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Incubation of thymidine diphospho (TDP)-p-[U-14C]-glucose with a cell-free extract from Strep-
tomyces aureofaciens and subsequent hydrolysis of the nucleotide sugars led to the formation of 4
radioactive products (I—IV). Addition of pyruvate to the incubation caused an increase in the
amount of III and a decrease in that of II. Product I was identified as 4-keto-6-deoxyglucose. Pro-
duct 11T was isolated on a preparative scale as the methylglycoside and was identified as a-methyl-
2,6-dideoxy-4-C-[1’-oxoethyl]-L-lyxo-hexopyranoside (Fig.1, 3) from its NMR spectrum and by its
borate complex formation, which established the cis configuration of the hydroxyl groups at C-3
and C-4. The oxoethyl-branched sugar formed in the cell-free system is epimer at C-3 with the
sugar formed in vivo by S. aureofaciens. The reason for this difference is not clear. Product II
could be tentatively formulated as 4-keto-2,6-dideoxy-L-lyxo-hexopyranose (6) on the basis of its
chromatographic and chemical properties and its reduction by sodiumborohydride to two sugars.
The products IT—1IV were also obtained when TDP-4-keto-6-deoxyglucose was the substrate of the
reaction.

Addition of thiaminepyrophosphate to the incubation in the presence of pyruvate did not in-
crease the yield of IIT. The increase in the amount of III formed in the presence of pyruvate could
be inhibited by addition of glyoxylic acid. After incubation of [a-"*C]-hydroxethyl-thiaminepyro-
phosphate with TDP-glucose in the cell-free extract no radioactive III could be detected.

Die Anthrazyklin Antibiotika Chinozyklin A und
B und Isochinozyklin A und B aus S. aureofaciens
(FD 111 88 Pfizer) enthalten als glykosidische
Komponenten die verzweigtkettigen Zucker 2.6-Di-
desoxy-4-C[1"-hydroxyithyl]- L - xylo - hexopyranose
(Fig. 1, 1, R = H) (aus A-Komponenten) und 2.6-
Didesoxy-4-C-[1-oxoithyl]-L-xylo-hexopyranose (2,
R = H) (aus B-Komponenten) 1.

zum Nachweis der Beteiligung von TPP bzw.

HETPP bei dieser Reaktion.

Material und Methoden

Chemikalien

TDP-[U-*C]-glucose (50 uCi/umol) wurde von

Einbauversuche mit markierten Vorstufen hatten
gezeigt, daB die C,-Verzweigung der Zucker 1 und 2
aus den C-Atomen 2 und 3 von Pyruvat stammt und
2 sehr wahrscheinlich die Vorstufe von 1 ist2. Auf
Grund dieser Befunde hatten wir als aktivierten C,-
Donor fiir die Oxoidthylverzweigung von 2 Hy-
droxyithylthiaminpyrophosphat angenommen 2.

In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiber
die Bildung eines oxodthylverzweigten Zuckers aus
TDP-Glucose und Pyruvat mit einem zellfreien Sy-
stem aus S. aureofaciens. Aullerdem iiber Versuche
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ICN, Irvine, California, USA, bezogen und [2-1*C]-
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TDP-glucose stammte von Boehringer GmbH, Mann-
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Kultivierung von S. aureofaciens

Die Kultivierung des Stammes FD 1188 von
Pfizer, Inc, USA, und der Test aus Antibiotikapro-
duktion erfolgte wie friiher beschrieben 2.

Abkiirzungen: TPP, Thiaminpyrophosphat; HETPP, a-Hy-
droxyathylthiaminpyrophosphat; TDP, Thymidindiphos-
phat; Rha, Rhamnose.
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Analytische Methoden

Absteigende Papierchromatographie wurde durch-
gefiihrt auf Schleicher u. Schill 2043 b mit dem
Laufmittel 1.  Methylathylketon-Essigsdure-H,0
(8:1:1, v/v) und auf Whatman 3 MM mit 2. Iso-
buttersdure-Pyridin-H,0 (2:0,2:1, v/v) und 3. Iso-
buttersdure-Pyridin-H,O-Ammoniak (140:14:70:2,
v/v). .
Zur Borsdurechromatographie wurden Whatman
3 MM Papiere mit 50% ihres Gewichtes 0,2M K-
Boratpuffer, pH 10,0 bzw. mit 0,2 M K-Phosphat-
puffer, pH 10,0 beladen und mit n-Butanol, das zu-
vor mit dem jeweiligen Puffer gesittigt worden war,
entwickelt.

