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Enzyme in der organischen Synthese : das Problem der molekularen Erkennung - 
von Kohlenhydraten (Teil l)** 

C.-H. Wong*, Randall L. Halcomb, Yoshitaka Ichikawa und Tetsuya Kajimoto 

Die auf Zelloberflachen anzutreffenden 
Saccharide sind Informationstrager auf 
molekularer Ebene. Obwohl sich Sauge- 
tiere normalerweise auf die Venvendung 
von nur sieben oder acht Monosaccha- 
ridbausteinen beschranken, ist wegen 
der Multifunktionalitat dieser Mono- 
mere der Aufbau einer schier unbe- 
grenzten Zahl komplexer Strukturen 
moglich. So kbnnen beispielsweise meh- 
rere Millionen topologisch unterschied- 
licher Tetrasaccharide aus diesen weni- 
gen Monosacchariden entstehen, wenn 
man die Art der Verzweigung, die Konfi- 
guration des glycosidischen C-Atoms 
und Modifikationen der Hydroxy- und 
Aminogruppen in Betracht zieht. Oligo- 
saccharide sind daher in der Lage, efi-  
zient die riesigen Datenmengen zu ko- 
dieren, die fur biologische Erkennungs- 

prozesse, von interzellularer Kommuni- 
kation uber Signalubertragung, Zellad- 
hasion, Infektion und Zelldifferenzie- 
rung bis hin zu Zellentwicklung und 
Metastase, benotigt werden. Trotz die- 
ser zentralen Bedeutung ist die Entwick- 
lung von pharmazeutischen Anwendun- 
gen dieser Substanzklasse verglichen mit 
der anderer Biomolekiile sehr langsam. 
Ein Grund dafiir ist, daD Techniken zur 
Untersuchung komplexer Kohlenhydra- 
te fehlen. So konnen Oligosaccharide 
weder fur die Sequenzanalyse amplifi- 
ziert werden, noch gibt es eine Methode 
fur ihre automatisierte Synthese. Dar- 
uber hinaus tragen die moglicherweise 
geringe Bioverfiigbarkeit von Oligosac- 
chariden und Schwierigkeiten bei ihrer 
Produktion in technischem MaDstab 
zweifellos nicht dazu bei, die Entwick- 

lung zu beschleunigen. Die hier be- 
schriebenen enzymatischen und chemo- 
enzymatischen Methoden, besonders 
die unter Verwendung von Aldolasen 
und Glycosyl-Transferasen, erscheinen 
geeignet fur die Synthese von Mono- 
und Oligosacchariden sowie verwandten 
Verbindungen. Es steht zu erwarten, da13 
weitere Fortschritte in der Glycobiolo- 
gie neue Methoden eroffnen werden, mit 
denen die molekulare Erkennung bei 
Kohlenhydraten untersucht und bioak- 
tive Saccharide und Saccharidmimetica 
zur gezielten Beeinflussung eben jener 
Erkennungsprozesse synthetisiert wer- 
den konnen. 

Stichworte: Enzyme . Kohlenhydrate . 
Organische Synthese 

Jiingste Fortschritte im Bereich der synthetischen Organi- 
schen Chemie haben den stereokontrollierten Zugang zu vielen 
organischen Verbindungen erschlossen. Man sieht sich in der 
organischen Synthese nunmehr zwei neuen Herausforderungen 
gegeniiber : erstens dem Design von neuen Verbindungen fur die 
Anwendung in den Bio- und Materialwissenschaften und zwei- 
tens der Entwicklung okonomischer und umweltvertraglicher 
Syntheseverfahren. Enzyme kbnnen zur Losung beider Proble- 
me beitragen und werden zunehmend als nutzliche Katalysato- 
ren in der organischen Synthese betrachtet. Zahlreiche enzyma- 
tisch katalysierte Verfahren, besonders solche unter Verwen- 
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dung von hydrolytischen Enzymen wie Lipasen, Esterasen und 
Amidasen, wurden entwickelt und gehoren mittlerweile zum 
Handwerkszeug in der organischen Synthese. Neue Fortschritte 
in der enzymatischen Synthese haben den Nutzen dieser Verfah- 
ren noch erweitert und auch andere komplexe Reaktionstypen 
erschlossen. Dazu gehoren Redoxreaktionen, die Kniipfung 
von C-C-Bindungen, Glycosylierungen und Gruppentransferre- 
aktionen, die sich mit konventionellen Methoden schwer oder 
gar nicht durchfiihren lassen. AuDerst vielversprechend sind En- 
zyme fur die Synthese von wasserloslichen, polyfunktionellen 
organischen Molekulen, besonders Kohlenhydraten und ver- 
wandten Substanzklassen. Konventionelle Verfahren fur die 
Herstellung solcher Verbindungen beinhalten den wiederholten 
Einsatz von Schutzgruppen und weisen das Problem unzurei- 
chender Stereokontrolle auf. Die hohe Regio- und Stereoselekti- 
vitat sowie die milden Reaktionsbedingungen von enzymkata- 
lysierten Reaktionen eroffnen neue Moglichkeiten, viele 
Schwierigkeiten bei der Synthese von Kohlenhydraten zu mei- 
stern. Das gilt besonders fur Synthesen in grolierem MaRstab. 
Dieser Aufsatz beschaftigt sich mit dem Einsatz enzymatischer 
und chemoenzymatischer Methoden in der Synthese von einfa- 
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chen und komplexen Sacchariden einschlieljlich verwandter 
Verbindungen sowie mit deren Anwendung bei der Untersu- 
chung von biologischen Erkennungsprozessen, die durch Koh- 
lenhydrate vermittelt werden. 

1. Die derzeitige Lage der enzymatischen organischen 
Sy n these 

Zu den Charakteristica von Enzymen, die ihren Einsatz in der 
Synthese erschwert haben, gehoren geringe Stabilitat, hohe 
Preise, schwierige Handhabung und enge Substratspezifitat. 
Folglich war die Anwendung von Enzymen traditionell auf die 
Analytik und Synthese kleiner Mengen an Biochemikalien be- 
schrankt. Diese Sichtweise hat sich jedoch in den letzten zehn 
Jahren dank neuer Entwicklungen in Chemie, Biologie und Ver- 
fahrenstechnik dramatisch geandert. Eine grol3e Zahl bekannter 
und neuer Enzyme (Tabelle 1) sind fur die Umsetzung naturli- 
cher und nichtnatiirlicher Substrate zu synthetisch niitzlichen 
Zwischen- und Endprodukten genutzt worden. Techniken auf 
der Grundlage rekombinanter DNA ermoglichen es, Enzyme 

kostengiinstig herzustellen und ihre Eigenschdften gezielt zu be- 
einflussen. Die vielleicht vielversprechendsten Anwendungen 
der enzymatischen Katalyse liegen im Bereich der asymmetri- 
schen Synthese definierter Verbindungen fur den Einsatz in Bio- 
logie, Medizin und Landwirtschaft['- 51. 

Die biologische Aktivitat der meisten Wirkstoffe beruht auf 
ihrer Fahigkeit in die Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und 
Ligand oder zwischen Enzym und Substrat einzugreifen. Die 
gezielte Entwicklung von neuen Arzneimitteln setzt das Design, 
die Synthese und die Untersuchung einer Vielzahl von Enzym- 
substraten, Inhibitoren und Liganden voraus, die sich mit klas- 
sischen Methoden wahrscheinlich nur schwer handhaben las- 
sen. Angesichts der moglichen Vorteile der Enzymkatalyse bei 
der Synthese von Kohlenhydraten sowie eines zunehmenden 
okologischen Bewuljtseins und der Auflagen fur die chemische 
und pharmazeutische Industrie von Seiten des Gesetzgebers ist 
die enzymatische organische Synthese besonders attraktiv, da 
sie saubere und milde Verfahren zur Herstellung von Materia- 
lien mit hoher optischer Reinheit anbietet. 

Von grol3er Bedeutung ist die Frage, ob der Einsatz eines 
Enzyms in einer Synthese angebracht ist. Haufig sind enzymati- 
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Tabelle 1. In der organischen Synthese haufig verwendete Enzyme. 

Enzyme, die keinen Enzyme. die keine zu- Enzyme, die Cofak- 
Cofaktor benotigen gesetzten Cofaktoren toren benotigen 

benotigen (Cofaktoren) [a] 

1) Hydrolytische Enzyme: 

Esterasen 
Lipasen 
Amidasen 
Phospholipasen 
Epoxid-Hydrolasen 
N ucleosid-Phosphorylase 
SAM-Synthetase 

2) Isomerasen und Lyasen: 

GI ucose-Isomerase 
Asnartase 

1) Flavoenzyme: 

Glucose-Oxidase 
Aminosiiure-Oxidasen 
Diaphorase 
FMN-Reduktase 

2)  Pyridoxalphosphat. 
Enzyme: 

Transaminasen 
Tyrosinase 
6-Aminolevulinsaure- 

Dehvdratase 

1) Kinasen (ATP) 

2) Oxidoreduktasen 
(NAD(P)(H)) 

3) Methyl-Trans- 
ferasen (SAM) 

4) CoA-benotigende 
Enzyme 

5)  Sulfuryl-Lyasen 
(PAPS) Phenylalanin-Ammoniak- Cystathionin-Synthetase 

Fumarase 3) Metalloenzyme: 
Cyanh ydrin-Synthetase 

Lyase 

Galactose-Oxidase 

3) Aldolasen Monooxygenasen 
Dioxygenasen 

4) Glycosyl-Transferasen Hydrogenasen Enoat-Reduktasen 

5 )  Glycosidasen Aldolasen 
Carboxy -Lyasen 
Nitril-Hydrolase 

4) Thiaminpyrophosphat- 
Enzyme: 

Decarboxy lasen 
Transaldolasen 

5 )  andere: 

SAH-Hydrolase 
Vitamin-B **-abh:ingige Enzyme 
PQQ(Methoxatin)-Enzyme 
Oxynitrilasen 

[a] ATP = Adenosin-5'-triphosphat, NAD(P) = Nicotinamidadenindiphosphat 
(3'-phosphat), SAM = S-Adenosylmethionin, PAPS = 3'-Phosphoadenosyl-S- 
phosphosulfat. 

sche Umsetzungen lediglich eine -moglicherweise verbesserte - 
Alternative zu bestehenden chemischen Prozessen, deren Ver- 
drangung durch Enzyme fraglich ist. In einigen Fallen ist das 
enzymatische Verfahren jedoch kos tengunstiger und klassischen 
Methoden klar iiberlegen. So gibt es beispielsweise zur Manipu- 
lierung von DNA auRer dem Verfahren rnit DNA-Ligasen und 
Restriktions-Endonucleasen keine Alternative. Mehrere enzy- 
matische Prozesse, die im industriellen MaBstab durchgefuhrt 
werden, haben gezeigt, daB sich Enzyme in der Produktion von 
Gebrauchs- und Feinchemikalien sowie Medikamenten einset- 
Zen lassen. Dazu zahlen die Enantiomerentrennung von Amino- 
sauren rnit Acylase, die Produktion von Maissirup mit hohem 
Fructosegehalt (fur die Getrankeindustrie) durch Gluco-Amy- 
lase und Gluco-Isomerase, die Umwandlung von Schweine- 
Insulin in menschliches durch Trypsin, die Herstellung von Peni- 
cillinanaloga durch Penicillin-Acylase, die Synthese des SUB- 
stoffs Aspartam mit Thermolysin und die Herstellung von Acryl- 
amid aus Acrylnitril rnit Nitril-Hydrolase. Auch bei der Syn- 
these und Modifizierung von Mono-, Oligo- und Polysacchari- 
den sowie ihren Konjugaten und Analoga, bei der Modifi- 
zierung von rekombinaten DNA-Produkten wie Glycoprotei- 
nen und allgemein bei der regioselektiven Umsetzung anderer 
komplexer Molekule konnen Enzyme von unschatzbarem Wert 

sein. Es sollte allerdings betont werden, daB fur die Herstellung 
kleiner Substanzmengen (im Milligrammbereich) die Entwick- 
lung eines enzymatischen Syntheseweges in der Regel zu auf- 
wendig und hier die klassische chemische Synthese vorzuziehen 
ist. Werden hingegen groBere Mengen benotigt, lohnt sich der 
Aufwand, geeignete Enzyme zu entwickeln. 

