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Chemo-Enzymatic Synthesis of Carbohydrates: The Preparation of L-Xylose and 2-Deoxy-L-xylo-hexose

A synthetic approach to L-xylose (6) and 2-deoxy-t-xylo-he-
xose (8) has been developed. The strategy utilizes achiral start-
ing materials and employs two enzymatic reactions to intro-
duce the desired chiral centers. Rabbit muscle aldolase
(RAMA)-catalyzed condensation of (3-phenylthio)propanal (1)
with dihydroxyacetone phosphate (DHAP) affords the C-6
skeleton 2 with n-threo configuration between C-3 and C-4.
Diastereoselective reduction of 2 with sorbitol dehydrogenase

(SDH) introduces the final stereocenter of the tetrahydroxy
derivative 3. After oxidation of sulfide 3 to the corresponding
diastereotopic sulfoxides 4, L-xylose (6) is obtained by thermal
elimination of phenylsulfenic acid followed by ozonolysis.
2-Deoxy-L-xylo-hexose (8) is yielded from 4 by a Pummerer
rearrangement and subsequent reductive deprotection (DI-
BAL-H) of the rearrangement product 7.

Die Entwicklung und Anwendung neuer Synthesewcge stellen
auch heute in der Kohlenhydratchemie ein aktuelles und heraus-
forderndes Arbeitsgebiet dar'. Pentosen und Hexosen cignen sich
besonders als Ziele fiir neue Synthesestrategien. da alle Stereoiso-
meren dieser Verbindungsklassen bekannt und charakterisiert
sind”. Die Synthesen von Monosacchariden kdnnen entweder auf
einem Aufbau des Polvolgeriistes mit Fnzyvmreaktionen basieren ™,
oder es werden funktionalisierte. dann meist gecignet geschitzte
Synthesebausteine mittels chemischer Methoden zu Polyhydroxy-
systemen verkniipft=**.

In diesem Beitrag mochten wir eine chemo-cnzyvmatische Syn-
these von 1-Xylose und 2-Desoxy-L-xylo-hexose vorstellen. die das
breite Anwendungsspektrum der D-Fructose-1.6-diphosphat-Aldo-
lase aus Kaninchenmuskel (engl. rabbit muscle aldolase. RAMA,
FC 4.1.2.13)** crgiinzen soll. Ausgehend von achiralen Verbindun-
gen werden bei der hier verwendeten Strategie dic gewiinschten
Chiralititszentren ausschlieBlich iber enzymatische Reaktions-
schritte cingefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Die vielfiltige Verwendbarkeit der RAMA in der chemischen
Synthese bei der stereoselektiven Kniipfung von Kohlenstoff — Koh-
lenstoffbindungen wurde bereits an zahlreichen Beispiclen enzym-
katalysierter Reaktionen aufgezeigt**”. Das Enzym akzeptiert cin
breites Spektrum von Aldehyden als clektrophile Reaktionspartner.
In dicsem Beitrag verwendeten wir diec RAMA-katalysierte Aldol-
kondensation zwischen 3-Phenylthiopropanal (1) und Dihydroxy-
acctonphosphat (DHAP), das in situ enzymatisch aus Fructosc-1,6-
diphosphat (FDP) unter Katalyse von Triosephosphat-lsomerase
(TIM, EC 5.3.1.1) generiert wurde, zum Aufbau des C-6-Kohlen-
stoffgertistes. 1 ist durch Michael-Addition von Thiophenol an
Acrolein in Gegenwart von Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)"
leicht zuginglich. Das phosphorylierte Produkt der Aldolasercak-
tion wurde mit saurer Phosphatase (H ' Pase, EC 3.1.3.2) behandclt,
wobcei das Polyhydroxyketon 2 erhalten wurde.
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Dic Ketofunktion in Verbindung 2 wurde diastercosclektiv mit
Sorbitoldehydrogenase (SDH, EC 1.1.1.14)” in den (S)-Alkohol
Uberfiihrt, wobei NADH in ciner gekoppelten Enzymreaktionen mit
Formiatdehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) und Formiat aus NAD '
regeneriert wurde'”. Acctylicrung unter Standardbedingungen
fiihrte zu Verbindung 3. von der ausgehend durch Oxidation der
Thiophenolgruppe mit m-Chlorperbenzoesiure (MCPBA) das
entsprechende Sulfoxid 4 in Form beider Epimere erhalten wurde.
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Verbindung 4 wurde anschlieBend tber (i) cine thermische Elimi-
nicrung der Phenylsulfinsdure in das ungesittigte Derivat 5 und (ii)
Uber eine Pummerer-Umlagerung ins geschiitzte Hemithioacetal 7
Giberfithrt ", Das ungesittigte Polyol 5 wurde mit Natriummetha-
nolat in Methanol entschiitzt und durch anschlieBende Ozonolyse
in L-Xylose uberfiihrt. Bei unscren Versuchen das geschiitzte He-
mithioacetal 7 zu 2-Desoxy-1.-xylo-hexose (8) umzusetzen, sticlien
wir auf unerwartete Schwierigkeiten, da sich 7 bei der Verseifung
der Acctatgruppen mit katalytischen Mengen Natriummethanolat
in Methanol® zersctzte, und unter modifizierten Deblockicrungs-
bedingungen [Calciumcarbonat/Quecksilber(IT)-chlorid in Aceto-
nitril/Wasser]'™ keine Reaktion beobachtet werden konnte. Dic
Uberfithrung von 7 und 8 gelang schlieBlich durch cine reduktive
Abspaltung der Acctate mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-
H)*' in guter Ausbeute (78%).