Diinnschichtchromatographie wurde durchgefihrt
auf Kieselgel G Folien ((Merck) mit 4. Chloroform;
5. Chloroform-Methanol (100:3, v/v); 6. Methyl-
dthylketon-Ather (1:1, v/v); 7. Ather-Pyridin
(100:2, v/v); 8. Chloroform-Aceton (1:1, v/v).

Elektrophorese wurde durchgefithrt auf Macherey
Nagel NM 214 mit 9. 0,05M K-Boratpuffer, pH
10,0 und 10. 0,05M K-Phosphatpuffer, pH 10,0.
Die Sichtbarmachung der Zucker erfolgte mit Anis-
aldehyd/Essigsidure H,SO,-Reagens (0,5:50:1,v/v)L.

Fir die Radioaktivitatsmessung auf Papier wurde
Flissigkeitsscintillationsziahlung im  Toluolcocktail
(5 g PPO/1 Toluol) verwendet, oder ein Papierscan-
ner der Fa. Berthold, Wildbad. Kieselgelchromato-
gramme wurden im Diinnschichtscanner derselben
Fa. ausgewertet.

Die NMR-Spektren wurden mit einem Varian 100
MHZ-Gerdt mit Fourier-Transform bei der Ciba
AG, Basel, aufgenommen. Einstrahlmessungen er-
folgten mit einem 90 MHZ-Gerdt bei der Firma
Bruker-Physik in Karlsruhe.

Herstellung des zellfreien Extraktes

Zu den angegebenen Fermentationszeiten wurde
das Mycel bei 30 000 < g fiir 10 min abzentrifugiert,
der Uberstand vorsichtig abgegossen und das Mycel
mit 0,05 M K-Phosphatpuffer, pH 7,0, gewaschen.
Nach Suspension des Mycels im gleichen Gewicht
des Phosphatpuffers wurde unter Eiskithlung mit
Ultraschall (Branson S 125, power position 4) im
Rhythmus 10sec Beschallen — 10sec Pause fir
3 min aufgeschlossen. Danach zentrifugierte man
10 min bei 30000 % g und dekantierte den Uber-
stand sofort. Dieser Rohsaft wurde zur Inkubation
verwendet.

Enzymatische Inkubation
Die Standardinkubation enthielt: 2 «l einer wal}-

ricen Losung von TDP-[U-"*C]-glucose (50000
dpm) oder von TDP-[U-1*C]-4-keto-6-desoxyglucose

(50 000 dpm), 5 ul einer 50 mM Na-Pyruvatlosung
und 50 xl Rohsaft (15 —20 mg Protein/ml).

Nach Inkubation fiir 1 Stunde bei 25 °C wurde
10 ul 10-prozentige Trifluoressigsdure zugesetzt und
zur Hydrolyse der Nucleotidzucker 20 min bei 20 °C
belassen. Zur quantitativen Hydrolyse von TDP-4-
keto-6-desoxyglucose mufBte 10min auf 95 °C er-
hitzt werden.

Darstellung von TDP-[U-1*C]-4-keto-6-desoxy-

glucose

TDP-[U-14C]-glucose (0,1 xCi) wurde mit 500 ul
eines zellfreien Extraktes aus Mycel, das 20 Stun-
den nach Fermentationsbeginn geerntet worden war
(zu einem spiteren Zeitpunkt sinkt die Ausbeute),
fir 1 Stunde inkubiert. Nach Zugabe von 500 ul
Athanol wurde zentrifugiert und der Uberstand auf
gewaschenem (10 mmM EDTA-Lésung/Wasser/Metha-
nol) Whatman Papier aufgetragen und 70 Stunden
bei etwa 10 °C mit Laufmittel 3 chromatographiert.
Nach Auswaschen der Buttersdure mit Aceton und
Trocknen des Papiers wurde ein Autoradiogramm
(30 Stunden Exposition) angefertigt. Die Zone mit
der hochsten Laufstrecke (28 cm, siehe Ergebnisse)
wurde mit Wasser eluiert und gefriergetrocknet. Die
Ausbeute an TDP-4-keto-6-desoxyglucose betrug
etwa 90%.

