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Wir beschrieben hier eine sehr flexible Strategie zum De- 
sign asymmetrischer Liganden fur ubergangsmetallkataly- 
sierte Reaktionen. Zumindest fur die palladiumkatalysierte 
allylische Alkylierung, die sich bisher der asymmetrischen 
Induktion hartniickig widersetzte, haben sich diese Liganden 
als auBerst wirksam erwiesen. Es bleiben jedoch noch viele 
Fragen -die wichtigste vielleicht, ob diese Liganden wirklich 
zweizahnig koordinieren. Fur diese Annahme spricht der 
hohe Enantiomereniiberschufl, der erhalten wird, wenn Li- 
ganden und Palladiumkomplex im Molverhaltnis 1 : 1 einge- 
setzt werden. Auch die Tatsache, daB ein Isomannidligand, 
der nur unter erheblichen sterischen Schwierigkeiten zwei- 
fach koordinieren kann, nur einen geringen Enantiomeren- 
iiberschuIJ ergibt, stutzt eine solche Hypothese. Die gezielte 
Variierbarkeit des chiralen Geriistes, unabhangig von den 
Phosphinosubstituenten, ist von groBem Vorteil. So fiihrte 
die Identifizierung einiger Strukturparameter, die fur die 
asymmetrische Induktion in diesen allylischen Alkylie- 
rungen wichtig zu sein schienen, zur Entwicklung des Etha- 
noanthracenliganden 12 c .  
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Aktivierungsparameter und Stereochemie einer 
Antikorper-katalysierten Claisen-Umlagerung ** 
Von David I: Jackson, Michael N .  Liang, Paul A .  Bartlett, 
und Peter G. Schultz* 

Die formal [3,3]-sigmatrope Umlagerung von Choris- 
mat 1 zu Prephenat 3 (Schema l), ein Schliisselschritt bei der 
Biosynthese von aromatischen Aminosauren in Bakterien 
und Pflanzen, wird durch das gut untersuchte Enzym Cho- 
rismat-Mutase aus Escherichia coli katalysiert" -41. Es wur- 
de gezeigt, daB die enzymatische Reaktion einen sesselahnli- 
chen Ubergangszustand d ~ r c h l a u f t ~ ~ ~ .  Ihre Geschwindigkeit 
ist etwa 3 x 106mal hoher als die der nicht katalysierten Re- 
aktion[']. Die thermische Umlagerung durchlauft ebenfalls 
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Schema 1. Claisen-Umlagerung von Chorismat 1 zu Prephenat 3 und Struktur 
des ubergangszustandsanalogons 4. 

einen sesselahnlichen Ubergangszustand, in dem die Kohlen- 
stoff-Sauerstoff-Bindung weitgehend gebrochen ist, be- 
vor sich die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung zu bilden 
beginnt, und wird durch eine Aktivierungsenthalpie 
( A H * )  und -entropie (AS*) von 20.5 kcalmol- ' bzw. 
- 12.9 calmol-'K-' charakterisiert['-*]. 
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Wie wirLgl und andere[". ''I kiirzlich zeigten, katalysieren 
auch Antikorper gegen das bicyclische Ubergangszustands- 
analogon 4" 'I die Claisen-Umlagerung von Chorismat zu 
Prephenat. Ein Antikorper, 1F7, katalysierte die stereospezi- 
fische Umwandlung des (-)-Isomers rnit einer Geschwin- 
digkeit, die 250mal hoher ist als die der nicht katalysierten 
Redktion. Die Aktivierungsparameter (AH* = 15 kcalmol-' 
und AS* = -22 calmol-' K-') zeigen, daB durch den 
Antikorper der AH* -Wert fur die Reaktion vermindert wird 
und rnit entgegengesetzter Auswirkung auch AS* ab- 
nimmt['03 ' ' I .  Ein zweiter Antikorper, 11F1-2El1, erhohte 
die Geschwindigkeit gegenuber der des nicht katalysierten 
Prozesses um das 104fache[g1. Dabei wurden die Beteiligung 
kationischer Substituenten und eine generelle Saurekatalyse 
ausgeschlossen. Wir berichten nun, daB der Antikdrper 
11F1-2E11 die Claisen-Uinlagerung von (-)-Chorismat 
stereospezifisch mit einer Aktivierungsentropie von nahezu 
Null katalysiert, was die Vorstellung unterstiitzt, daW die 
Einschraiikung konformativer Beweglichkeit (,,Konforma- 
tionseinschrankung", engl. : conformational restriction) eine 
wichtige Rolle bei dieser Antikorper-katalysierten Reaktion 
spielt. 

