeiten, war es essentiell, dass auch bei hohen Substrat-
konzentrationen der Akzeptor und der Donor gleichm�ßig
umgesetzt werden. Dies ist exemplarisch fîr die Synthese von
aMan 1-P in Abbildung 2 gezeigt. Es war mçglich, bis zu
400 mm (ca. 100 gl¢1) an phosphoryliertem Produkt ausge-
hend von ca. 1m aGlc 1-P und d-Man herzustellen.

Hohe Substratkonzentrationen waren zudem auch nîtz-
lich, um Kontrolle îber zwei auftretende Nebenreaktionen zu
erlangen, n�mlich die Sekund�rhydrolyse der synthetisierten
Zuckerphosphate und die Erzeugung von d-Glukose-6-
phosphat (Glc 6-P) als Nebenprodukt. Glc 6-P entsteht aus
der in der Reaktion durch Hydrolyse freigesetzten d-Glc. Im
Allgemeinen erwiesen sich die von AGP erzeugten Glyko-
sylphosphate als ausreichend kinetisch stabil, um eine kom-
fortable Herstellung zu ermçglichen (Abbildung S2). Im Falle
von aGal 1-P, aMan 1-P und b-l-Fuc 1-P sank allerdings bei
l�ngerer Reaktionszeit die Produktkonzentration etwas ab,
was zeigte, dass zeitliche Kontrolle einen wichtigen Faktor der
Reaktionsfîhrung darstellte (Abbildung S2). Dieser Effekt
wurde in einem In-situ-NMR-Experiment best�tigt, in wel-
chem die Synthese von aMan 1-P (Abbildung S10) verfolgt
wurde. Bis zur optimalen Reaktionszeit (ca. 300 min) wurde
das Hauptprodukt im großen �berschuss zu Hydrolyse- und
Nebenprodukten gebildet. Danach jedoch sank der Pro-
dukttiter und die Reinheit nahm ab. Darîber hinaus konnte
gezeigt werden, dass erhçhte Substratkonzentration (�
400 mm) der Hydrolyse von aMan 1-P stark entgegenwirkte
(Abbildung S9). Bezîglich Phosphorylierung am C-6 der
freigesetzten Glukose kann festgestellt werden, dass die re-
lative Konzentration an Glc 6-P stark vom rS/rP-Verh�ltnis

abhing, wobei sie im Falle von guten Akzeptoren (rS/rP� 3;
Abbildung S11) maximal 10 % des gesamten Produkts aus-
machte. Ein ausreichender �berschuss an Akzeptor îber
dem Donor ist daher geeignet, um die Produktion von Glc 6-
P zu minimieren.

Als n�chstes wurde die Synthese von Glykosylphosphaten
unter Anwendung der kombikatalytischen Kaskade
(Schema 1) vorgenommen. Die Umsetzungen wurden im se-
quenziellen oder simultanen Modus jeweils im Eintopfver-
fahren durchgefîhrt. d-Man, d-Gal und d-GlcNAc (1m)
wurden ausgehend von Saccharose und Phosphat (je 100 mm)
erfolgreich phosphoryliert (Abbildung 3, Abbildung S12).

Basierend auf die anf�nglich eingesetzte Konzentration
an freiem Phosphat wurde eine Ausbeute von 50 % bis 70% je
nach Akzeptorsubstrat erzielt (Abbildung 3, Abbildung S12).
Der Zeitverlauf fîr die Synthese von aMan 1-P ist in Abbil-
dung 3 gezeigt. Bei der sequenziellen Umsetzung (Abbil-
dung 3a) wurde zuerst in einer gleichgewichtskontrollierten
Reaktion aGlc 1-P (150 mm ; ca. 80% Substratumsatz) er-
zeugt, welches nach Zugabe von AGP und Akzeptor als
Phosphoryldonor fîr die Phosphorylierung von d-Man
diente. aGlc 1-P wurde vollkommen umgesetzt und eine etwa
�quivalente Menge an aMan 1-P synthetisiert. Die Produk-
tion von Glc 6-P war gering (� 6%). Phosphorylierung von d-
Fru,[16] die durch die Spaltung der Saccharose entsteht
(Schema 1), war unter der Nachweisgrenze. Phosphorylie-
rung von Saccharose wurde nicht beobachtet. Die Konzen-
tration an freiem Phosphat nahm im Verlauf der zweiten
Reaktion mit AGP leicht ab (Abbildung 3a). Dies deutete
auf eine fortgesetzte Umsetzung von Saccharose durch SPase
hin, da aGlc 1-P schrittweise aufgebraucht wurde.