Darstellung von [a-'*C]-Hydroxydathylthiamin-
pyrophosphat und Umsatz mit TDP-glucose

Pyruvatdehydrogenasekomplex wurde aus Schwei-
neherzen nach der Methode von Scriba und Holzer 3
bis zur ersten Ammonsulfatfallung dargestellt. Mit
diesem Enzymkomplex wurde aus 16 mg [2-14C]-
Pyruvat (16 uCi/umol) und TPP nach einer ver-
offentlichten Methode* 11 mg [a-'*C]-HETPP mit
einer spez. Aktivitidt von 1,45 «Ci/umol gewonnen.

Zur Inkubation wurden in 50 ul Rohsaft bis zu
4 nmol (0,8-10°mol/l) TDP-glucose und 50 nmol
bis 500 nmol [1*C]-HETPP eingesetzt.

Ergebnisse

Inkubation von TDP-[U-'*C]-glucose mit zellfreiem
Extrakt aus S. aureofaciens

Inkubation von TDP-[U-'4C]-glucose mit einem
zellfreien Extrakt aus S. aureofaciens nach 25 Stun-
den Fermentation lieferte nach Hydrolyse der
Nukleotid-Zucker mit 2% Trifluoressigsiure und Pa-
pierchromatographie mit Laufmittel 1 neben nicht
hydrolysierter TDP-glucose in der Startzone und
nicht umgesetzter Glucose (Rp, = 0,17) 4 weitere
radioaktive Verbindungen mit folgenden Ryy,-Wer-
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ten: 1 1,0; IT 2,3; 11T 3,2 und IV 4,0. Die relativen
Mengen der Produkte I —IV wechselten sehr stark
in Abhingigkeit von der Fermentationsdauer und
den Inkubationsbedingungen. Die relative Menge
von III konnte durch Zusatz von Pyruvat zu Beginn
der Inkubation stark erhoht werden, wobei die
relative Menge an II entsprechend abnahm (Tab.T).

Tab. I. Abhingigkeit der relativen Mengen der Verbindun-

gen I—IV von Zusitzen zur Inkubation. Die Inkubation er-

folgte mit einem zellfreien Extrakt aus Mycel nach 25 Stun-

den Fermentation unter den im experimentellen Teil ange-
gebenen Bedingungen.

Relative Menge an

Zusatz zur Inkubation von Produkten
TDP-[U-“C]-glucose mit [%]

50 ul Rohsaft I 11 111 v
5 ul Puffer 20 45 15 10
5 ul Na-Pyruvat (50 mm) 10 25 45 8
5 ul a-Ketoglutarat (50 mm) — 42 12 20
5 ul Acetylphosphat (50 mm) — 45 19 16

Die relative Menge von III dnderte sich nicht tiber
einen breiten Konzentrationsbereich von Pyruvat
(Tab. IT). Wurde Pyruvat durch a-Ketoglutarat oder
Acetylphosphat ersetzt, so stieg die Menge von III

nicht an (Tab. I).

Tab. II. Einflull der Pyruvat-

Konzentration Relative konzentration im Inkuba-

von Pyruvat Menge tionsansatz auf die relative
im Inkuba-  anIII Menge von Produkt III.
tionsansatz ~ [%]
[mMm]
0.5 35
1.0 43
2,5 46
5.0 47
10,0 45
25,0 38
50,0 33

Nulkleotidspezifitit der Reaktion

TDP-[U-C]-glucose (4:10"* zmol) wurden mit
je 50 ul Rohsaft ohne und mit Zusatz von je 4-1071
umol einer der folgenden nicht markierten Nukleo-
tidzucker durchgefithrt: TDPG, CDPG, GDPG,
ADPG und UDPG. Nach Hydrolyse und Chromato-
graphie konnten nur bei Zusatz von TDPG keine
radioaktiven Produkte mehr nachgewiesen werden
(Verdiinnung durch das nichtmarkierte Substrat),
wihrend bei Zusatz der anderen Nukleotidzucker
die Radioaktivitit in den Produkten unbeeinfluflt
blieb.
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Identifizierung von Produkt I als 4-Keto-6-desoxy-
glucose und als Zwischenstufe der Biosynthese der