Dic in diesem Beitrag aufgezeigte Synthese von 1.-Xvlose und 2-
Desoxy-L-xylo-hexose verdeutlicht ecinmal mehr die vielfiltigen syn-
thetischen Anwendungsmoglichkeiten der RAMA. Dic Verwen-
dung von 1 kann als Variantc zu der von unserer Gruppe entwik-
kelten . Inversionsstrategie™'” betrachtet werden mit der ebenfalls
die Reihe der 1-Zucker iiber cinc RAMA-Rcaktion zugdnglich ist.
Dartber hinaus kann dieser Aldchyd als ..maskicrtes Acrolein™ an-
gesehen werden, das in freier, unmaskierter Form von der RAMA
nicht als Substrat akzeptiert wird™: Dic thermische Fliminierung
der Phenylsulfinsiure aus 4 fithrt zum gleichen Reaktionsprodukt
wie formal die Aldokondensation zwischen Acrolcin und DHAP.
Mit diescr Strategie ist dic Synthese ungesiittigter Polyolsystemce
mittcls RAMA moglich.

Experimenteller Teil

Chemikalicn wurden in p.a.-Qualitit von der Fa. Aldrich bezo-
gen. Biochemikalicn und dic Enzyme Fructose-1,6-diphosphat-Al-
dolasc aus Kaninchenmuskel (RAMA, EC 4.1.2.13), Triosephosphat-
Isomerase (TIM, EC 5.3.1.1), saure Phosphatase (H Pase. FC
3.1.3.2) und Sorbitol-Dehydrogenase (SDH, EC 1.1.1.14) waren von
der Fa. Sigma. Das Enzym Formiat-Dehydrogenase (FDH. EC
1.2.1.2) wurde von der Fa. Bochringer Mannheim gelicfert. Zur
analytischen Dinnschichtchromatographie (DC) wurden Glasplat-
ten mit Kieselgel 60 F-254 (Schichtdicke 0.25 mm) von der Ta.
Merck verwendet. Neben UV-Detektion wurde in der DC mit ciner
3proz. Losung von Cer(IV)-sulfat in 2 N Schwefelsdure mit an-
schlieBender Erwdrmung auf 200 C angefarbt, Priparative Siu-
lenchromatographie (SC) wurde mit Kieselgel 60 (Korngrél3e
0.040—0.063 mm) der Fa. Merck durchgefthrt.

'H-NMR- und “C-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker-
AM-400-Kernresonanzspektrometer bei 400 bzw. 100 MHz auf-
genommen. Die chemischen Verschicbungen sind in 8-Werten an-
gegeben. Bei 'H-NMR-Messungen in D,O wurden die 8-Werte in-
tern auf HOD (6 = 4.8) und in CDCl; auf TMS (8 = 0.0) bezogen.
Die "C-NMR-Signale wurden in CDCl; intern auf CDCl; (8 =
77.0) und in D,O extern auf Dioxan (6 = 66.7) kalibriert.