Sobald die Entscheidung fur ein enzymatisches Verfahren ge- 
troffen worden ist, beginnt man mit der Auswahl von einem oder 
mehreren fur diesen Reaktionstyp geeigneten Enzymen und op- 
timiert die Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH, Losungs- 
mittel, Regulatoren, Schutzgruppen) . Eine Reihe von Enzymen 
sind bereits im Handel erhaltlich, und viele weitere konnen 
leicht isoliert werden. Als nachstes ist zu bestimmen, ob das En- 
zym die fur die Umsetzung benotigte Aktivitat aufweist. Dabei 
mussen sowohl Selektivitat als auch spezifische Aktivitat beruck- 
sichtigt werden. Die Aktivitat eines Enzyms wird oft in U (units) 
angegeben: 1 U eines Enzyms synthetisiert 1 pmol Produkt pro 
Minute bei maximaler Umsatzgeschwindigkeit ; die Zahl von 
Units pro Milligramm Enzym ist die spezifische Aktivitat des En- 
zyms. Wenn die spezifische Aktivitat zu niedrig ist, ist die beno- 
tigte Enzymmenge unrealistisch groB. In diesem Fall steht man 
vor der Wahl, entweder ein aktiveres Enzym einzusetzen, ein 
anderes Enzym durch Screening zu suchen oder durch ortsspezi- 
fische Mutagenese zu entwickeln oder aber das Projekt zugunsten 
eines klassischen chemischen Ansatzes aufzugeben. Ahnliche 
Uberlegungen sind auch hinsichtlich der Selektivitat anzustellen. 

Wenn Selektivitat und spezifische Aktivitat fur praktische 
Zwecke ausreichen, sind die verbleibenden Schritte relativ ein- 
fach. Ein Verfahren, das Enzym fur Synthesen im LabormaB- 
stab in ausreichender Weise zu stabilisieren, ist normalerweise 
leicht zu finden. Am einfachsten ist es, das Enzym zu immobili- 
sieren; sollte dies nicht moglich sein, kann ohne weiteres das 
freie Enzym homogen in Losung verwendet werden. Unter Um- 
standen kann auch durch ortsspezifische oder ungerichtete Mu- 
tagenese die Stabilitat erhoht werden. Anschlieaend kann das 
Enzym in groBen Mengen durch Techniken auf der Grundlage 
von rekombinanter DNA gewonnen werden. Sobald alle kineti- 
schen Parameter (z.B. die Geschwindigkeitskonstante kkat, die 
Michaelis-Konstante KM, die Geschwindigkeitskonstante der 
Inaktivierung des Enzyms) bestimmt sind, steht der Synthese in 
groBem MaBstab nichts mehr im Wege. Fur den Fall, daB fur 
eine bestimmte Umsetzung kein Enzym bekannt ist, ist die Su- 
che nach einem geeigneten Enzym schwieriger und die chemi- 
sche Synthese moglicherweise vorzuziehen. Bei wichtigen Um- 
wandlungen kann sich jedoch ein Screening oder die Ent- 
wicklung eines katalytischen Antikorpersf6I lohnen. Sobald ein 
aus Aminosauren aufgebauter Katalysator gefunden worden 
ist, konnen dessen Stabilitat und Aktivitat wie beschrieben er- 
hoht werden. Ein nutzliches Verfahren zum Screening von Pro- 
teinen auf Katalysatoreigenschaften ist deren Expression auf 
der Oberflache eines Phagent']. Die in den letzten Jahren ent- 
deckten katalytischen Ribonucleinsauren hdben eine neue Di- 
mension in der Biokatalyse eroffnet, und proteinfreie Biokataly- 
satoren auf RNA-Basis stehen mittlerweile als synthetische 
Katalysatoren zur Verfugung"]. In Tabelle 2 ist der augenblick- 
liche Status der enzymatischen Katalyse zusammengefaat. Die 
strategische Vorgehensweise zur Entwicklung von enzymati- 
schen Katalysatoren fur bestimmte Reaktionen ist in Schema 1 
dargestellt. Zwar sind Biokatalysatoren eine vielseitige und 
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Tabelle 2. Entwicklungsstand der enzymatischen Katalyse. 

geloste Probleme gegenwlrtige Forschungs- noch ungeloste Probleme 
aufgaben 

lmrnobilisierune Entwicklung neuer An- Design und Entwicklung neu- 
Regenerierung des Co- wendungen von Enzymen er Enzymkatalysatoren 

CoA. Zuckernucleotide) Design nichtnaturlicher chemoenzymattsche Synthese 
t'dktors (NAD(P). ATP, im 

Substrate von komplexen Verbindungen 
Enzym-Desaktivierung 
(Thiol-Oxidation, Verwendung organischer Entwicklung von Multien- 
Wirkung von Proteasen) Losungsmittel (Ein- und 

Verwendung rekombi- 
nanter DNA fur die Enzymstabilisierung 

zymsystemeu durch gezielte 

muswegen 
Zweiphasensysteme) Verlnderung von Metabolis- 

Produktion von Enzy- Vern~eidung der Produkt- neue Katalysatoren aus 
men in grol3ern MaB- 
stab 

monoklonalen Fab-Frag- 
menten inhibierung 

Regenerierung des Cot'dk- 
tors (PAPS, SAM) 

Beeinflussung der Enzymak- 
tivitit und halbsynthetische 
Enzyme 

Mutagenese zur Verinderung 
von Enzymeigenschaften 

Suche ndch Enzymen aus 
neuen Spezies fur die Ver- 
wendung in der Synthese 

Scale-up pharmazeutisch 
wichtiger Synthesen rnit En- 
zymen 

Entwicklung von Multien- 
zymsystemen fur die Synthese 

Anwendungen zur Syn- 
these von Fein- und Spezial- 
chemikalien 

Entwicklung von kataly- 
tischen Antikorpern 

niitzliche neue Klasse von Katalysatoren fur asymmetrische 
Synthesen, doch bleibt ihre Verbesserung oder Veranderung 
durch ortsspezifische Mutagenese ein schwieriges Unterfangen. 
Dessen ungeachtet werden Chemiker, die Biokatalysatoren ein- 
setzen und entwickeln, einen klaren Vorteil haben, wenn es dar- 
um geht, die neue Generation von Syntheseproblemen an der 
Grenze zwischen Biologie und Chemie anzugehen. 

- Reaktanten - Produkte - 0 Enzym(e) 0 

+ ia nei"yr ( r D N A -  

+ la 
Modeling 

Schema 1. Strategie zur Entwicklung enzymatischer Katalysatoren. 1st das Enzym 
fur die Katalyse einer bestimtnten Umsetzung bekannt. kann seine Spezifitlt, spezi- 
fische Aktivitlt und Stabilitit durch Protein engineering oder Screening verbessert 
werden. 1st das Enzym nicht bekannt, kann man es durch Screening finden oder 
gezielt einen katalytischen Antikorper entwickeln und durch Protein engineering 
verbessern (nach Lit. [5] ) .  

C.-H. Wong et al. 

2. Enzymatische Katalyse in der Glycobiologie 

Komplexe Kohlenhydrate und deren Konjugate haben in bio- 
logischen Systemen entweder eine Rolle als Struktur- oder 
als Informationstrager. Auf der Zelloberflache anzutreffende 
Oligosaccharidbestandteile von Glycokonjugaten sind an unter- 
schiedlichen biochemischen Erkennungsprozessen beteiligt[g. ''I. 
Dazu gehoren Wachstum, Entwicklung, Inirnunabwehr, Infek- 
tion, Zelladhlsion, Metastase und Signaliibertragung. Oft gibt 
es von diesen Verbindungen nur winzige Mengen, was ihre Iso- 
lierung und Charakterisierung schwierig gestaltet. Die Synthese 
von ausreichenden Substanzmengen fur biologische Untersu- 
chungen und die Ermittlung des medizinischen Nutzens 1st muh- 
Sam. Obwohl Slugetiere in der Regel nur sieben oder acht 
Monosaccharidbausteine verwendenc' 'I, ist wegen der Poly- 
funktionalitat dieser Monomere der Aufbau einer Vielzahl von 
auDerst komplexen Strukturen moglich. So konnen beispiels- 
weise mehrere Millionen unterschiedlicher Tetrasaccharide aus 
dieser begrenzten Zahl von Monosacchariden entstehen, wenn 
man den Ort der Verknupfung, die Konfiguration des glycosidi- 
schen C- Atoms und mogliche Modifikationen in Betracht zieht. 
Oligosaccharide sind daher in der Lage, effizient die riesigen 
Datenmengen zu kodieren, die fur biologische Erkennungspro- 
zesse benotigt werden. Die an der Biosynthese und am Abbau 
der Oligosaccharide beteiligten Enzyme, z.B. Glycosidasen, sind 
wertvolle Reagentien fur die Strukturbestimmung[lzl und wer- 
den auBerdem zusammen mit den fur die Kniipfung von glycosi- 
dischen Bindungen verantwortlichen Enzymen, 2.B. Glycosyl- 
Transferasen, fur die Saccharidsynthese eingesetzt" 3, 141. Da 
diese Glycoenzyme moglicherweise bei Stoffwechselkrankheiten 
eine Rolle spielen, sind sie zudem interessante Ziele fur die Ent- 
wicklung von Inhibitoren[' 5 ,  61. Schema 2 zeigt einige naturlich 
vorkommende Kohlenhydrate und Glycokonjugate mit wichti- 
ger, biologischer Aktivitat["]. Einige dieser Verbindungen wei- 
sen ungewohnliche glycosidische Bindungen oder Modifizierun- 
gen (z.B. Sulfatierung, Methylierung) auf, fur die noch keine 
enzymatischen Synthesewege ausgearbeitet worden sind. Ange- 
sichts der Komplexitat und Polyfunktionalitat dieser Strukturen 
bleibt die Synthese dieser Substanzen - einschliefilich verwand- 
ter Verbindungen und Mimetica - eine Herausforderung. Im 
folgenden beschreiben wir mehrere enzymatische Reaktions- 
typen, die in Kombination rnit einfachen chemischen Umsetzun- 
gen einen Zugang zu dieser Substanzklasse eroffnen. 

3. Synthese von Monosacchariden und verwandten 
Verbindungen mit Aldolasen 

Die mehr als zwanzig heute bekannten Aldolasen katalysieren 
iiblicherweise die stereospezifische Aldolkondensation eines 
Aldehydacceptors und eines Ketondonors. Man unterscheidet 
zwei Formen: Typ-I-Aldolasen, die hauptsachlich in Tieren und 
hoheren Pflanzen vorkommen, benotigen kein Metall-Ion als 
Cofaktor. Die vonviegend in Mikroorganismen verbreiteten 
Typ-11-Aldolasen weisen ein als Lewis-Saure agierendes Zn2 '- 
Atom im aktiven Zentrum auf. Beide Typen akzeptieren ein 
beachtliches Spektrum nichtnatiirlicher Aldehyde als Substrate, 
und oft ist die Stereoselektivitat der Reaktion durch das Enzym 
festgelegt und kann vorhergesagt werden. In Tabelle 3 sind die 

4 56 Angew Chem. 1995, 107.453-474 



AU FSATZ E Enzyme in der organischen Synthese (Teil 1) 

Dolichylpyrophosphat-verknupftes Oligosaccharid 
R = Oligosaccharid, n = 9-15 11 7a] 

Gangliosid GM,: R’ = Gaip1-3GalNAc/3, R2 = H 
Gangliosid GM2: R‘ = GalNAcp-, Rz = H 
Gangliosid GM3: R’ = H, R2 = H 
Gangliosid GD3: R‘ = H, R2 = NeuAca2- 

Salmonella-0-Antigen [I 7fJ P7bI 

Galal-2Galal-6Galal Giycosylphosphatldyllnositol [17d] 

OH 0 Gala1 

W$ 
OS03H 

Heparinpentasaccharid [17e] 

H3C&’” Clclamycin 0 [17g] 

0 
Fucal ... 

6 
\ 6  “4 

NeuAca2-3Galp1-4GlcNAcpl-2Manal 

GlcNAcPl ---- - - 4Manp1-4GlcNAcp1-4GIcNAc~l-NAsn 
3 

NeuAca2-3Gal~l-4GlcNAcpl-2Manul i’ ein N-verknupftes Glycan [ I  7a] 

Calichearnicin y{ [ I  791 

NHAc (CHzhCH=CH(CH2)7 CH3 

NH 

Streptomycin 
(antibakteriell) 

[I Ti1 

R.-jepomicum-Nod-Faktor [17h] 

Schema 2. Biologisch aktive Kohlenhydrate und Glycokonjugate. SAM = S-Adenosylmethionin, DAP = Diamino- 
pimelinsanre (Fortsetzung siehe nlchste Seite). 

bisher untersuchten Aldolasen auf- 
gelistet. Die Pfeile kennzeichnen die 
an der Reaktion beteiligte C-C-Bin- 
dung. Aldolasen haben sich in der 
Synthese sowohl von gangigen als 
auch von ungewohnlichen Mono- 
sacchariden als nutzlich erwiesen, 
und einige instruktive Beispiele sol- 
len hier besprochen werden. 