Produkte 11 —1V

Wurden die Kulturen bereits etwa 20 Stunden
nach Beginn der Fermentation geerntet, so bildete
sich nach Inkubation mit einem Extrakt aus diesen
Zellen und anschliefender Hydrolyse nur das Pro-
dukt T mit iiber 90% Umsatz. Wurde die Hydrolyse
weggelassen und der mit Athanol abgestoppte Reak-
tionsansatz (siehe Methoden) auf Papier fir 70
Stunden bei 10 °C mit Laufmittel 3 chromatogra-
phiert, erhielt man 3 radioaktive Zonen: Zone 1,
Laufstrecke 22 cm; Zone 2, Laufstrecke 25 cm und
Zone 3, Laufstrecke 28 cm. Ein Teil der eluierten
Zonen wurde jeweils mit NaBH, reduziert und an-
schlieBend hydrolysiert (10% Trifluoressigséure,
95 °C, 20 min), ein anderer Teil ohne Reduktion
ebenso hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden dann
auf Papier mit Laufmittel 1 chromatographiert.

Zone 1 ergab nach Hydrolyse nur Radioaktivitit
am Start. Dieser nicht hydrolysierbare Anteil der
TDP-[U-1*C]-glucose betrug etwa 8% der Gesamt-
aktivitat.

Zone 2 zeigte nach Hydrolyse neben etwas Radio-
aktivitat am Start nur Aktivitdt in der Glucosezone
(Rppa = 0,17) und war daher nicht umgesetzte
TDP-Glucose.

Zone 3 wurde als TDP-4-keto-6-desoxyglucose
identifiziert durch das Absorptionsspektrum nach
Zusatz von Alkali® und durch die Bildung von
6-Desoxygalactose (Rgp, = 0,7) und 6-Desoxy-
glucose (Rppa = 0,9) nach Reduktion und Hydro-
lyse.

Inkubierte man préparativ gewonnene TDP-[U-
14C]-4-keto-6-desoxyglucose an Stelle von TDP-[U-
14C]-glucose im Enzymansatz, entstanden die glei-
chen Produkte IT —IV wie mit TDP-glucose als Sub-
strat (Tab. III).

Tab. III. Vergleich der Inkubation von TDP-[U-4C]-4-keto-
6-desoxyglucose mit Inkubation von TDP-[U-14C]-glucose.

Zellfreier Extrakt aus Mycel nach 25 Stunden Fermentation
in Standardinkubation.

Substrat Sonstige Zusidtze Relative Menge

an Produkten

%]

11 111 v
TDP-glucose — 56 16 55
TDP-4-keto-6-
desoxyglucose — 46 175 6
TDP-glucose Na-Pyruvat 31 44,5 6
TDP-4-keto-6-
desoxyglucose Na-Pyruvat 27 35 6,5
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Identifizierung des Produktes I11

Der Standardinkubationsansatz mit Pyruvat (1
Stunde Inkubation) wurde gefriergetrocknet, in 27
methanolischer Trifluoressigsdure suspendiert und
3 Stunden bei 25 °C belassen. Nach Entfernung der
Siure iiber Amberlyst A21 wurde das konzentrierte
Eluat auf Kieselgel mit Methyldthylketon chromato-
graphiert. Die radioaktive Zone hatte denselben Rj-
Wert wie die authentischen Methylglycoside? des
Zuckers 2. Rechromatographie dieser Zone auf Pa-
pier mit dem Laufmittel 1 ergab eine radioaktive
Zone mit Ry, = 4,2, was ebenfalls dem Laufver-
halten der Methylglycoside von 2 entspricht. Nach
Elution und Entfernen des Losungsmittels liell sich
die Verbindung (0,1 Torr, 80 °C,
1 Stunde). Chromatographie des Sublimats auf Kie-
selgel mit Laufmittel 5 ergab 2 Verbindungen (Rp
0.56 = III, und 0,36) etwa im Verhiltnis 4:1. Re-
chromatographie der Verbindung mit hoherem Rj-
Wert auf Kieselgel mit Laufmittel 7 ergab eine Ver-
bindung mit Ry 0,63. In den Laufmitteln 5 und 6
unterschied sich IIl; wenig, aber signifikant im Rp-

sublimieren

Tab. IV. Vergleich der Rp-Werte auf Kieselgel des Methyl-
glycosids IIT; mit den Werten der a- und f-Methylglyco-
side ! des Zuckers 2.