Es war erwartet worden, daB ein Antikorper gegen das 
Hapten 4, das den in seiner konformativen Beweglichkei t ein- 
geschrankten sesseliihnlichen Ubergangszustand irnitiert'l 21, 

als eine Entropiefalle fungiert, indem er die Rotationsfrei- 
heitsgrade einschrankt, die zur Bildung des Ubergangszu- 
stands erforderlich sind. Um den Beitrag der Entropie zur 
Katalyse durch den Antikorper 11 F1-2E11 naher zu bestim- 
men, wurde die Temperaturabhangigkeit von kra, bestimmt 
(Lineweaver-Burk-Analyse, Abb. 1). Die Geschwindigkeit 

l1 

I 
I n  kkat 

[ 5-'1 

3.1 3.2 3.3  3.4 3.5 3.6 3.7 

lo3 T -' [K-'1 - 
Abb. I. Arrhenius-Auftragung der Temperaturabhangigkeit von k,,, 

der Umlagerung wurde spektrophotoinetrisch (Absorption 
bei 270 nm) bei pH 7 ( 5  mM NaCI, 5 0 m ~  Na'HPO,) bei 
sechs Temperaturen zwischen 5 "C und 41 "C gemessen und 
um die Geschwindigkeit der nicht katalysierten Reaktion 
korrigiertl']. Fur die AH*- und AS*-Werte wurden aus der 
Arrhenius-Gleichung (kkat = Ae-E-/RT) 18.3 kcalmol- ' bzw. 
-1.2 calmol-' K-  ' (AG' =18.7 kcalmol-')errechnet. Tn- 
teressanterweise vermindert der monoklonale Antikorper 
11F1-2Ell den AH*-Wert um 2.2kcalmol-' und er- 
hoht den AS*-Wert um 11.7calmol-'K-' (AAG* = 
3.3 kcal mol- ' bei 10 "C) relativ zum nicht katalysierten Pro- 
zef3. Die Beobachtung, daB im Antikorper-Substrat-Kom- 
plex das Produkt mit einer Entropiebarriere von nahezu Null 
entsteht, spricht dafiir, daB der Antikorper das Substrat in 
eine fur die Umlagerung gunstige Konformation zwingt" 'I. 
Die Tatsache, daB der Antikorper auch den AH*-Wert er- 
niedrigt, spiegelt moglicherweise die Ausnutzung der Anti- 

korperbindungsenergie zur Induktion von Spannung im 
S ~ b s t r a t " ~ ]  oder auch eine elektrostatische Stabilisierung 
des Ubergangszustands wider. Die Aktivierungsparameter 
fur den nicht katalysierten, den Antikorper-katalysierten und 
den Enzym-katalysierten ProzeB enthalt Tabelle 1. Sowohl 
das Enzym als auch der Antikorper 11F1-2Ell reduzieren 
den AS*-Wert auf nahezu Null. Das Enzym reduziert den 
AH*-Wert relativ zu dem des Antikorpers lIF1-2Ell um 
weitere 2.4 kcalmol-'. Es stellt sich die interessante Frage, 
ob eine Ihnliche Reduktion des AH*-Wertes fur den Anti- 
korper-katalysierten ProzeB iiber genetische Selektion und 
Screening-Experimente erreicht werden kann. 

Tabelle 1. Kinetische Parameter fur die nicht katalysierte, die Antikorper-kata- 
lysierte und die Chorismat-Mutase-katalysierte Claisen-Umlagerung von Cho- 
rismat 1 zu Prephenat 3. 

Parameter nicht Anti- Anti- Choris- 
kata- korper korper mat- 
lysiert [l] 1F7[11] 11F1-2Ell[9] Mutdse[2] 

k,,, [min-'1 0.072 2 7 810 
Km [PM] 51 260 290 
K, [PMI 0.6 9 0.35 

AG' [kcdlmol-'1 24.2 21.3 18.7 15.9 
AH* [kcalmol-'1 20.5 15 18 3 15.9 

k d k u n , a ,  250 104 3 x 106 

A S *  [ c a l m o l ~ ' K ~ ' ]  -12.9 -22 -1.2 0.0 

Wenn die Antikorperbindungsstelle komplementar zum 
bicyclischen sesselformigen Hapten 4 ist, dann sollte die Re- 
aktion stereospezifisch sein. Um diese Vorstellung zu uber- 
priifen, wurde racemisches Chorismat nach einem friiher be- 
schriebenen Verfahren synthetisiert'' 51. Eine Probe von 
(+ )-Chorismat wurde durch kinetische Spaltung von (k )- 
Chorismat mit dem Enzym Chorismat-Mutase erhal- 
ten['" l6l. Nicht umgesetztes (+)-Chorismat wurde durch 
praparative HPLC isoliert und gemeinsam mit authen- 
tischem (-)-Chorismat eluiert. Die optische Reinheit des 
(+)-Chorismats wurde anhand der optischen Rotation zu 
94 % bestimmt. Die relativen Umwandlungsgeschwindigkei- 
ten von (+)-Chorismat, (2)-Chorismat und dem naturli- 
chen (-)-Chorismat wurden bei 10°C in Gegenwart des ka- 
talytischen Antikorpers 11F1-2El I bestimmt (Abb. 2). Die 
Praferenz des Antikorpers 11F1-2E11 fur das natiirliche 
( -)-Chorismat gegenuber dem synthetischen ( + )-Choris- 
mat um mehr als 30: 1 (nach Korrektur um die Enantiome- 
renreinheit) ist ahnlich den Resultaten von Hilvert et al. fur 
den Antikorper 1F7t'01. 