3.1. Fructose-1,6-diphosphat- 
(FDP)-Aldolase IEC 4.1.2.131 

FDP-Aldolase katalysiert die re- 
versible Aldolreaktion von Dihy- 
droxyacetonphosphat (DHAP) und 
~-Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P) 
zu D-Fructose-1,6-diphosphat (FDP) . 
Das Gleichgewicht liegt mit 
Kriq M 1 O4 M -  auf der Seite des Kon- 
densationsproduktes FDP (siehe 
Schema 3). Enzyme beider Formen 
wurden aus Eukaryoten und Proka- 
ryoten isoliert. Die mechanistischen 
Untersuchungen wurden zumeist mit 
FDP-Aldolasen aus Kaninchen (Rab- 
bit Muscle Aldolase, RAMA)[l8] 
oder Hefe[”] durchgefiihrt. Wie die 
Kristallstruktur (2.7 von 
RAMA zeigt, bildet Lys-229 eine 
Schiff-Base mit DHAP‘”]. Im akti- 
ven Zentrum betragt der Abstand 
zwischen dem Iminostickstoffatom 
der Schiff-Base und der Phosphat- 
gruppe von G3P-Berechnungen zu- 
folge 8.3 Ein zweiter Lysinrest 
im aktiven Zentrum (Lys-107) ist 
etwa 8.9 8, von der Schiff-Base ent- 
ferntrZo1 und stabilisiert wahrschein- 
lich die negativ geladene Phosphat- 
gruppe in G3P (Schema 3). RAMA 
ist kloniert und iiberexprimiert wor- 
den, und durch ortspezifische Muta- 
genese wurde gezeigt, daB auch Asp- 
33 an der Katalyse beteiligt i ~ t [ ~ ~ ] .  

Aldolasen des Typs I liegen nor- 
malenveise als Tetramere ( M ,  % 160), 
die des Typs I1 als Dimere ( M ,  x 80) 
vor. Die Sequenzen aller bekannten 
Typ-I-Enzyme sind in hohem MaRe 
homolog ( > 50 %), und die Sequenz 
ihres aktiven Zentrums wurde im 
Laufe der Evolution erhalten[2”1. 
Deutliche Unterschiede bestehen im 
C-terminalen Bereich und konnten 
fur die Substratspezifitat verant- 
wortlich seinr2”]. Einige Typ-I-Aldo- 
lasen sind im Handel erhaltlich und 
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Erythromycin A [17k] 
(Methylierung mit SAM) 

Tylosin [ i7i] 
(Methylierung mit SAM) 

Neomycin B 
(verhinderl die Bindung des 

HIV-Rev-Proteins an HIV-RNA) 
(1 711 

I 

Abe GicNAc Gal Hep P 

Man-Rha-Gal- -Man-Rha-Gal- 8-Glc-Gal-Glc-Hep-Hep 
I [P ] I I l l  

I 

P-EtN P-EtN 
I I 

6 
HO 

HO 
HO OH 

Abe AraN 

-KDO, 

I 

KDO 

Daunorubicin 
(antineoplastisch) 

V7Il 

-I ""f&* NH2 

C W N O H  

Gentarnycin 
(gegen lnfektionen rnit 

Gram-negativen Bakterien) 

Lipid A [I 7rnl 

Lipopolysaccarid Abe = Abequose; Rha = Rharnnose; Hep = L-G~YMKI -D-~~~~O-  
heptose; AraN = 4-Arnino-~-arabinose; KDO = 2-Keto-3desoxy-~-mann~ulosonslure; 
P = Phosphat; EtN = Ethanolamin rq AcHN 

HO OH 
n 

Hyaluronsaure (2 -tE)-n-Polysialinsaure 
[I 7nl [1701 

YH OH 

HO OR AcHN 

Blutgruppe-0-Antigen 
und Rezeptor fur H.py/ori 

[I 7Pl 

Schema 2.  (Fortsetzung) 

Bestandteil der Bakterien-Zellwand 
[I 7q1 

C.-H. Wong et al. 

weisen eine brauchbare spezifische 
Aktivitat auf (ca. 60 Umg-I). Trotz 
einer freien Thiolgruppe im aktiven 
Zentrum sind sie nicht allzu oxida- 
tionsempfindlich. Die Halbwertszeit 
des freien Enzyms von etwa 2 Tagen 
bei pH = 7.0[241 kann durch Immobili- 
sierung oder EinschluB in eine Dialyse- 
membran verlangert werdenL2']. Eben- 
falls kommerziell erhaltlich ist die 
Typ-11-Aldolase aus Hefe. Die Klonie- 
rung und Uberexpression weiterer mi- 
krobischer Aldolasen wurde kiirzlich 
beschriebenrZ4- 26-281 . B esonders sta- 
bil ist das Enzym aus E. coli (Halb- 
wertszeit 60 Tage in 0.3 mM Zn2+- 
Losung, pH =7), das keine freie 
Thiolgruppe im aktiven Zentrum auf- 
~ e i s t [ ~ ~ ] .  Interessanterweise haben das 
Enzym aus E. coli (Typ 11) und RAMA 
(TypI) trotz einer sehr geringen Se- 
quenzhomologie fast dieselbe Sub- 
stratspezifitat. 

Zur Zeit ist FDP-Aldolase, beson- 
ders RAMA, die am meisten benutzte 
Aldolase in der organischen Synthese. 
Das Enzym toleriert ein breites Spek- 
trum von Aldehydacceptoren als Kon- 
densationspartner von DHAP. Die 
Produkte sind (3S,4R)-Diole, was 
einer D-threo-Konfiguration ent- 
sprichtlZ2, 24. 2 5 ,  29 - 571.  Geeignete Ac- 
ceptoren sind ungehinderte, aliphati- 
sche Aldehyde[251 sowie Mono- 
saccharide und deren D e r i ~ a t e ~ ~ ~ ] .  
Phosphorylierte Aldehyde reagieren 
schneller als die entsprechenden nicht- 
phosphorylierten Verbind~ngenf~~l .  
Aromatische, a$-ungesattigte und ste- 
risch gehinderte, aliphatische Alde- 
hyde reagieren n i ~ h t l ' ~ ~ .  Die Spezifitat 
fur den Donor DHAP ist wesentlich 
ausgepragter. Fur RAMA sind sechs 
DHAP-Analoga als Substrate be- 

Die Diastereoselektivitat der FDP- 
Aldolase-katalysierten Aldolreaktion 
hangt von den Reaktionsbedingungen 
ab. So wird z.B. unter kinetischer Kon- 
trolle das D-Enantiomer von G3P 
zwanzigmal schneller als die L - F o ~  
~mgese tz t '~~] .  Eine geringere Diaste- 
reoselektivitat (ca. 5 :  1) wurde mit dem 
nichtphosphorylierten (+)-Glycerin- 
aldehyd als Substrat festgestellt. Auch 
die racemischen Gemische nicht- 
natiirlicher Aldehydacceptoren kon- 
nen teilweise kinetisch getrennt wer- 
den. Nach einem fur RAMA ent- 

kannt125, 40,44bI 
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Tabelle 3. Natcrliche Substrate der wichtigsten Aldoldsen. Unter den Aldolprodukten. die den Aldoldonoren zupordnet sind, ist jeweils der Name des Enzyms aufgefiihrt. 
Die Pfeile kennzeichnen die gebildete oder gebrochene Bindung. FDP = Fructose-1.6-diphosphdt, DAHP = Dihydroxyacetonphosphat, KDO = 3-Desoxy-~-munno-octulo- 
sonat. 

~~ ~~ ~ 

Donor 
0 

-02C*:H, 
+ 

0 OH NH3 0 OH 

P O L O H  

OH 

0 OH H+OP - o 2 c V  
OH OH OH OH -,,,+ OH OH 

FDP-Aldolase DAHP-Synthetase 3 -~xy-2 -OXO-&P - CHydroxy-2-0x0- ~-O~SOX~-Z-OXO-L. 2- Desoxyribme o-mr.Nalase 

PO&CH3 0 OH OH 0 OH - $fH3 

Fuculose-1 -P -Alddase KDOSynihetase OH OH 

gluconat-Aldalase glutarat-Aldolase arablnoal-Aldolase 5-P-Aldolase 0 OH OH 
+ 

02c 

L-Thr- Aldolase 

OH OH OH OH 

OH 4-Hydroxy-4-mefiyl-2. 3-bSOXy-Z-OXO-O- 
OH OH OH KDO-Aldolase 0x0-glutarat-Aldolase pentanoat-Alma= 

P O W C H 3  -02c+ + 

OH OH slallnsaure-Synthatatase AcHN OH -02c$,0H 
Hydroxybutyral- Rhamnulose-1 -P -Alddase 

Aldolase Ser-Hydroxymethyl- OH Sialidure- Aldolase 
3-DeSOXy-Z-OXO-D- Transfarase 
glucarat-Aldolase 0 OH 

OH OH -o,c+op 
OH 

Tagatose-l,6-P ,-Aldolase 

3-DeSOXy-Z-OXO-&P- 
galactonat-Aldolase 

wickelten Modell zur Erklarung der kinetischen Selektivitat 
werden anionisch substituierte Aldehyde sekundar an Lys-I07 
gebunden, das ublicherweise rnit G3P wechselwirkt[221. Daraus 

c O J  
H+oPo:- 

6H 6 H  

Typ-I-Aldolase Typ-II-Aldolase 

FDP- Aldolase u 
Schema 3. Mechanismus der Aldolase-katalysierten Aldolreaktion 

resultiert eine durch Zweipunktbindung (Anion und Aldehyd- 
gruppe) fixierte Konformation, so daD der folgende nucleophile 
si-Seiten-Angriff auf den (S)-Aldehyd durch den a-Substituenten 
behindert wird und daher der (R)-Aldehyd schneller reagiert. Die- 
ses Modell wird durch Untersuchungen gestutzt[22], in denen w- 
Carboxylato-substituierte a-Hydroxyaldehyde (-OCO(CH,),- 
CH(OH)CHO, n = 1-3, 5) rnit DHAP unter RAMA-Katalyse 
reagierten. Die hochsten Enantiomerenuberschusse wurden mit 
den Substraten erzielt, fur die eine besonders enge Wechselwir- 
kung zwischen der Carboxylatgruppe und Lys-107 vorhergesagt 
wurde. 

Wenn das Produkt unter Bildung eines sechsgliedrigen Hemi- 
acetals cyclisieren kann, ist eine Racematspaltung chiraler Alde- 
hyde moglich, sofern die enzymatische Reaktion thermodyna- 
misch kontrolliert ablauft. Da die Reaktion reversibel ist, domi- 
niert nach Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts 
das Produkt mit den wenigsten 1,3-diaxialen Wechselwirkungen. 
So wird z.B. aus racemischem /l-Hydroxybutyraldehyd[2s. 3 2 1  

oder 2-Hydro~ymethyl-4-pentena1"~~ jeweils nur das Diaste- 
reomer erhalten, in dem die Methyl- bm. Allylgruppe in aquato- 
rialer Position ist (Schema 4). 