Laufmittel a-Methylglycosid /3-Methylglycosid 111,
von 2 von 2
Rr
5 0.7 0.57 0.56
6 0.84 0.84 0.80

Wert von dem a- und f-Methylglycosid von 2 (Tab.
IV). Unter den oben angegebenen Bedingungen der
Methanolyse reagierten nur 2-Desoxyzucker, z.B.
Digitoxose. 6-Desoxy- und 3-Desoxyzucker wurden
nicht hydrolysiert.

Aus 28 mg TDP-[U-*C]-glucose (50 «Ci/mmol)
wurden nach Inkubation mit 500 ml zellfreiem Ex-
trakt und 2,5 mmol Pyruvat durch Methanolyse,
chromatographische Reinigung auf Papier und Kie-
selgel der III; entsprechenden Verbindung und wie-
derholte Sublimation etwa 200 ug einer radioakti-
ven kristallinen Verbindung erhalten.

Das  Protonenresonanzspektrum mit Fourier
Transform dieser Substanz hat groBe Ahnlichkeit
mit dem Spektrum des a-Methylglycosids des Zuk-
kers 21 (Tab. V). Das Signal fiir das Proton an
C-3 zeigt jedoch eine Verschiebung um 0,82 ppm
nach tieferem Feld gegentiber dem entsprechenden
Signal von 2 und eine grofle Kopplungskonstante
von 11 Hz, die einer axial-axial Kopplung ent-
spricht 8. Weiterhin ist das Proton an C-5 um 0,42
ppm nach hcherem Feld verschoben. Diese Ergeb-
nisse konnen so gedeutet werden, daf} im Gegensatz
zu 2 die Hydroxylgruppe in III; am C-3 dquatorial
standig ist (3). Damit entfallt die 1,3 diaxiale Wech-
selwirkung zwischen der OH-Gruppe an C-3 und
dem Proton an C-5, wodurch die Verschiebung des
Signals dieses Protons nach hoherem Feld bewirkt
wird. Das 3 Protonen Singulett bei 2,32 ppm, das
den Methylprotonen der Oxodthylseitenkette zuge-
ordnet werden kann, beweist die enzymatische Ein-
fithrung der C,-Verzweigung.

Tab. V. Vergleich der 6-Werte und Kopplungskonstanten der Methylglycoside der Zucker 2 und 3. Kopplungskonstanten
in Hz. Die Spektren wurden bei 100 MHz in [2H]Chloroform gemessen.

Methylglycosid 2 *

Methylglycosid 3

Proton ) Multiplizitit Proton 1) Multiplizitdt

H (1) 4.87 1 H breites Dublett H(1) 4.83 1 H breites Dublett J122=3.5

H (2a) 1.85 1 H Oktett J2a.2¢=14,8 H(2a) ~16 1H x

H (2e) 233 1H Sextett Joes=3  H(2e) 21 1H { Multiplett

H (3e) 3.60 1 H Multiplett J2a.3=3 H (3a) 4,42 1 H Oktett J3a,2a=11

J3.0n=9.5 J3a.2e=6

H (5e) 157 1 H Quartett J5Me=6,5 H(5€) 4.15 1 H Quartett J5Me=6.5
bei Einstrahlung in Dublett
bei 1.07 ppm Singulett