3-Phenylthiopropanal (1): Zu einer Lésung von 3.75 g (34 mmol)
Thiophenol und 1.87 g (34 mmol) Acolein in 50 ml Aceton wurden
400 pl (0.4 mmol, 1 M in THF) Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)
gegeben und fiir 3 h bei 0 C geriihrt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels i.Vak. (Rotationsverdampfer) wurde das Rohprodukt iiber
Kiesclgel mit Hexan/Essigester (10/1) gereinigt; Ausb. 4.93 ¢
(87%). — '"H NMR (CDCly): 6 = 9.70(d, 1H, J = 0.7 Hz), 7.35—
7.15 (m, SH), 3.15 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 2.70 (dt, 2H).

5-Desoxy-6-S-phenyl-6-thiofructose (2): Einc Losung von 346 mg
(2.08 mmol) 1 und 487 mg (1.2 mmol) Fructosc-1,6-diphosphat (Tri-
natriumsalz, FDP) in 140 ml entgastem, bidest. Wasser wurde mit
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t ~ Natronlauge auf pH 7.0 cingestell. RAMA (150 U) und 11\
(200 U) wurden zugegeben. und die [.osung bei Raumtemp. langsam
gerithrt. Nach 1 und 2d wurde nochmals 487 mg (1.2 mmoh FDP.
RAMA (100 U) und TIM (150 Uy der Reaktion zugegeben. Nach
3d wurde die Losung mit 1 N Salzsdure auf pH 5.2 gebracht und
mit H "~ Pasc (250 U) behandelt. Nach 2 ¢ wurde der pH-Wert dai
Losung mit 1 N NaOH auf 7.0 eingestellt und anschlichend Smul
mit j¢ 60 ml Chloroform ausgeschiittelt. Dic vereinigten organi-
schen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak.
eingeengt. Der Riickstand wurde tber Kiesclgel mit Dichlorme-
than Mecthanol (93/7) chromatographiert; Ausb. 173 mg (339%). —
"H-NMR (D-0): 8 = 7.50 —7.21 (m. 5H, arom.). .33 . 2 H. la. Ib-
H). 4.28 (d. Tt H, 3-H). 418 (m, 1 H, 4-H), 3.25—2.95 (m. 2 H. 6u. 6b-
H). 2.05—1.75 (m. 2H, 5a.5b-H). — "C-NMR (D,O): & - 12947,
126.75. 77.61, 70.46. 66.10. 32.00, 29.34.

1.2.3 4-Tetra-0O-ucetyl-3-desoxy-6-S-phenyl-6-thio-p-xylo-hexiro:
(3): Fine Losung von 125 mg (0.5 mmol) 2 und 68 mg (I mmoh
Natriumformiat in 50 ml entgastem. bidest. Wasser wurde mit 0.01
N NaOH auf pH = 7.0 cingestellt. 6 mg (0.008 mmol) NADH (Di-
natriumsalz), SDH (40 U) und FDH (2 U) wurden der Losung
sugegeben, und bei Raumtemp. wurde unter sorgliiligem Sauer-
stoffausschlul langsam gerithrt. Fine weitere Zugabe von NADH.
SDH und FDH erfolgte in entsprechend gleichen Mengen nach | d.
Nach insgesamt 4 d Inkubationszeit wurde das T osuncsmiued
1. Vak. entfernt und der Ruckstand :n 3 ml Pyridim wed 50 Ace-
tanhyvdrid aufgenommen. Nuch do:

Zugabe von oo daPime-

thyvlamino)pyridin (DM AP wurde die [osung 1 iy o be Raas
temp. gerithrt, anschlieBond das Losingosmiter o Vs shdos hert
und das Rohprodukt iiber Kieselger mur Dichiommicthen |asizoster
(95 5) chromatographicrt: Aush. 102 mg 5y H-NMR
(CDCLY: 6 = 7.35—=7.16 (m. SH. aronn, 3300 307 e VHL 234

H). 4.35(dd, 1H, J, = 130 H/. ./ = 2o Hz o ta-Hi Soe G080 TH,

J = 50 Hz 1b-H), 291 =282 m. 2H. CH =S 20w 2o 2ol 203
(4s. 12H. 4 Ac¢), 1.95—1.79 im. 2H. CH-1. C-NAR cDCHL:
& = 169.63, 129.76, 128.89. 126,34, T0.94. 032 hy 23 00 w3 30,36,
29.74. 20.87, 20.70, 20.64. 20.52.