3.2. Synthese yon Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) 

DHAP kann am einfachsten enzymatisch in situ aus FDP rnit 
FDP-Aldolase und Triosephosphat-Isomerase (TPT) hergestellt 
werdenL2', 301. Dabei wird FDP in der von FDP-Aldolase kata- 
lysierten Retroaldolreaktion zu DHAP und G3P gespalten und 
dieses durch TPI rasch zu einem zweiten Aquivalent DHAP 
isomerisiert. Der Nachteil dieser Methode ist, daI3 die Bildung 
von FDP thermodynamisch begunstigt sein kann und die Reak- 
tion unter Umstanden unvollstandig bleibt. Weiterhin kann 
FDP bei der Isolierung des gewunschten Produktes storen. Bei 
einer anderen enzymatischen Methode zur Herstellung von 
DHAP wird Glycerin-Kinase fur die Phosphorylierung von 
Dihydroxyaceton (DHA) rnit ATP unter In-situ-Regenerierung 
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HO <3% 

Schema 4. Thermodynamisch kontrollierte Racematspaltung racemischer Alde- 
hyde mit FDP-Aldolase aus Kaninchenmuskel (RAMA). 

von ATP v e r ~ e n d e t [ ~ ~ ] .  Nach einem verbesserten Verfahren zur 
Synthese von Acetylphosphat und Phosphoenolpyruvat 
(PEP)[411 wird DHAP in 83 % Ausbeute und rnit einer Reinheit 
von 8 7 %  erhalten. DHAP kann auch auf chemischem Weg 
durch Phosphorylierung des Ethylacetals des Dihydroxyaceton- 
dimers rnit (BnO),PNEt, und H20Z[421 sowie rnit POCI, oder 
(PhO),POC1[431 synthetisiert werden (Schema 5). Die reduktive 

Schema 5 .  Chemische Synthese von DHAP. Bn = PhCH,. 

Entfernung der aromatischen Schutzgruppen bzw. - im Fall von 
POCI, - die Hydrolyse des Chlorophosphats liefert dann ein 
stabiles Dimer, das durch saure Hydrolyse leicht in DHAP iiber- 
fiihrt werden kann. Die Gesamtausbeute betragt ca. 55 % fur die 
Route mit (PhO),POCI und ca. 33% bei der Synthese mit 
POCI,. Ein Multienzymsystem, das Sucrose in DHAP umwan- 
delt, wurde ebenfalls in Aldolasereaktionen ~e rwende t '~~" ] .  In 
jiingster Zeit ist auch eine Kombination aus Glycerinphosphat- 
Oxidase und Peroxidase fur die Oxidation von Glycerinphos- 
phat zu DHAP beschrieben worden. Die Oxidase akzeptiert 
auch die durch isosteren Ersatz eines Sauerstoffatoms durch S 
oder NH abgeleiteten Phosphater44b1. 

Weiterhin kann DHAP durch ein Gemisch aus DHA und 
Arsenat ersetzt werdenr3 ', 451. Dabei entsteht in reversibler Re- 
aktion (k  = 2.4 x 1 O - j  M-'s-')  Dihydroxyacetonarsenat, das 
DHAP als Donor-Substrat von Aldolasen ersetzen kann. So 
wird aus DHA in Gegenwart von RAMA, TPI und Arsenat 

D-Fructose in nahezu quantitiver Ausbeute gebildet[451. Dabei 
fungiert Dihydroxyacetonarsenat zunachst als Substrat der Iso- 
merase, was zur Bildung von D-Glycerinaldehyd fuhrt. Dieser 
reagiert dann mit verbleibendem DHA-Arsenat zu Fructose. 
Wegen der Toxizitat des Arsenats ist bei diesem Verfahren je- 
doch Vorsicht geboten. Zudem sind die Reaktionsgeschwindig- 
keiten bei Verwendung der Arsenate recht gering, und oft wer- 
den niedrige Ausbeuten erhalten. 

Vanadate reagieren ebenfalls mit DHA zu den entsprechen- 
den Vanadatestern. Allerdings konnen diese Verbindungen 
nicht als DHAP-Analoga eingesetzt werden, da Vanadat DHA 
langsam oxidiert. Bei anderen Enzymen, die organische, phos- 
phathaltige Substrate benotigen, und wo eine Oxidation ausge- 
schlossen ist, wurden Vanadat-Substratanaloga erfolgreich ein- 
g e ~ e t z t [ ~ ~ l .  

Unter den Methoden zur Synthese von DHAP ist - abgesehen 
von wenigen Ausnahmen - die mit (PhO),POCI in der Praxis 
wohl die beste, da nicht wie rnit POCI, Phosphodiester gebildet 
werden. Die nach Verwendung von (PhO),POCl erforderliche 
Entfernung der Phenylgruppen entfallt bei der Phosphoramidit- 
Methode. Zwar ist (BnO),PNEt, nicht im Handel erhaltlich, 
doch kann es im Labor leicht aus PCI,, Benzylalkohol und 
Diethylamin hergestellt und bei Raumtemperatur langere Zeit 
aufbewahrt werden. 

3.3. Beispiele fur die Verwendung yon FDP-Aldolase 

Es gibt zahlreiche Beispiele fur die Verwendung von FDP-AI- 
dolase in der organischen Synthese. Dazu zahlen die Herstellung 
von ' 3C-markierten Z u ~ k e r n [ ~ ~ * ~ ~ . ~ " ,  stickstoffhaltigen Zuk- 
kern[24- 33 - 3  '1, D e s o ~ y z u c k e r n [ ~ ' - ~ ~ ~ ,  F l ~ o r z u c k e r n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  und 
langerkettigen Zuckern mit 7 -9 C-AtomentZgs 30, 32* jgl. Die be- 
notigten Aldehyde konnen in racemischer Form eingesetzt wer- 
den, doch werden viele nichtnatiirliche Aldehyde, weil sie enan- 
tiomerenrein hergestellt wurden, auch so verwendet. Dabei wird 
die Aldehydfunktion auf zwei Arten maskiert : als terminales 
Olefin, das durch Ozonolyse gespalten werden kanr~[~'], oder als 
Acetal, das sauer hydrolysiert wirdlZ4]. a-Chirale Aldehyde las- 
sen sich durch nucleophile Ringoffnung der einfach zugangli- 
chen (R)- und (S)-Enantiomere des Glycidaldehyddiethyl- 
acetals (oder des entsprechenden Aziridins oder Thiirans) syn- 
the t i~ ie ren[~~l .  Die Enantiomere dieser Verbindung lassen sich 
durch Lipase-katalysierte Racematspaltung von 3-Chlor-Zhy- 
d r ~ x y p r o p a n a l ~ ~ ~ .  491 und anschlieljende basische Cyclisierung 
zum Epoxid herstellen. Auf die enzymatische Synthese neuer, 
bioaktiver Monosaccharide aus nichtnatiirlichen Aldehyden 
rnit FDP-Aldolase wollen wir nun naher eingehen. 

Die im folgenden als Azazucker bezeichneten Polyhydroxy- 
N-heterocyclen haben deutlich an Bedeutung gewonnen, seit- 
dem man weilj, dalj sie Inhibitoren des Saccharidmetabolismus 
sind[' ' 9  ''I. Zwei wirksame Glycosidaseinhibitoren, Desoxyno- 
jirimycin und Desoxymannojirimycin, lassen sich in drei 
Schritten synthetisieren, wobei die entscheidende C-C-Bindung 
RAMA-katalysiert geknupft ~ i r d [ ~ ~ *  341. Ausgehend von race- 
mischem 3-Azido-2-hydroxypropanal und DHAP wurde ein 
Gemisch der diastereomeren 6-Azidoketosen erhalten. Nach 
Entfernen der Phosphatgruppe mit saurer Phosphatase und an- 
schliefiender reduktiver Aminierung (Schema 6) wurden die bei- 
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2. HdPd-C 

0 OH 

: : N3 

6 H  O H  
. .  

59% (43)  

Schema 6. Synthese von Azazuckern aus racemischen Aldehyden rnit RAMA 

den Glycosidaseinhibitoren im Verhaltnis 4: 1 zugunsten des 
manno-konfigurierten Azazuckers isoliert. Ein ahnliches Ergeb- 
nis wurde rnit FDP-Aldolase aus E. coli er~ielt[’~]. Reine Pro- 
dukte erhalt man, wenn die entsprechenden, optisch aktiven 
Azidoaldehyde eingesetzt ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Sowohl (R)- als auch ( S ) -  
3-Azido-2-hydroxypropanal wurden durch Racematspaltung 
der Acetalvorstufe rnit Lipase LP-80 mit > 98 % ee hergestellt 
(Schema 7)[24s 491. Analog lassen sich auch andere 3-substituier- 
te 2-Hydroxypropanalacetale erhalten und zu 6-substituierten 
Ketosen umsetzen I4’I. 

Durch RAMA-katalysierte Aldolreaktion und anschlieoende 
reduktive Animierung wurden ebenso die von N-Acetylglu- 
cosamin und N-Acetylmannosamin abgeleiteten Azazucker aus 
( S ) -  bzw . (R)-2-Acetamido-3-azidopropanal synthetisiert (Sche- 
ma ?)I5’]. 

Werden fur diese Reaktionsfolge 2-Azidoaldehyde als Aus- 
gangsverbindungen verwendet, erhalt man polyhydroxylierte 
Pyrrolidine (Schema 8)[52, 531. 1,CDidesoxy-I ,4-imino-~-arabi- 
nitol wurde aus Benzyloxycarbonyl(Cbz)-geschutztem Amino- 
a~etaldehyd[”~ und aus A z i d o a ~ e t a l d e h y d ~ ~ ~ ~  hergestellt. Ahn- 
lich wurde (2R,5R)- sowie (3R,4R)-Dihydroxy-(2S,5R)-bis- 
(hydroxymethy1)pyrrolidin aus racemischem 2-Azido-3-hydroxy- 
propanal synthetisiert, wobei das kinetische Aldolprodukt zum 
(2R,5R)-Is0mer[~~] und das thermodynamische zum (2S,5R)- 
Isomer umgesetzt wirdcs3]. Analog wurden aus 3-Acetamido-2- 
azidopropanal auch die rnit N-Acetylglucosamin verwandten 
fiinfgliedrigen Azazucker h e r g e ~ t e l l t ~ ~ ~ ] .  Mit einem Azidobutyr- 
aldehyd wurde ein Homoazazucker erhalten (siehe Sche- 
ma 9)IS9].  Ein Versuch, die Methode der reduktiven Aminierung 
zur Synthese von siebengliedrigen Azazuckern auszudehnen, 
schlug allerdings fehl: Die Azidogruppe wurde nur zum Amin 
reduziert (siehe Schema Die palladiumkatalysierte re- 
duktive Aminierung von Azidoketosen ist stereoselektiv. Ver- 
mutlich wird dabei das intermediar gebildete Imin zum trans- 
Produkt reduziert. 1st eine axiale Hydroxygruppe im Inter- 
mediat vorhanden, wird die Imindoppelbindung auf der entge- 
gengesetzten Seite hydriert, was wahrscheinlich auf sterische 
Wechselwirkungen zuriickzufuhren ist (siehe Schema 11). 

6-Desoxyazazucker und deren Analoga konnen auch durch 
direkte reduktive Aminierung der Aldolprodukte ohne vorheri- 
ge Entfernung der Phosphatgruppe erhalten werden[”]. Wie in 
Schema 11 gezeigt, wird wahrscheinlich das cyclische Imin, das 
in Position 6 noch phosphoryliert ist, reduziert. 

Pseudomonas - 

50% Umsatz 
qoEt Lipase * 

OEt 

4 O E t  + X,+OEl OAC -- X=N3 HO& Ho 
OH OEt OEt 

X = GI, N3 

46% 
>98 ‘Yo ee 

47 % 
97 Yo ee 

X = N3/=h3P X = C i  KOH, EtOH 

H N y  O y  

OEt OEt li.A~o 2. NaN,, ZnCI, lHzNCSNHz, MeOH 

NHAC 

‘ Y E t  

OEt OEt 

3. Phosphatase NHAc 
4. H2, PdfC 

His, Ser 

Schema 7. Synthese von Azazuckern aus enantiomerenreinen Aldehyden mit 
RAMA. a) Die chiralen Aldehyde konnen durch Racematspaltung mit Lipasen ge- 
wonnen werden und in nutzliche chirale Synthesebausteine sowie Substrate fur 
Aldolasereaktionen uberfuhrt werden. b) Stereochemischer Verlauf der lipasekata- 
lysierten nucleophilen Esterspaltung (mit S, M und L sind der kleinste, der mittel- 
groDe und der gr6Dte Ligand bezeichnet). 