CH;—C(5) 1.07 3 H Dublett J5.Me=6,5 CH;—C(5) 1.05 3 H Dublett

CH;—C(7) 2,39 3 H Singulett CHrgm 2,32 3 H Singulett

0

CH,;0— 3.44 3 H Singulett Abwesend CH0— 3.39 3 H Singulett

HO—-C(4) 3.99 1 H Singulett } nach 2H HO—C(4) 3.88 1 H Singulett

HO—-C(3) 4,02 1 H Dublett Austausch HO—C(3) 3,76 1 H Singulett verbreitert

* Die Werte fiir Methylglycosid 2 stammen aus unserer fritheren Arbeit 1.
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Die Annahme, daf} in 3 die Hydroxylgruppe im
Gegensatz zu 2 dquatoriol steht, konnte durch Borat-
komplexbildung von 3 (zwischen Hydroxylgruppen

an C-3 und C-4) bekriftigt werden. Aus Tab. VI

Tab. VI. Vergleich der Rp-Werte des Methylglycosids 3

mit L-Rhamnose in Boratpuffer.

Laufmittel Methylglycosid 3 L-Rhamnose
Rr

n-Butanol/

Boratpuffer pH 10,0 0,08 0,085

n-Butanol/

Phosphatpuffer pH 10,0 0,52 0,16

ist zu ersehen, dal} bei Papierchromatographie von 3
im Borat Puffer als stationadrer Phase® eine Ver-
zogerung des Rp-Wertes eintritt. Das Methylglycosid
2 bildet keine Boratkomplexe!. Auflerdem zeigt 3
bei Papierelektrophorese in Borat Puffer von 10,07
im Gegensatz zu 2 eine Wanderung mit Rpj . =
0,33.

Unter der Annahme, dal 3 wie 2 der L-Reihe an-
gehort, kann 3 somit die Struktur des a-Methyl-2.6-
didesoxy-4-C[1-oxyithyl]-L-lyxo-hexopyranosid zu-
geschrieben werden (Fig. 1).

Eigenschaften der Verbindung I1

Wurde unter Bedingungen, unter denen vorwie-
gend Verbindung II gebildet wurde (siehe unten),
inkubiert, anschliefend mit NaBH, reduziert und
nach Hydrolyse im Laufmittel 1 auf Papier aufge-
trennt, ergaben sich an Stelle von II zwei radio-
aktive Verbindungen mit Rgy, = 2,0 und Rgp, =1.6
etwa im Verhiltnis 2:1. Dies deutete darauf hin,
dal} II ein Ketozucker ist, aus dem durch Reduktion
mit Borhydrid 2 epimere Zucker entstanden waren.

Rechromatographie der beiden Substanzen auf
Kieselgel-Folien mit Laufmittel 8 ergab fiir die Sub-
stanz mit Rgp, = 2,0 einen Ry von 0,11 und fiir die
Substanz mit Ry, = 1,6 einen Rp von 0,14. Authen-
tische 2-Desoxy-L-fucose zeigt im gleichen Chromato-
gramm einen Ry von 0,11 und D-Digitoxose einen
Ry von 0.28. Nach dem Laufverhalten ist Verbin-
dung 1I daher ein 2.6-Didesoxyzucker. Die 2-Des-
oxyfunktion von II wurde weiterhin angezeigt durch

D
o

(o]
o

&Hn
o

A

Relative Menge an Produkt [%o] —>

1 L 1 | - 1 1 | 1 1 1
6 10 % 18 22 26 30
Inkubationszeit [min] —>

1 1

Fig. 2. Abhidngigkeit der relativen Menge an den Produk-

ten II—IV von der Inkubationszeit. — — —, zellfreier Ex-

trakt nach 22 Stunden Fermentation; , Extrakt nach
26 Stunden Fermentation.

die blaue Farbung, die II mit Vanillin-Perchlor-
sdure ? (3% wilrige Perchlorsiaure und 2% éathanol.
Vanillin 1:1) ergab.

Auf Grund dieser Befunde und dem Ergebnis,
dall II offensichtlich in 3 umgewandelt wird (siehe
Tab. I und unten) kann geschlossen werden, daf} 11
die 4-Keto-2.6-didesoxy-L-lyxo-hexopyranose 6 (Fig.
3) ist. Reduktion dieses Zuckers sollte zu 2-Desoxy-

OCH,8

Fig. 1. Struktur der verzweigten Zucker aus
Chinozyklinen A und B und aus dem Enzym-
ansatz. R = Aglykon.