0.73 r 

I 

thin1 - 
Abb. 2. Antikorper-katalysierte Umwandlung yon (-)-Chorismat (a), (+)- 
Chorismat (0) und (2)-Chorismat (+). A,,o = Absorption bei d = 270 nm. 



Diese Ergebnisse lassen vermuten, daR durch die Diversi- 
tat der Immunantwort - gegen das gleiche Antigen werden 
viele verschiedene Antikorper gebildet ~ Antikorper verfug- 
bar werden, die eine bestimmte Reaktion mit unterschiedli- 
chen Mechanismen katalysieren, wodurch ein besserer Ein- 
blick in die Natur der biologischen Katalyse gewonnen 
werden kann. Rontgenkristallographie sowie Klonierungs- 
und Sequenzierungsexperimente werden helfen, die Wir- 
kungsweise dieses katalytischen Antikorpers weiter aufzu- 
klaren. 
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Rein thermisch erzeugbare Farbstoffe : 
Farbgebung durch sukzessive Claisen-Umlagerung 
und intramolekulare Saure-Base-Reaktion 
Von Masahiko Inoziye*, Kikuo Tsuchiya und Teijiro Kitao 

Fluoran-Farbstoffe werden als druck- und temperatur- 
empfindliche Farbstoffe z.B. fur kohlefreies Durchschlagpa- 
pier und Fax-Papier eingesetzt"]. Dabei tritt die Fiirbung 
durch Reaktion eines Farbstoffs mit Sauren, normalerweise 
Phenolverbindungen, beim Erwarmen ein (Schema 1). Die 
farblose Form ist folglich nur dann bestandig, wenn jeglicher 
Kontakt mit SBuren vor der Warmebehandlung vermieden 
wird. Dies briiigt jedoch sehr haufig technische Probleme mit 
sich und macht die Anwendung organischer Medien wie 
Polymerfilmen unmoglich. Hier berichten wir uber eine 
Klasse rein thermisch erzeugbarer Farbstoffe, die durch 
bloRes Erhitzen, ohne Zusatzkomponenten, farben. Unsere 

[*] Dr. M. Inofiyc, Prof. Dr. T. Kitao 
Department of Applied Chemistry 
University of Osaka Prefecture 
Sakai, Osaka 591 (Japan) 
K. Tsuchiyd 
Special Compounds & Colorants Division 
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Suita, Osaka 564 (Japan) 

Schema 1 

2 farbig 

Strategie nutzt die Tatsache, daR man aus neutralen Allyl- 
arylethern durch Erhitzen uber eine Claisen-Umlagerung[21 
acide Phenolverbindungen erhalt. Die Phenolgruppen be- 
wirken uber eine intramolekulare Saure-Base-Reaktion die 
Offnung des Lactonrings, wobei die Verbindung farbig wird 
(Schema 2). 

3 farblas 

180 o c  Claisen- 
Umlagerung I 

4 farbig 

Schema 2 

Die neuartigen Farbstoffe 3, 13 und 14, die Allyloxy- so- 
wie Aminogruppen enthalten, wurden in mehreren Stufen 
aus kornmerziell erhaltlichen Edukten dargestellt (Sche- 
ma 3 ) .  

3,13 und 14 absorbieren in verschiedenen Losungsmitteln 
oberhalb 400 nm nicht (farblose Form), was auf das Vorlie- 
gen der Lactonform schlieljen lafit. Beim Erhitzen der Lo- 
sungen auf ca. 180 "C treten jedoch Absorptionen oberhalb 
400 nm auf (Abb. 1 a). Die neuen Absorptionen resultieren 
von den Produkten der Claisen-Umlagerung, die wie folgt 
identifiziert wurden: Die 'H-NMR-Spektren einer Losung 
von 3 in [D,]Dimethylsulfoxid ([D,]DMSO) wurden bei ca. 
180 "C als Funktion der Zeit aufgenommen. Hierbei traten 
im Bereich von 6 = 3.0-5.8 neue Resonanzen auf, die auf- 
grund ihrer Hochfeldverschiebung - im Vergleich zu den 
Signalen einer o-Allylgruppe - einer c-Allylgruppe zugeord- 
net wurden (Abb. 1 c). Im aromatischen Bereich wurde das 
Signal fur Hd kleiner, ein Beweis dafur, dalj die Claisen-Um- 
lagerung an der in Schema 2 gezeigten Position stattfand. 
Daruber hinaus konnte saulenchromatographisch ein rotes 
Produkt 4 isoliert werden, dessen IR-Spektrum die fur phe- 
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