Auger in der Synthese von Azazuckern wurde RAMA auch in 
der Herstellung von sauerstofkaltigen Heterocyclen verwendet. 
So wurde 3-Desoxy-~-arubino-heptulosonsaure-7-phosphat 
(DAHP), ein wichtiges Intermediat im Shikimisiiureweg zur 
pflanzlichen Biosynthese von aromatischen Aminosauren, aus 
N-Acetylasparagin-fl-aldehydsauremethylester in vier Schritten 
und in 13 % Ausbeute erhalten (siehe Schema 12)[361. Der enzy- 
matische Schritt lieferte die gewiinschte D-jhreo-Konfiguration, 
und die chemische Reduktion (60 % Ausbeute) die (6R)-Konfi- 
guration. Da die Substratspezifitat von RAMA recht breit ist, 
sollte es auch moglich sein, Analoga von DAHP auf diesem Weg 
herzustellen. 

Die rnit RAMA erhaltenen Aldoladdukte lassen sich auch zur 
Synthese von Carbocyclen v e r ~ e n d e n l ~ ~ l .  So kann Allylmagne- 
siumbromid an die aus Chloracetaldehyd und DHAP im enzy- 
matischen Aldolschritt hergestellte Chlorketose nucleophil ad- 
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N3 1.RAMA N3 O H  OH 
H2, PdlC Schema 8. Synthese yon poly- 

A c H N w o ~ -  HO& hydroxylierten Pyrrolidinen rnit 

DHAP 

Phosphatase OH 0 NHAc RAMA. 

0 3  
3 

AcHN +ph - ACHN-~ - 
HO 

HO 2.saure 

diert werden (siehe Schema 13). Das Produkt larjt sich ra- 
dikalisch unter Bildung eines Cyclitols cyclisieren. Wird das 
Grignard-Reagens statt in Ether in Tetrahydrofuran zugefugt, 
wird Chlorid substituiert, und das Hauptprodukt ist C-Allyl- 
threo-pentulosid. Im Prinzip kann diese Methode auch auf Pro- 
dukte anderer Aldolase-katalysierter Reaktionen angewendet 
werden, um zu stereoisomeren Derivaten zu gelangen. 

Die Entdeckung, daf3 RAMA auch Pentose- und Hexose- 
phosphate umsetzt, hat einen neuen Syntheseweg zu langerketti- 
gen Monosacchariden eroffnet. Mehrere solcher Verbindungen 
wurden bereits auf diesem Weg erhalten, darunter Analoga von 
Sialinsaure (N-Acetylneuraminsaure) und 3-Desoxy-~-manno- 
octulosonat (KDO)[391. Die Reaktionsgeschwindigkeiten sind 
allerdings vergleichsweise niedrig. 

Synthesen mit RAMA sind nicht auf Kohlenhydrate be- 
schriinkt. Als Beispiel sei die Synthese des Kaferpheromons 
(+)-exo-Brevicomin (siehe Schema 14) angefuhrt, in der die Al- 
dolasereaktion zum Aufbau beider stereogenen Zentren 
d i e~~ t [~ ’ ] .  Ein weiteres Beispiel ist die Synthese von C-verkniipf- 
ten Homonucleosiden (siehe Schema 1 5)1601. 

Wie aus den bisher diskutierten Beispielen ersichtlich, produ- 
zieren FDP-Aldolasen stets Ketosen. Vide wichtige, naturlich 
vorkommende Monosaccharide sind jedoch Aldosen. Eine 
Moglichkeit, um aus Produkten der FDP-Aldolasereaktion Al- 
dosen herzustellen, ist die Isomerisierung rnit Glucose-Isomera- 
se (GI, = Xylose-Isomerase [EC 5.3.1.5])[313611. Glucose-Iso- 
merase katalysiert die Umwandlung von Fructose in Glucose 
und wird in der Lebensmittelindustrie zur Herstellung von 
Maissirup rnit hohem Fructosegehalt verwendet. Das Enzym 
akzeptiert auch Fructoseanaloga, die in Position 3, 5 oder 6 
modifiziert sind (siehe Schema 16y3 l l .  Viele rnit FDP-Aldolase 
erhaltene Produkte konnen so zu einem Gemisch aus Ketose 
und Aldose isomerisiert werden. das sich in Form der Ca2+ oder 
Ba2 +-Salze an Ionenaustauschersaulen trennen 15Dt. Aldose- 
analoga wie 6-Desoxy-, 6-Fluor-, 6-0-Methyl- und 6-0-Azido- 
glucose sind so synthetisiert worden. Dieser Ansatz fuhrt aller- 
dings nicht immer zum Erfolg. Bei 5-Desoxy-~-fructose 
beispielsweise liegt das Gleichgewicht so weit auf der Seite der 
Ketose, daB die Reaktion erfolglos ist; andere Ketosen aus der 
Aldolasereaktion sind keine Substrate der GI. 
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reduktive 
Aminierung "hH 1 

HO OH 
32 Stereoisomere 

OH 

OH OH NHAc 
Me4N+(Ac0)3BH- 6 N HCI 

AcOH mZCH3 loooc 
OH 

OH N3 

HO+OH --> Aldolase H w O H  

OH OH OH 

16 Stereoisomere 4 Stereoisomere 

HO 9 H  OH 

OH 6H 
DAHP 

Schema 12. Synthese von DAHP rnit RAMA. 
1. RAMA 
2. saure 

- 
Phosphatase 

+ 
H O L O P  0 OH po&OH 0 + 0 H O A C I  

2. Paw 
OH 

&OH H>,Pd/C 

HO OH OH 
no 50 % 

Schema 9. Synthese von polyhydroxylierten Piperidinen rnit RAMA. 

OH 1.RAMA 
DHAP 

N 3 a H  - 
fJ..< 

RO OR ' O D O R  5. H2' PdlC \, PdlC 
& OR 

Schema 13. Synthese eines Cyclitols und eines C-Glycosids mit RAMA. 
AIBN = Azoisobutyronitri1,TBS = rert-Butyldimethylsilyl, Tf = Triflat = SO,CF, , 
R = TBS, Pase = Phosphatase. 

HO& no OH 

Schema 10. 

DHAP 

0 

HO & (OH), 

HO *% 

t t  
H2 

Om:- 

t t  
H2 

H2, W/C - 
H2, PdlC - 

Schema 14. Synthese von (+)-exo-Brevicomin mit RAMA 

HO R &: cis 
Eine Alternative zur Synthese von Aldosen durch Isomerisie- 

rung von Produkten der FDP-Aldolasereaktion ist die soge- 
nannte ,,Inversionsstrategie''[371. Dabei wird ein partiell ge- 
schiitzter Dialdehyd in die Aldolasereaktion eingesetzt, was zur 
Bildung eines geschiitzten Ketoaldehyds fuhrt. Die Ketogruppe 
wird anschlienend chemisch oder enzymatisch (mit Iditol- 
Dehydrogenase) stereoselektiv reduziert und die Aldehyd- 

H2, PdlC - 
R = OH, OPO: t t  

H2 

Schema 11. Stereochemischer Verlauf der mtramolekularen reduktiven Aminie- 
rung. Die trans-Produkte werden gebildet, um die Torsionsenergie zu vermindern, 
die cis-Produkte, um sterische Wechselwirkungen zu verringern. 

Angew. Chem. 1995, 107.453-474 463 



C.-H. Wong et al. AU FSATZ E 

fH2 

H+ 
___L 

I 
OH 

>97 70 ee 

1. R A M  

2. saure 
Phosphatase 

OH 

33 % 

Schema 15. Synthese eines Homo-C-Nucleosids. Pdse = Phosphatase. 

0 OH OH OH 

Schema 16. Substrdtspezifitdt der Glucose-Isomerase (GI). R’. RZ = OH, H; 
R3 = OH, H, F, OCH,, N,. 

schutzgruppe entfernt, was zur Bildung der Aldose fuhrt (Sche- 
ma 17). Die NADH-abhangige Iditol-Dehydrogenase (IDH) 
aus Cundidu utilis (auch als Sorbitol- oder Polyol-Dehydro- 
genase bekannt [EC 1 .I  .14]), wurde bereits zur Reduktion der 
Carbonylgruppe in Ketosen unter Bildung des (S)-Alkohols 
e i n g e ~ e t z t ~ ~ ~ ] .  Der (R)-Alkohol konnte (mit nur geringer Stereo- 
selektivitat) durch Reduktion mit NaBH(OAc), erhalten wer- 
den; das verunreinigende (S)-Epimer wurde selektiv durch Oxi- 
dation mit IDHl3’1 entfernt. 

0 OEt 
1. RAMA “AoH + H W O E t  

OH n = O  OH 

NaBH (OAc), 

OH OH oEt 1.IDH OH OH “aoEt + HOJ+,,CHO 

OH OH 

Schema 17. Synthese von L-Xylose (n = 0) und 2-Desoxy-~-uruhino-hexose (n = 1) 
nach der Inversionsstrategie. Pase = Phosphatase, IDH = Iditol-Dehydrogenase. 

Obwohl bei den meisten mit FDP-Aldolase katalysierten Re- 
aktionen die im Handel erhaltliche RAMA verwendet wird, 
besteht immer noch grol3es Interesse an der Nutzung weiterer 
Aldolasen aus anderen Q~e l l en [~ ’~ .  Hier sind besonders die 
eingangs erwEhnten Typ-11-Aldolasen aus E. c01ic241 und 
Hefe[”] zu erwahnen, die geklont und uberexprimiert worden 

sind. Anders als RAMA haben sie den synthetisch wichtigen 
Vorteil, dalj sie stabiler sind und statt aus einem Saugetier aus 
Mikroorganismen gewonnen werden. 

3.4. Fuculose-1-phosphat(Fuc-1-P)-Aldolase 
[EC 4.1.2.171, Rharnnulose-1-phosphat(Rha-1-P)-Aldolase 
[EC 4.1.2.191 und Tagatose-1,6-diphosphat(TDP)-Aldolase 

AuDer FDP-Aldolase kennt man drei weitere Aldolasen, die 
DHAP als Donor nutzen: Fuc-I-P-Aldolase, Rha-I -P-Aldolase 
und TDP-Aldolase. Fuc-I -P-Aldolase katalysiert die reversible 
Kondensation von DHAP und L-Lactaldehyd zu L-FUC-I-P, 
wahrend Rha- 1 -P-Aldolase aus denselben Ausgangsverbindun- 
gen L-Rha-I -P produziert (Schema 18). Beide Enzyme gehoren 
zu den Typ-11-Aldolasen und finden sich in einigen Mikroor- 
ganismen162]. Ihre Klonierung, Uberexpression und Reinigung 
ist beschrieben ~ o r d e n [ ~ ~ ,  h41. TDP-Aldolase ist eine Typ-I- 
Aldolase, die am Galactosemetabolismus von Coccen beteiligt 
ist, und katalysiert die reversible Bildung von D-TDP aus 
DHAP und G3P. 

L-Ladaldehyd 

OH OH - OHC 
2. FuC- 

Isomerase OH 6 H  

FUC-1-P L-FUCOW 

L C H s  DHAP 

Rha-l-P- 
Aldolase 

H i  
OH 

Rha-1-P L-Rhamnose 

DHAP 

. h o p  OH x7 Aldolase OH OH 

D-Gly-3-P D-TDP 

Schema 18. Die durch Fuc-1-P-, Rha-1-P- und TDP-Aldnlase in vivo kaVdbjSlerten 
Reaktionen. Fucose- und Rhamnose-Isomerdse konnen verwendet werden, urn die 
jeweiligen Ketosen nach der Dephosphorylierung mit Phosphatase (Pase) zu Aldo- 
sen zu isomerisieren. 

Sowohl Fuc-I -P- als auch Rha-I -P-Aldolase akzeptieren eine 
Reihe von Aldehydsubstraten, aus denen sie D-erythro- bzw. 
D-threo-konfigurierte vicinale Diole bilden[62- 641 . D abei wer- 
den stereoselektiv Produkte mit (3R)-Konfiguration erhalten; 
die Stereoselektivitat der Redktion ist beziiglich der Konfigura- 
tion an C-4 bei manchen Substraten etwas geringer. Mit sterisch 
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= N3 

ungehinderten 2-Hydroxyaldehyden werden allerdings durch- 
weg hohe Diastereoselektivitaten erzielt. 