5., R=TDP
6,R=H

Fig. 3. Vorgeschlagene Reaktionsfolge fiir die
Biosynthese des oxodthylverzweigten Zuckers 7
aus TDP-Glucose.
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L-fucose und 2-Desoxy-L-thamnose fithren. Ein Re-
duktionsprodukt stimmte im Rp-Wert mit 2-Desoxy-
L-fucose iberein (siehe oben). Von 2-Desoxy-L-
rhamnose stand uns keine Vergleichssubstanz zur
Verfligung, jedoch zeigt die publizierte Skizze eines
Diinnschichtchromatogramms 2-Desoxy-rham-
nose und 2-Desoxy-fucose !’ im Laufmittel 8 einen
etwas hoheren Ry-Wert fiir 2-Desoxy-rhamnose. Dies
stimmt mit dem Laufverhalten des zweiten Reduk-
tionsproduktes von II {iberein.

von

Reihenfolge der Produkte

Um einen Hinweis auf die Reihenfolge der Pro-
dukte IT — IV zu erhalten, wurden Inkubationen von
TDP-[U-1#C]-glucose mit zellfreien Extrakten aus
verschiedenen Fermentationsperioden und fiir ver-
schieden lange Inkubationszeiten durchgefiihrt. Etwa
21 Stunden nach Fermentationsbeginn beginnt die
Antibiotikaproduktion 2. Die Bildung von TDP-4-
keto-6-desoxyglucose erreicht ihr Maximum etwa
1,5 Stunden, bevor die Bildung von II einsetzt.

Die Abhangigkeit der relativen Menge der Pro-
dukte IT—1V von der Fermentations- und Inkuba-
tionsdauer ist in Fig. 2 dargestellt. Einschrinkend
ist zu sagen, dafl im Rohextrakt die Produktmenge
nicht linear mit der Proteinkonzentration ist. Aus
dem Verlauf der Produktbildung und der Abnahme
von II und Zunahme von III bei Zusatz von Pyruvat
(Tab. I) 1aBt sich jedoch schlieen, daf} 11, als akti-
vierter Zucker (5), eine Vorstufe des TDP-Derivates
von III (7) ist. Auf Grund dieser und der oben
geschilderten Ergebnisse kann daher die in Fig. 3
dargestellte Reaktionsfolge fir die Biosynthese der
TDP - 2.6 - didesoxy - 4 - C[1”-oxoithyl]-L-lyxo -hexo-
pyranose (7) postuliert werden. Die durch TDP-
glucose 4.6-Dehydratase (EC 4.2.1.46) aus TDP-
glucose gebildete TDP-4-keto-6-desoxy-D-glucose
(4) geht in einem oder mehreren Schritten in TDP-
4-keto-2.6-didesoxy-L-lyxo-hexose (5) tiber, welche
dann mit einer aus Pyruvat gebildeten aktivierten
Cs-Verbindung (siehe unten) 7 ergibt.

Versuche zur Kofaktorabhingigkeit der Carboligase
Realktion

Einleitend wurde bereits gesagt, dal wir ,,aktiven
Acetaldehyd®“ (HETPP) als Vorstufe fiir die Her-
kunft der Oxoithylseitenkette postuliert hatten 1.
Ein Hinweis fir die Beteiligung von TPP an der
Reaktion konnte bisher nicht erhalten werden. Wei-
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tere Versuche wurden daher unternommen, um die
Natur des Kofaktors zu klaren.

Wie aus Tab. VII hervorgeht, hatte ein Zusatz
von TPP und Mg** zu einem Inkubationsansatz mit
Pyruvat keinen zusitzlichen stimulierenden Effekt
auf die Menge von III. Zusatz von Glyoxylsaure

Tab. VII. Einflul von TPP und Glyoxylsdure auf die rela-
tiven Mengen der Verbindungen II—1IV.