Interessanterweise war die simultane Reaktion von AGP
und SPase ebenfalls sehr leistungsf�hig und erbrachte eine
Phosphorylierung von d-Man mit �hnlicher Effizienz und
Ausbeute wie die Umsetzung im sequenziellen Modus (Ab-
bildung 3 b). Um den graduellen Abbau von aMan 1-P und

Abbildung 1. AGP katalysiert die Phosphorylierung unterschiedlicher
Akzeptoren (200 mm) ausgehend von aGlc 1-P (20 mm). Die Produkti-
onsausbeute wurde bei einem Umsatz an aGlc 1-P von �90% berech-
net, ausgenommen bei [a] 38%, [b] 81%, [c] 69%, [d] 86 %, [e] 89%
und [f ] 75%. Der Stern (*) markiert die absolute Menge an gebildetem
Zucker-1-phosphat (GlcNH2 1-P, GlcNH2 6-P), die zur Berechnung der
Produktausbeute herangezogen wurde.

Abbildung 2. Die AGP-katalysierte Synthese von aMan 1-P bei unter-
schiedlichen Konzentrationen von aGlc 1-P (Donor) und d-Man (Ak-
zeptor). (*) aMan 1-P Ausbeute, (*) cD-Man/caGlc 1-P. Die Ausbeute von
aMan 1-P wurde nach 120 min Reaktionszeit berechnet. Der Umsatz
an aGlc 1-P verringerte sich von 95% auf 52% mit ansteigender An-
fangskonzentration des Donorsubstrats.
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die Produktion von Glc 6-P zu unterdrîcken, war die Kon-
trolle der Reaktionszeit in beiden Reaktionsmodi essenziell.
�berdies war das Verh�ltnis der volumetrischen Aktivit�ten
von Phosphorylase und Phosphatase ein wesentlicher Opti-
mierungsparameter, wobei ein �berschuss der Aktivit�t der
Phosphorylase (� 20-fach) als optimal erkannt wurde. Auf-
grund der geringeren Gesamtreaktionszeit war die Raum-
Zeit-Ausbeute bei der Reaktion im simultanen Modus um
den Faktor 5 hçher als im Falle der sequenziellen Synthese
(Abbildung 3).

Die Abtrennung des Glykosylphosphat-Syntheseprodukts
von geringen Mengen an anderen Zuckerphosphaten (z. B.
Glc 6-P), welche in den Reaktionsgemischen vorhanden
waren, war das Hauptproblem der Produktaufarbeitung. Eine
effiziente Trennmethode wurde etabliert, wobei der Schlîs-
selschritt in einer selektiven enzymatischen Hydrolyse der
ungewollten Zuckerphosphate lag. Fîr diesen Zweck wurde
die Phosphatase BT4131 aus Bacteroides thetaiotaomicron
ausgew�hlt. Kinetische Studien in der Literatur[19] und in hier

durchgefîhrten Experimenten (Abbildung S13) zeigten, dass
dieses Enzym effektiv zwischen Zuckern unterscheidet, die
an einem prim�ren oder dem anomeren Hydroxyrest phos-
phoryliert sind. Somit war es mçglich, phosphorylierte Ne-
benprodukte effizient aus dem Reaktionsgemisch zu entfer-
nen, wie es beispielhaft fîr die Produktion von Man 1-P,
aGlcNAc 1-P und aGal 1-P gezeigt wurde (Abbildun-
gen S14–S19, Tabellen S4 und S5). Authentische Glykosyl-
phosphate konnten nach Aufreinigung mit Anionenaus-
tauschchromatographie und F�llung als Bariumsalz erhalten
werden. Von einer einzelnen Umsetzung im kleinen Maßstab
(1.5 mL) konnten bis zu 40 mg Produkt mit einer ausrei-
chenden Reinheit (Tabelle S5) erzeugt werden.

Zusammengefasst berichten wir hier îber die diastereo-
selektive Synthese von Glykosylphosphaten mithilfe einer
Phosphatase-katalysierten Transphosphorylierung unter Ver-
wendung ungeschîtzter Aldosezucker als Akzeptoren. Es-
senziell war hierbei die gezielte Auswahl des Biokatalysators,
wobei die Phosphatase AGP ausgezeichnete Eigenschaften
fîr die Synthese von Glykosylphosphaten besitzt. Die hier
vorgestellte Reaktionskaskade in zwei Stufen basiert auf der
Anwendung eines neu entwickelten Phosphorylase-Phos-
phatase-Kombikatalysators, der eine anomere Phosphorylie-
rung ausgehend von anorganischem Phosphat und Saccharose
îber ein intermedi�r gebildetes aGlc 1-P ermçglicht. Ver-
schiedene strukturell definierte Glykosylphosphate konnten
in guten Ausbeuten (bis 70 % basierend auf der anf�nglich
eingesetzten Phosphatkonzentration) erzeugt werden. Die so
hergestellten Glykosylphosphate wurden mithilfe einer en-
zymunterstîtzten Aufreinigungsmethode aus den Reakti-
onsans�tzen isoliert. Hiermit stellen wir eine neue vielver-
sprechende Route zur Synthese definierter Glykosylphos-
phate vor, welche die bereits existierenden Kinase-kataly-
sierten Systeme im Anwendungsbereich erg�nzen kann.
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