Beide Aldolasen weisen eine deutliche Prlferenz fur L-konfi- 
gurierte Hydroxyaldehyde auf (> 95 : 5) und lassen sich daher 
zur kinetischen Racematspaltung solcher Verbindungen ver- 
 ende en'^^'. Weiterhin wurden rnit ihnen seltene Ketose-l-phos- 
 hate[^^] sowie Aza- und Desoxyazazucker h e r g e ~ t e l l t [ ~ ~ ~  543 651. 

Als Beispiel sei die Synthese von Azazuckern rnit Fuc-l-P-Aldo- 
lase angefiihrt (Schema 19). Die Enantiokomplementaritat der 
beiden Enzyme wird in Schema 20 verdeutlicht. 

1. Phosphatasf 
2. Hz, PdlC 

?J3 N3 
PSL 

HO 
H2 

OH 

OH Pd/C - %OH 
HOJ .-+Ho& DHAP 

CHO FUC-I-P- 
Aldolase OH 0 

Schema 19. Synthese von Azazuckern rnit Fuc-l -P-Aldolase und Psrudofrionns-Li- 
pase (PSL). 

Fuc-1-P-Aldolase und Rha-I-P-Aldolase konnen auch ohne 
Isolierung in Form ganzer Zellen in Gegenwart von DHA und 
Arsenat verwendet ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  So wurde aus L-Lactaldehyd und 
DHA/Arsenat rnit Rha-I-P-Aldolase L-Rhamnulose und dar- 
aus mit der ebenfalls in der Zelle vorhandenen Rhamnose-Iso- 
merase L-Rhamnose erhalten. Dagegen wird das aus L-Glycolal- 
dehyd gebildete Aldolaseprodukt L-Xylulose nicht isomerisiert. 
Weitere Untersuchungen haben gezeigt, daD Rhamnose- und 
Fucose-Isomerase jeweils nur (2R,3R)- bzw. (2S,3S)-konfi- 
gurierte Substrate umsetzen[561. 

Ein alternativer Zugang zu den Rha-1-P- und Fuc-l-P-Keto- 
se-I-phosphaten, die mit Aldolase hergestellt werden, ist rnit 
Rhamnose- und Fucose-Isomerase moglich[561. Dabei wird die 
Aldose nur teilweise isomerisiert, doch kann das Gleichgewicht 
durch Phosphorylierung der Ketose zu deren Gunsten verscho- 
ben werden. So wurden in Gegenwart von Rhamnulose-Kinase 

,,& HO 

OH 
D-DNJ 

4 

OH 

- - R  - -  
OH OH 
. .  

OH OH 

H2, PdIC 
R = N3 1 

a* OH OH 

L-1 ,B-Didesoxy-MJ 

io 
HO %OH 

OH 

L-DNJ 

= N3 1. Phosphatase 
2. HP, PdlC t 

R 
OH OH 

Rha-I- P- I EE= 
H b R  OH 

On OH 

H2, PdlC 
R = N3 1 

H C  OH 
HO- HO 

D-1 ,BDidesOxy-MJ 

Schema 20. Synthese beider Enantiomere von Desoxynojirimicin (DNJ) und 1,6- 
Didesoxymdnnojirimicin (1,6-Didesoxy-M.I) rnit Aldolasen. 

Ketose-I-phosphate in Ausbeuten zwischen 12 und 90 O/O herge- 
stellt. 

TDP-Aldolase ist aus mehreren Quellen isoliert worden[661. 
Das Enzym aus E. coli weist ein schmales pH-Profil rnit einem 
Optimum bei pH =7.5 auf, doch auch bei pH = 6.5-7 ist die 
Enzymaktivitat noch ausreichend hoch. Wie andere DHAP-ab- 
hangige Aldolasen akzeptiert das Enzym eine Reihe von Alde- 
hydsubstraten, z.B. D- und L-Glycerinaldehyd, Acetaldehyd und 
Isob~tyraldehyd[~'I. Allerdings wurden in allen bisher unter- 
suchten Fallen Diastereomerengemische erhalten. Statt der wie 
in D-Tagatose vorliegenden erythro-Konfiguration war in allen 
Fallen die threo-Konfiguration wie in D-Fructose rnit iiber 90 % 
vorherrschend. Nur ausgehend von D-Glycerinaldehyd weist 
das Hauptprodukt, D-TDP, die Konfiguration von Tagatose 
auf. Wegen dieser mangelhaften Stereoselektivitat kann TDP- 
Aldolase derzeit nicht fur die Synthese verwendet werden. Es ist 
aber durchaus moglich, daD durch Protein engineering oder 
Screeningverfahren eine stereoselektivere Form dieser Aldolase 
zuganglich gemacht werden kann. 

Vom Standpunkt der Synthese betrachtet, erganzen sich die 
DHAP-abhangigen Aldolasen in bezug auf die Konfigura- 
tion an C-3 und C-4 der Produkte, womit diese vicinale Diol- 
einheit in allen vier Konfigurationen iiber Aldolasen zuganglich 
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und groI3ere Substituent gekennzeichnet.) 

ist. FDP-, Rha-I-P, Tag-1-P- und Fuc-I-P-Aldolase bilden aus 
vielen nichtnaturlichen Aldehyden jeweils eines der vier mogli- 
chen Diastereomere. Prinzipiell kann jede der C3/CCstereoiso- 
meren Ketosen mit diesen Enzymen, die heute als rekombinante 
Zellinien in E.  coli von der American Type Culture Collection 
(ATCC) erhaltlich sind, hergestellt werden. Ausgehend von ge- 
eigneten Aldehyden konnen so auf enzymatischem Wege viele 
gewohnliche und ungewohnliche Monosaccharide hergestellt 
werden. Zwar stehen viele Methoden zur Herstellung der op- 
tisch aktiven Aldehyde zur Verfugung, doch ist die von Shar- 
pless et al. entwickelte osmiumtetroxidkatalysierte Dihy- 
droxylierungi681 besonders hervorzuheben, da sie beide Enan- 
tiomere eines vicinalen Diols zuganglich macht (Schema 21). 
Dieses Prinzip wurde in der Synthese von D- und L-Fructose 
sowie von entsprechenden Derivaten angewendet (Sche- 
ma 22)[691. Andere enzymatische Wege zur Herstellung von 
D- und L-Zuckern sind die enantioselektive Acylierung von 
G l y ~ a l e n [ ~ ~ ]  und cyclischen Me~otriolen[~'] mit Lipasen so- 
wie Alkohol-Dehydrogenase-katalysierte Reduktionen (Sche- 
ma 23)L7']. 

3.5. N-Acetylneuraminsaure(NeuAc)-Aldolase [EC 4.1.3.31 
und NeuAc-Synthase [EC 4.1.3.191 

NeuAc-Aldolase - auch bekannt unter dem Namen Sialinsau- 
re-Aldolase - katalysiert die reversible Kondensation von Pyru- 
vat und D-N-Acetylmannosamin (ManNAc) zu N-Acetyl-5- 
am~no-3,~-d~desoxy-~-galacto-D-g~ycero-2-nonu~osonsaure 
(NeuAc, Sialinsaure; Schema 24)[73. 741. Obwohl in Losung 
hauptsachlich das 8-Anomer vorliegt, verwendet das Enzym 

nur das a-Anomer, und das 
zuerst gebildete Produkt der Al- 
dolspaltung sind or-D-ManNAc 
und P y r ~ v a t ' ~ ~ ] .  In vivo hat das 
Enzym eine katabolische Funk- 
tion, wobei die Gleichgewichts- 
konstante fur die Retroaldol- 
reaktion 12.7 M-'  betragt. Fur 
synthetische Zwecke la& sich 
dieses Gleichgewicht allerdings 
durch einen Uberschul3 Pyruvat 
zugunsten des Aldolproduktes 
verschiebenr741. NeuAc-Aldo- 
lase wurde sowohl aus Bakte- 
rien als auch aus Tieren isoliert. 
Beide Enzyme sind Typ-I-Aldo- 
lasen, bei denen also Schiff-Ba- 
sen als Intermediate auftreten. 
Das pH-Optimum liegt bei 7.5, 
doch ist das Enzym im Be- 
reich pH = 6-9 hinreichend 
aktiv und nicht sauerstoffemp- 
f i n d l i ~ h [ ~ ~ *  761. Die Enzyme aus 
Clostridia und E. coli sind mitt- 
lerweile kommerziell erhaltlich, 
und das Enzym aus E. coli wur- 
de erfolgreich geklont und uber- 
e ~ p r i m i e r t [ ~ ~ ] .  NeuAc-Aldolase 

wurde als solche oder immobilisiert e inge~e tz t [~~- '~ ' ;  in einigen 
Fallen wurde sie eingeschlossen in eine Dialysemembran ver- 
wendet r831. 

Mit dem isolierten Enzym wurde bei der Reaktion von Man- 
NAc zu NeuAc ein Umsatz von ca. 90 % erreicht, indem sieben 

" Y O 3  0 

Rqm OH 

6 H  

1 1. Rha-1 -P -Aldolase 

2. saure Phosphatase 
DHAP 

OH OH 0 

OH OH 

I Ec'x-a 

1. zi;ldolase 

2. saure Phosphatase 

OH OH 

H O q  OH OH R 

R = H, CHI, Ph 

Schema 22. Synthese von D- und L-Zuckern durch asymmetrische Dihydroxylie- 
rung und anschlieaende Aldolreaktion. 
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I;, 

p: 
6H OH 

(E = E') 
>98%ee 92 Yo ee 

(E = E2) 

D-Zucker L-Zucker 

Schema 23. Enantioselektiver Zugang zu L- und a-Zuckern durch enzymatische 
asytnmetrische Reaktion. EL = Alkohol-Dehydrogenase aus Thermounarrohium 
brockii, E2 = Alkohol-Dehydrogenase aus Loctohadlus. 

- HOQ 

OH 
- 

AcHN 
HO OH H6 OH 

Schema 24. Mechanismus der NeuAc-Aldolase-Reaktion. B = Base 

Aquivalente Pyruvat verwendet wurden. Ein solcher Uberschulj 
kann vermieden und die Isolierung der Produkte erleichtert wer- 
den, wenn man die Aldolasereaktion mit einer thermodyna- 
misch giinstigeren Reaktion verkniipft. Ein Beispiel hierfiir ist 
die Kopplung der Aldolasereaktion von ManNAc und einer 
anschlieBenden Sialyl-Transferase-Reaktion zur Bildung von 
Sialylglyc~siden[~~~. In einer Variante dieser Reaktionsfolge wur- 
de ein Gemisch aus ManNAc und N-Acetylglucosamin (GlcNAc) 
eingesetzt, das durch c h e m i s ~ h e [ ~ ~ ]  oder enzymatische Epimeri- 
sierung (mit N-A~etylglucosamin-2-Epimerase)[~~~ gewonnen 
wurde. Die Aufarbeitung kann auch durch Pyruvat-Decarboxy- 
lase vereinfacht werden, die iiberschiissiges Pyruvat zerstort. 

Weitreichende Untersuchungen zur Substratspezifitat von 
NeuAc-Aldolase sind durchgefiihrt worden. Nur Pyruvat wird 
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als Donor akzeptiert ; Acetylphosphonat, 3-Fluorpyruvat, 3- 
Brompyruvat, 3-Hydroxypyruvat und 2-Oxobutyrat sind keine 
Substrate[81]. Hinsichtlich Acceptorsubstraten ist das Enzym 
flexibler: Die Atome C-2, C-4 und C-6 konnen anders als in 
ManNAc substituiert sein, und die manno-Konfiguration an 
C-4, C-5 und C-6 ist nur leicht bevorzugt[8'3s7-911 . E' inigePen- 
tosen und ihre Analoga sind ebenfalls Substrate, aber C,- und 
C,-Aldehyde werden nicht umgesetzt. 

In neuerer Zeit ist das Interesse an NeuAc-Analoga wegen 
ihrer Bedeutung in der Zellbiologie stark gestiegen. NeuAc und 
ihre Derivate kommen an den Termini von Glycokonjugaten in 
Saugetieren vor, wo sie eine wichtige Rolle bei der biochemi- 
schen Erkennung   pi el en'^^]. Auch Polysialinsauren treten in 
tierischen und bakteriellen Geweben auf; sie sind vermutlich an 
der Zelladhasion und der interzellularen Kommunikation betei- 
ligt"']. Da NeuAc-Aldolase wenig substratspezifisch ist und in 
geniigender Menge zur Verfugung steht, konnte eine grol3e Zahl 
biologisch interessanter Sialinsauren mit ihr hergestellt werden 
(Tabelle 4)[93-971. 