1.2.3.4-Tetra-O-acetyl-5 H-didesoxy-H-phenyisicle - mexi-
tol (4); Zu einer auf —S5 C gekithlien Losung von 2w e 1047

Chlorperbenzoesdure (MCPBA) gegeben. und dic Foseng wurde
1 hbei —5 C gerthrt. Dic Reaktuonsmischung wurde dann mner-
halb 30 min auf Raumtemp. crwirmt und das Losungsminiel = Vak.
entfernt. SC des Rohproduktes Giber Kieselgel mit Dichiormethan
Essigester (7/3) lieferte nach Abdestllieren des Losungsmittels
1. Vak. Verbindung 4 (172 mg. 830 Ausb. als Gemsel der beiden
Epimere, wie aus der DC-Analyse und dem  H-NMR-Spektrum
ersichtlich war. Die Resonanz von C-6 in 4 wur 1im "C-NMR-
Spektrum im Vergleich zu 3 zu ticferem Feld verschoben té = 52.63
bzw. 51.87); die Resonanz von C-5 dagegen war im Vergleich zu 3
bei einem hoheren Feld 7u beobachten (8 = 237N hyw, 22.94, je-
weils fiir beide Epimcre).
1,.2,3,4-Tetra-O-aceiyvl-n-xylo-5,6-hexenitol (31 Fine Losung von
65 mg (0.15 mmol) 4 in 20 ml Toluol wurde fiir IN h unter Ruckflufl
zum Sieden erhitzt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
wurde das Rohprodukt mittels SC tber Kieselgel mit Dichlorme-
than/Essigester (95/5) gereinigt; Ausb. 25 mg (67%). — 'H-NMR
(CDCly): & = 5.72 (m. 1 H. 5-H), 5.41 (m. [ H. 6a-H). 5.32—5.21 (m,
4H, 2,3.4,6b-H). 428 (dd, 1H, J, = 47 Hz. /. = 11.8 Hz, 1a-H),
393 (dd, 1H, J = 6.0 Hz, 1b-H), 2.07. 2.06. 2.03. 2.01 (4s, 12H, 4
Ac). — "C-NMR (CDCl): & = 170.36. 169.85. 169.79, 169.72,
132.29, 120.11, 72.57. 71.10, 69.05, 61.75. 20.87. 20.73, 20.62, 20.57.

L-Xvlose (6): Zu einer Losung von 30 mg (0.12 mmol) 5 in 2 ml
absol. Methanol wurde 1 ml (0.1 mmol. 0.1 M in Methanol) Na-
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triummethanolat gegeben und bei Raumtemp. geriihrt. DC-Analyse
des Reaktionsyverlaufes zeigte, daB die Reaktion nach 2 h vollstiin-
dig war. Die Losung wurde mit Trockeneis neutralisiert und mit
16 ml Mcthanol und 4 ml Dichlormethan verdiinnt. Durch diese
Losung wurde bei —78 C Ozon gelcitet (ca. 3 min). bis cine Blau-
firbung der Losung bestdndig war. Uberschiissices Ozon wurde
mit Stickstoff aus der Losung getricben. und 100 mg Natriumsulfit
wurden zugegeben. Es wurdce ca. 12 h geriihrt. wobei sich der Ansatz
auf Raumtemp. erwirmte. Der Nicderschlag wurde abfiltriert und
Jdas Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde iiber Kie-
setgel mit Dichlormethan Methanol (4 1) chromatographiert: Ausb.
1T mg (62%). Dic NMR-spektroskopischen Daten von 6 waren in
Ubereinstimmuny mit denen der Lit'™, — [5]8 = — (3.8 (¢ =
0.4, H-O): dicser Wert Korreliert mit Lit'™,