Relative Menge
an Produkten

Zusitze zur
Standard-Inkubation

ohne Pyruvat [%]
11 111 v
10 4l H,O 52 17 8
5 ul 50 mM Pyruvat+5 ul H,O 30 43 6
5 ul 50 mM Pyruvat+5 ul TPP/
MgSO, (je 100 mm) 35 34 6
5 11 50 mM Pyruvat+5 11 50 mm
Glyoxylsaure 45 20 10
5 ul 50 mMm Glyoxylsdure ;
nach 15 min 46 19 10

5 ul Pyruvat/TPP/MgSO, (je 100 mm)

unterdriickte den stimulierenden Einflul von Pyru-
vat auf die Ausbeute von III. Wurde mit Glyoxyl-
sdure vorinkubiert und nach 15 min Pyruvat, TPP
und Mg?* zugesetzt, konnte die Hemmung durch
Glyoxylsdure nicht aufgehoben werden. Nach Gel-
siebzentrifugation ' durch Sephadex G-25 sanken
im Ansatz mit Pyruvat die relativen Mengen von II
von 21 auf 13% und von III von 37 auf 8%., wih-
rend die Menge von IV von 20 auf 34% anstieg.
Zugabe von TPP, MgCl, und (oder) dem fiir die
Bildung von 3-Desoxyzuckern als Kofaktor benotig-
ten Pyridoxaminphosphat !* erhohte nicht die Akti-
vitat des siebzentrifugierten Rohsaftes fir die Bil-
dung von III.

Mit aus Schweineherzen gewonnenem Pyruvat-
dehydrogenasekomplex, TPP und [2-1*C]-Pyruvat
wurde  [a-1*C]-Hydroxyéathylthiaminpyrophosphat
mit einer spez. Aktivitit von 1,45 xCi/umol darge-
stellt % 5. Nach Inkubation des markierten HETPP
mit TDP-glucose und zellfreiem Extrakt sowie unter
Zusatz von einem mit Glyoxylsdure vorinkubierten
Extrakt, oder Gel-zentrifugiertem Rohsaft konnte
jedoch kein radioaktives Produkt IIT nachgewiesen
werden. Unter den angewandten Bedingungen wire
ein Umsatz des HETPP von iiber 5% noch zu mes-
sen gewesen.

Diskussion

Nachdem sich die Arbeiten zur zellfreien Biosyn-
these verzweigtkettiger Zucker bisher auf Cj-ver-
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zweigte Zucker beschrinkt haben #7716, wird in die-
ser Arbeit erstmals die zellfreie Synthese einer Cs-
verzweigten Pyranose beschrieben. Die Ergebnisse
bestatigen den aus den Markierungsversuchen gezo-
genen Schluf}, daf} diese Verzweigung aus Pyruvat
stammt > 11, Ebenso wie im Falle der Biosynthese
von L-Mycarose 1> 1% und r-Dihydrostreptose 17 ver-
lduft die Biosynthese des oxoithylverzweigten Zuk-
kers 7 (Fig.3) ausgehend von TDP-glucose iber
TDP-4-keto-6-desoxy-glucose (4).

Eigenartigerweise ist nun der im zellfreien Sy-
stem entstandene Zucker 7 auf Grund des Protonen-
resonanzspektrums und seines chromatographischen
Verhaltens am C-3 epimer zu dem in vivo von S.
aureofaciens gebildeten Zucker 2. Welche Faktoren
hierfiir verantwortlich sind, ist bisher unbekannt.
Das vorlaufig als L-lyxo konfigurierter Ketozucker
identifizierte Zwischenprodukt 5 1aft darauf schlie-
Ben, daf} die Epimerisierung an C-3 bereits vor An-
kniipfung der C,-Seitenkette stattgefunden hat.

Die starke Abnahme der Bildung des verzweigten
Zuckers nach Behandlung des Rohextraktes mit
Sephadex G-25 macht die Beteiligung eines oder
mehrerer Kofaktoren bei der Ankniipfung der C,-
Seitenkette wahrscheinlich, wenn auch dieses Ergeb-
nis nur als vorldufig zu betrachten ist, da auch die
Aktivitat fir die Bildung von IT absank.

Die teilweise Hemmung der Carboligase-Reaktion
durch Glyoxylsédure ist ein Hinweis fiir eine mogliche
Beteiligung von Thiaminpyrophosphat an der Reak-
tion, da Glyoxylsdure als spezifischer Hemmstoff
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