Tabelle 4. Substratspezifitit yon NeuAc-Aldolase. 

k,,, Lit R' R2 R3 R4 R5 

AcN H 
AcNH 
AcNH 
AcNH 
OH 
OH 
OH 
OH 
H 
H 
Ph 
AcNH 
AcNH 

AcNH 
N3 

H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
OH 
H 
H 
H 
H 
H 

OH 
OH 
OH 
OH 
OH 
H 
H 
OH 
OH 
OH 
OH 
OH 
OH 
OH 
OH 

H 
H 
H 
H 
H 
H 
F 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 

~ 

CH,OH 1 78, 81, 83 
CH,OAc 0.2 78, 81 
CH,N, 0.6 82, 91 
CH,F 0.6 82 

CH,OH - 89 
CH2F - 82 
H 0.1 90 
CH20H 1.3 90 
CH,OH 0.07 89 
CH,OH - 90 
CH20CH, - 
CH,OCOCH(OH)CH, - 
CH,OH - 

CH20H 2 80 

CH,OP(O)Me, - 82 

Von den zahlreichen rnit NeuAc-Aldolase erhaltenen Produk- 
ten sind die meisten an C-4 (8-konfiguriert. Nach neueren Er- 
gebnissen IaDt sich diese absolute Konfiguration an C-4 mit 
einigen Substraten unter thermodynamischen Bedingungen um- 
kehren. So wurde in der durch NeuAc-Aldolase katalysierten 
Synthese von KDO aus D-Arabinose ein Gemisch aus den C-4- 
Epimeren i~oliert[~']. NMR-Untersuchungen mit mehreren an- 
deren Zuckern (z.B. L-Mannose, D-Glucose und 2-Azido-2-de- 
soxy-L-mannose) ergaben, daD in einigen Fallen nach langerer 
Reaktionszeit Produkte rnit einer aquatorialen Gruppe an C-4 
uberwiegen, auch wenn das in einigen Fallen der eigentlichen 
stereochemischen Praferenz des Enzyms z u ~ i d e r l a u f t [ ~ ~ ~ .  Of- 
fensichtlich greift Pyruvat den Acceptoraldehyd unter Bildung 
des thermodynamisch stabileren Produktes an, und die Stereo- 
selektivitat stammt lediglich von der Praferenz fur das Produkt, 
das die C-4-Hydroxygruppe in aquatorialer Stellung aufweist. 
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Daher ist es moglich mit NeuAc-Aldolase auch biologisch inter- 
essante L-Zucker herzustellen, darunter I>-NeuAc, L-KDO und 
3-Desoxy-~-galucto-~-glycero-nonulosonslure (L-KDN) (Sche- 
ma 25). Dabei wurde das uberschiissige Pyruvat mit Pyruvat- 
Decarboxylase zerstort, um die Isolierung der Produkte zu ver- 
einfachen [98b1. 

4 
.-OH - K, 

NeuAc- 
R OH Alddase 

re -Seiten-Angriff 

R = NHAc: NAcetyl-L-mannose 
R = OH: L-Mannose 

OH OH OH 

R OH 
R HO H& co; 

OH 

R = NHAc: L-NeuAc 
R =OH: L-KDN 

NeuAc- 
Aldolase OH OH 

si-Seiten-Angriff 

L-KDO 

OH OH OH OH 

OH OH 
R = OH: P-Desoxy-~-glucose : R = OH: 2-Desoxy-D-glucose 
R = H: 2,6-Didesoxy-~-glucose : R = H: 2,6-Didesoxy-~-glucose 

OH OH OH OH 
HO&CHO - -  i "0- - -  . .  

OH OH j OH OH 
L-Talose 0-Talose 

I 
OH 

HO 
HO 

6 H  
Schema 2 5 .  a) Synthese von L-NeuAc, L-KDN und L-KDO mit NenAc-Aldoldse; 
b) enantiokomplemencirer Verlauf yon NeuAc-Aldolasereaktionen mit L- und D- 

Zuckern: Bildung van  Produkten durch einen rr-Seiten-Angriff (links) und von 
solchen durch einen $1-Seiten-Angriff (rechts), 

Die Synthese von 9-0-Ac-Ne~Ac['~] konnte in zwei enzyma- 
tischen Schritten, durch regioselektive, irreversible Acetylierung 
von ManNAc mit der Protease Subtilisin und anschlieknde 
NeuAc-Aldolase-katalysierte Reaktion des entstandenen 6-0- 
Ac-ManNAc und Pyruvat, in ca. 80 % Gesamtausbeute erhal- 
ten werden (Schema 26)[811. Auch andere in Position 9 acylierte 
Derivate konnten so hergestellt werden182'. 

HO, NHAc 
H % q  - Subtilisin 

Isopropenyl- 
OH acetat, DMF 

D-ManNAc 
0 - CO2H NeuAc- AcHN 

t)H Alddase H 6  6H 
6-OAc-ManNAc 9-OAc-NeUAC 

Schema 26. Synthese von 9-0-Ac-NeuAc durch kombinierte Anwendung von Sub- 
tilisin und NenAc-Aldolase. 

NeuAc-Aldolase wurde ebenfalls erfolgreich fur die Synthese 
des a-Methylglycosids von N-ungeschutzter Neuraminsaure 
eingesetzt, das zur Einfiihrung anderer Substituenten am Stick- 
stoffatom verwendet werden kan t~ [*~J .  Auch Polyacryhmide 
mit a-Sialo~id-Seitenketten[~~~ und Polymere aus C-verkniipf- 
ten S ia lo~iden[~~I ,  die die Agglutination von Erythrozyten 
durch den Influenzavirus deutlich inhibieren, wurden herge- 
stellt. Ein Derivat des auIjerst wirksamen Glycosidaseinhibitors 
Castanospermin wurde ebenfalls mit NeuAc-Aldolase aus N- 
Cbz-D-Mannosamin und Pyruvat synthetisiert. Dabei entsteht 
durch die reduktive Aminierung des Aldoladdukts ein Piperi- 
din, das eine Vorstufe von 3-Hydroxymethyl-6-epicastanosper- 
min ist (Schema 27)[991. Die Sequenz von Aldolasereaktion und 
reduktiver Aminierung laBt sich auch mit 2-Azido-2-desoxy- 
mannose durchfuhren['OO1. 

6H Aldolase H6 OH 

OH co2 -OH 
3-Hydroxymethyl-6- 
epicastanospemin 

. .- 
-"' NeuAc- 

Aldolase OH 

Schema 27. Synthese von Azazuckern mit NeuAc-Aldolase 
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bnzyme in der organischen Synthese (Teil 1) 

In vivo wird NeuAc durch NeuAc-Synthetase gebildet[76], 
die die irreversible Kondensation von PEP und ManNAc kata- 
lysiert. Dieses Enzym, das bisher weder gereinigt noch charak- 
terisiert worden ist, konnte sich in Zukunft als sehr nutz- 
lich enveisen, da die Reaktion im Vergleich zur einfachen 
Aldolkondensation thermodynamisch und kinetisch begunstigt 
ist. 

3.6. 3-Desoxy-~-manno-2-octulosonat-Aldolase 
[EC 4.1.2.231 und ~-~esoxy-D-manno-~-octulosonat-8- 
phosphatSynthetase IEC 4.1.2.16) 

3-Desoxy-~-manno-2-octulosonat-Aldolase, die auch als 2- 
Keto-3-desoxyoctanoat(KDO)-Aldolase bekannt ist, kataly- 

a) 

HO 
KDO-Aldolase 0 
.c-.-- - 

Hi) 

OH OH 
radikalische 
Decarboxylierung HO 

HO OH 

OH 

b) OH 

HO HO &+ OH co; Hoo& OH co; H\* OH COT 

OH 
I 

HO co; co; 
bH i)H 

0 OH OH 

co; 
6 H  

Schema 28. a) Synthese von Iiingerkettigen 2-Desoxyzuckern rnit KDO-Aldolase; 
b) einige KDO-Derivate, die mit KDO-Aldolase synthetisiert wurden; c) Mechanis- 
mus der KDO-Aldolasereaktion: re-Seiten-Angriff des Nucleophils Nu; das kine- 
tisch bevorrugt gehildete Produkt ist (R)-konfiguriert (R' = OH, R' = H), das 
thermodynamisch bevorzugt gebildete (S)-konfiguriert (R' = H, R' = OH). 

AUFSATZE 

siert die reversible Kondensation von Pyruvat und D-Arabinose 
zu KDO. Die Gleichgewichtskonstante der Spaltung betragt 
K = 0.77 M - '  (Schema 28). KDO und dessen aktivierte Form, 
Cytidinmonophosphat-KDO, spielen eine wichtige Rolle in der 
Synthese des in der MembranauDenschicht von Cram-negativen 
Bakterien vorkommenden Lipopolysaccharids (LPS)['o']. Ana- 
loga von KDO sind daher als potentielle Inhibitoren der LPS- 
Biosynthese und des LPS-Bindungsproteins von Interes- 
se[102-1071. KDO-Aldolase wurde aus E.  coli[1081 sowie aus 
Aerobacter cloacae['0g1 isoliert und gereinigt. Erste Untersu- 
chungen ergaben eine hohe Spezifitat fur KDO bei der Spaltung 
und eine etwas niedrigere bei der Kondensation. Eine Reihe von 
nichtnaturlichen Substraten, darunter D-Ribose, D-XylOSe, D- 

Lyxose, L-Arabinose, ~-Arabinose-5-phosphat und N-Acetyl- 
mannosamin, sind langsam reagierende Substrate (Um- 
setzungsgeschwindigkeit relativ zu D-Arabinose < 5 %)[lOsl. 
Das Substratspektrum der KDO-Aldolase aus Aureobacter bar- 
kerei (Linie KDO-37-2) ist noch breiter: Triosen, Tetrosen, Pen- 
tosen und Hexosen werden von dieser Form des Enzyms umge- 
setzt["']. Das Enzym ist spezifisch fur Substrate mit einer 
(R)-Konfiguration an C-3, wahrend die Konfiguration an C-2 
variiert werden kann. Unter kinetischer Kontrolle ist die (S)- ,  
unter thermodynamischer die (R)-Konfiguration an C-2 bevor- 
zugt. Mit diesem Enzym wurden mehrere Aldoladditionen in 
praparativem MaDstab durchgefuhrt, einschliel3lich der Syn- 
these von KDO, das in 67 YO Ausbeute isoliert wurde. In allen 
Fallen wird die Carbonylgruppe des Acceptors von der re-Seite 
durch Pyruvat angegriffen. 

3 - Desoxy -D-nianno -2 - octulosonat- 8 - phosphat - Synthetase, 
auch bekannt als 8-Phospho-2-keto-3-desoxyoctanoat(KDO-8- 
P)-Synthetase, katalysiert die irreversible Aldolreaktion von 
PEP und ~-Arabinose-5-phosphat zu KDO-8-P[" '1. Das En- 
zym wurde aus E. coli[' 12] und aus Pseudomonas aeruginosa[1'31 
isoliert. Die KDO-8-P-Synthetase aus E. coli wurde geklont 
und in E. coli sowie in Salmonella typhimurium uberexpri- 
miert1"41. Eine erste Anwendung des Enzyms war die Syn- 
these von KDO-8-P[' 12], wobei das Ausgangsmaterial, D- 

Arabinose-5-phosphat, durch Phosphorylierung von D-Arabi- 
nose mit Hexokinaset"*] oder durch enzymatische Isomerisie- 
rung von ~-Ribose-5-phosphat[' ' 31 gewonnen wurde. Bisher 
wurde die Substratspezifitat der KDO-8-P-Synthetase noch 
nicht untersucht, doch nach vorlaufigen Untersuchungen 
weist dieses Enzym eine hohe Spezifitat fur die naturlichen 
Substrate auf. 