1.34.3.6-Penta-O-acetyl-2-desox y-L-gulo-S-phenvi-hiemithioacetal
(7): Zu ciner Lisung von 123 mg (0.28 mmol) 4 in 10 ml Acetan-
hydrid wurden 130 mg Natriumacetat gegeben und fiir 6 h unter
Richus 7um Sieden erhitzt. Nach Zugabe von cinem U berschufd
an Methanol wurde das Losungsmittel i Vak. abdestilliert. Das
Rokprodukt wurde diber Kieselgel mit Dichlormethan Fssigester
tGradient von 97 3 bis 95 5) gereinigt: Ausb. 70 mg (324): Mi-
schung der beiden C-1-Epimere. — 'H-NMR (CDCl): § =
7.46—7.32 (m. 5H, arom.). 6.06 —5.99 (m. [ H. 1-H). 5.30—5.10 (m.
IH.3.4.5-H), 430 (dd. TH. J, = 4.1 Hz. J- = 121 H/. 6a-H). 3.97
(dd. TH.J = 5.7 Hz 6b-H). 2.06. 2.04. 2.02. 2.01. 2.00 (3 5. m. 17H.
2a.2b-H. 5 Ac). — YC-NMR (CDCL): 8 = 13467 13411, 129.05,
12891, 75.14. 70.99. 69.22. 67.75. 61.68. 35.81. 31.22. 20.76. 20.65.

J-Desoxy-1-xylo-hexose (81 Zu ciner Losung von 31 mg (0.1
mmol) 7 in 10 ml absol. Dichlormethan wurde unter Stickstoff bei
=78 C I'ml (I mmol 1 s in Hevan Ditsobuty kiluminiumhydrid
(DIBAL-H) gegeben und 1 hobet dieser Temperatur geriihrt. 400 ul
wiBrige. ges. Natriumsulfat-Lisung wurden langsam sugetropft.
und die Reaktionslosung wurde innerhalb 1 b aur Raumtemp. er-
wirmt. Nach Zugabe von 5 ml Wasser wurde der Nicderschlag
abfiltriert, sorgfiiltig gewaschen. und dus T.osungsmittel i Vak. ab-
destilliert. Der Riickstand wurde in 800 1l Dichlormethan und 200
pl Methanol aufgenommen und iiber Kieselgel mit Dichlormethan
Methanol (4 1) chromatographisch gereinigt: Aush. 13 mu (78%).
Dic NMR-spektroskopischen Daten waren in Ubercinstimmung
mit der authentischen Verbindung, die nach Lit. ™ hergestellt wurde.
- und B-Pyranosid-Formen im Verhiltnis | 4.3 wic im H-NMR-
Spektrum an den getrennten Signalen der anomeren Protonen er-
sichtlich wurde: Furanosid-Formen in Spuren. Dic H-NMR-Si-
gnale der beiden Pyranosid-Formen iiberlagern sich und koénnen
nur fir das als Hauptprodukt vorlicgende 3-Pyranosid mittels 2D-
H-NMR-Spcktroskopie zugeordnet werden (Ausnahme 15-1). —
H-NMR (D-O): 6 = 524 (brt. J = 33 Hz. 19-H1. 304 1dd. J, =
9.0 Hzo Jy = 3.3 Hz. 1B-H). 4.04 (dd. J, = 6.3 Hs Jo = 32 117, 3-
Hi 396 -390 (m, 5-H). 3.76—3.63 (m. 6a, 6b-H). 3.51 (dd. J, =
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33 Hz. J, = 1.3 Hz 4-H), 1.88—1.70 (m. 2a. b-H). — “C-NMR
(D,O) fiir B-Pyranosid: & = 92.81. 74.84. 69.21, 67.35, 62.31.
3472, — CI-MS (NH.. 200 eV): m'z (%) = 182.1018 (28) [M ' +
H + NH:I. ber. fir CoH((NOs: 182.1028. — [«]RT = —74 (¢ =
0.3. H-O).

Diese Arbeit wurde durch den N/II-Fond GM 30367 finanziell
gefordert. W.S:owar 1990— 1991 Erwin-Schrodinger-Stipendiat des
Fonds zur Forderunyg der wissenschattlichen Forschung in Osterreich.
Jo PoMList 1991 — 1992 post-doctoral-Stipendiat der NATO und
J.H. wurde 1991 durch cin post-doctoral-Stipendium der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft ¢ DFG j unterstiitzt.
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DHAP: 57-04-5  F.C.4.1.2.13: 9024-52-6  Thiophenol: 108-98-5

Acrolein: 107-02-8 Fructose-1.6-diphosphat  (Trinatriumsalz):
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