3.7. 3-Desoxy-~-a~abino-2-heptulosonsaure-7-phosphat- 
(DAHP)-Synthetase (EC 4.1.2.151 

DAHP, auch bekannt als Phospho-2-keto-3-desoxyhepta- 
noat, ist ein wichtiges Intermediat bei der pflanzlichen Biosyn- 
these von aromatischen Aminosauren iiber Shikimisaure[' "I. 
In vivo katalysiert DAHP-Synthetase die Synthese von DAHP 
aus PEP und ~-Erythrose-4-phosphat[' 16]. Das Enzym wurde 
geklont und fur die Synthese von DAHP verwendet (Sche- 
ma 29)['17]. Dazu wurde ~-Erythrose-4-phosphat in situ aus 
Fru-6-P rnit Transketolase in Gegenwart von ~-Ribose-5-phos- 
phat hergestellt. Als Ausgangsmaterial wurde D-Fructose ver- 
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0 OP 

JLo; -+ A c o ;  
PEP 

ATP ADP 
OH 0 

D-FtUdose po+H - E3 

on 6n 
0-FtUCtOSe-6-P 

OH 0 OH OH 0 

"-H** 

OH 
DAHP 

0' PEP Pi 
D-Erythrose-4-P 

Schema 29. Multienzymsynthese von DAHP. E' : Hexokinase; EZ:  Pyruvatkinase; 
E3: Transketolase + D-Ribose-5-P; E4: DAHP-Synthetase. 

wendet, die durch Hexokinase mit ATP in Gegenwart eines 
ATP-Regenerierungssystems in das 6-Phosphat uberfiihrt wur- 
de. Weitere Untersuchungen dieses Enzymsystems ergaben, daB 
es einfacher und kostengunstiger ist, ganze Zellen einzusetzen, 
die ein DAHP-Synthetase-Plasmid enthaIten['ls1. Ein solches 
Zellsystem beinhaltet auch alle weiteren notwendigen Enzyme 
fur die Synthese von DAHP. Zur Substratspezifitat der DAHP- 
Synthetase ist bisher wenig bekannt. 

phosphat, 2-Phosphoglycolaldehyd, ~-Ribose-5-phosphat, 
D,L-Glycerinaldehyd, D-Erythrose und D-Threose, aber nicht 
D-Ribose oder G ly~o la ldehyd[ '~~~] .  Nur Propionaldehyd kann 
Acetaldehyd als Donor ersetzen, was allerdings zu wesent- 
lich geringeren Reaktionsgeschwindigkeiten fuhrt. Das Enzym 
aus E. coli kann dariiber hinaus Aceton und Fluoraceton als 
Donoren n ~ t z e n " ~ ~ ~ .  Das Acceptorspektrum umfaBt aliphati- 
sche Aldehyde, Zucker und Zuckerphosphate. Allerdings ver- 
lauft die Reaktion in einigen Fallen sehr langsam (0.4-1 % 
verglichen mit dem natiirlichen Substrat). Unter den mit 
DERA aus E. coli synthetisierten Verbindungen befin- 
den sich eine Fluorketose und ein Tridesoxyazazucker (Sche- 
ma 30). 

AuBer Hydroxy- und Azidoaldehyden lassen sich auch Thioal- 
dehyde als Acceptorsubstrate verwenden, wodurch 5-Des-oxy-5- 
thiozucker zuganglich werden (Schema 31). Auch andere Aldo- 
lasen, wie die DHAP-abhangigen, konnen Thioaldehyde als 
Substrate verwenden, und auf diese Weise sind eine Reihe von 
Desoxythioaldosen und Thioketosen synthetisiert worden ['25]. 
DERA katalysiert dariiber hinaus sequentielle Aldolreaktionen 
mit drei Aldehydsubstraten['251. 

3.8. 2-Desoxyribose-5-phosphat-Aldolase 
(DERA) [EC 4.1.2.41 

Das Enzym DERA['191 nimmt eine Son- 
derstellung unter den Aldolasen ein, da es 
einen Aldehyd als Donor (und als Acceptor) 
verwendet. In vivo katalysiert das Enzym 
die reversible Kondensation von Acetal- 
dehyd und G3P zu D-2-Desoxyribose- 
5-phosphat (Schema 30). Die Gleichge- 
wichtskonstante betrigt 2 x M. DERA 
zahlt zu den Typ-I-Aldolasen und wurde so- 
wohl aus Tierenr'201 als auch aus einigen 
Mikroorganismen" 211 isoliert. Das E.-coli- 
Gen, das dieses Enzym kodiert, wurde se- 
quenziert, subkloniert[1221 und anschlie- 
Bend in E. coli iibere~primiert[ '~~]. Bei 
25 "C und pH = 7.5 ist das Enzym recht sta- 
bil und weist nach 10 Tagen etwa 70% sei- 
ner ursprunglichen Aktivitat auf. 

DERA akzeptiert eine Reihe von nicht- 
naturlichen Substraten. Das neu gebildete 
stereogene Zentrum ist stets (S)-konfigu- 
riert. Untersuchungen zur Substratspezifi- 
tat wurden am Enzym aus Lactobacillus 
plantarum (spezifische Aktivitat ca. 
6000 Umg- ' bezuglich der Kondensa- 
t i ~ n ) " ~ ~ " '  und aus dern E. coli (spezifische 
Aktivitat 21 Umg-' fur die S p a l t ~ n g ) [ ' ~ ~ I  
durchgefuhrt. Das Enzym aus L. planturum 
akzeptiert unterschiedliche Acceptorsub- 
strate, darunter L - G ~ P ,  ~-Erythrose-4- 

I 
HO 

H O V  F&N3 + 0 OH 

N3 
OH OH 

no CH3 

H2, PdlC H2. PdlC I 
HO HO 

11 % 52 % 

H,, PdIC 

HO 

H2 

[H?&] '* OH 

HO d 
Schema 30. Synthese von N-. S- und 0-Heterocyclen mit DERA 
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OH 
AcSK I .  HCI 
AcSH 

OEt OEt pH 6.7 
3. P a s  

OH OH 
Ac20, PY . -  . .  

OH O H  no 

1 .  Et3SiH, 

OH 4co 

b E t  

0 OH 

Schema 31. Synthese von Desoxythiozuckern mit Aldolasen. Die Ketosen in den 
letzten beiden Zeilen wurden Fuc-1-P- bzw. Rha-1-P-Aldolase-katalysiert herge- 
steilt. 

4. Ketol- und Aldoltransferreaktionen 

4.1. Transketolase (TK) (EC 2.2.1.11 

Transketolase (TK)[1261 ist ein Enzym des Pentosephosphat- 
wegs und transferiert reversibel die C-1 jC-2-Ketoleinheit von 
D-Xylulose-5-phosphat auf ~-Ribose-5-phosphat, wodurch D- 

Sedoheptulose-7-phosphat und G3P entstehen. Das Enzym be- 
notigt die Cofaktoren Thiaminpyrophosphat (TPP) und Mg2 +. 
TK aus Backerhefe" 271 ist im Handel erhaltlich. Weiterhin wur- 
de das Enzym aus Spinat isoliert['28. 1291. TK aus Hefe zeigt eine 
etwas bessere Diastereoselektivitat (ca. 100 als das En- 
zym aus Spinat (ca. 95 %). In beiden Fallen ist das neu gebildete 
stereogene Zentrum (S)-konfiguriert. Aul3er auf ~-Ribose-5- 
phosphat kann die Ketoleinheit auch auf ~-Erythrose-4-phos- 
phat iibertragen werden, was zur Bildung von ~ -Fru -6 -P  und 
G3P fiihrt (Schema 32). Weiterhin kann auch P-Hydroxybrenz- 
traubensaure (engl. P-hydroxypyruvic acid, HPA) als Ketoldo- 
nor fungieren" 301; deren Ketoleinheit wird mit einer Geschwin- 
digkeit von 4% relativ zu der bei der Umsetzung von 
~-Xylulose-5-phosphat iibertragen" 281, was aber dadurch mehr 
als aufgewogen wird, darj die Transferreaktion wegen der Ab- 
spaltung von Kohlendioxid irreversibel ist. Der Versuch, HPA 
durch andere a-Ketosauren, wie 2,3-Dioxopropionsaure, 3-Hy- 
droxy-2-oxobuttersaure, 2-Oxomalonsaure oder 2-Oxoglucon- 
saure, zu ersetzen, schlug feh1[1311. Als Ketolacceptoren 1aBt sich 
eine breite Palette von Aldehyden venvenden, darunter aliphati- 
sche, cl,P-ungesattigte, aromatische und heterocyclische" 3', 1321. 

Eine Hydroxy- oder Ketofunktion an C-2 und/oder C-3 wirkt 
sich reaktionsbeschleunigend aus, wahrend sterisch anspruchs- 
volle Substituenten in der Nahe der Aldehydfunktion die Reak- 

OH 0 
M 

+ H  OP c- 
OH OH OH 

m OH 0 
Po+ + HJi+p 

OH OH 

D-XyIUlOSe-5-P D-Erylht~w-4-P 

OH OH 

HO 
0 0 OH 

D-Fm - 6- P G3P 

R' 
HO 

HO 

PO 

Schema 32. Durch Transketolase (TK) katalysierte Ketoltransferreaktionen aus 
dem Pentosephosphatweg sowie Mechanismus der Transketolisierung. 

tion verlangsamen. Racemische Gemische aus P-Hydroxyal- 
dehyden kann man mit Transketolase trennen, da nur die (2R)- 
konfigurierten Enantiomere reagieren, wodurch man 3,4-D- 
threo-konfigurierte Produkte erhalt['31. 133]. Anderweitig scheint 
das Enzym keine stereochemische Praferenz aufzuweisen. 

Als Beispiele fur die Verwendung von TK sind die Synthese 
von (+)-exo-Bre~icomin~'~~] und die von 1,4-Didesoxy-l,4- 
imin~-D-arabinitol[~~] zu nennen. In beiden Synthesen wird 
die Ketoleinheit von HPA stereoselektiv ausschliel3lich auf 
das D-Enantiomer des racemischen 2-Hydroxyaldehyds iiber- 
tragen. 

4.2. Transaldolase (TA) [EC 2.2.1.21 

Wie Transketolase ist auch Transaldolase (TA) ein Enzym aus 
dem Pentosephosphatweg" 261. TA, die intermediar eine Schiff- 
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OH OH 
POAH+ Ho* OP - 

0 o on OH 

G3P D-SedOh0PtUIOS-7-P 

OH OH 0 O H  
HO + + HJ+oP 

o an an 

D-FrU-6-P D-ElythroM-4-P 

Schema 3 3  Durch Transdldolase (TA) katalysierte Aldoltransferreaktionen BUS 

dem Pentosephosphatweg. 

Base bildet, katalysiert den reversiblen Transfer der C-l/C-3-A1- 
doleinheit von ~-Sedoheptulose-7-phosphat auf G3P, was zur 
Bildung von ~ -Fru -6 -P  und ~-Erythrose-4-phosphat fuhrt 
(Schema 33). Obwohl kommerziell erhlltlich, wurde das Enzym 
bisher kaum in der organischen Synthese eingesetzt und entspre- 
chend wenig ist iiber das Substratspektrum bekannt. Ein Bei- 
spiel hierzu ist die Synthese von D-Fructose aus Starke[’351. 
Dabei wurde die Aldoleinheit im letzten Schritt dieser 
Multienzymsynthese von Fru-6-P auf D-Glycerinaldehyd uber- 
tragen. 

Zusammenfassung 

Enzymatische Aldolreaktionen sind eine neue, nutzliche Me- 
thode zur Synthese von Monosacchariden und verwandten Ver- 
bindungen. Die Produkte sind interessant fur die Untersuchung 
der auf Kohlenhydraten basierenden biologischen Erkennungs- 
prozesse und als Bausteine fur die Synthese von komplexen 
Oligosacchariden. In diesem Aufsatz wird nur ein Teil der mehr 
als zwanzig bisher isolierten Aldolasen diskutiert, von denen 
bereits einige kloniert und uberexprimiert worden sind. Wegen 
ihrer hohen Stereoselektivitiit und ihrer Flexibilitit bezuglich 
des Acceptors sollten sich Aldolasen und Transaldolasen in Zu- 
kunft wachsender Popularitit bei der Synthese von Kohlenhy- 
draten erfreuen, wo sie die vorhandenen enzymatischen (mit 
Oxidoreduktasen und Lipasen) und chemischen Methoden 
sinnvoll erganzen. 

Eingegangen am 31. Januar 1994 [A 47a] 
Ubersetzt von Martin Hendrix, La Jolla, CA 
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