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Die Hydrolyse von Phosphorsaureestern ist seit vielen Jahren 
eine Herausforderung fur Biologen und Chemiker. Die Auf- 
merksamkeit konzentrierte sich bislang hauptsachlich auf Phos- 
phorsauremono- und -diester, da deren biologische Eigenschaf- 
ten am besten bekannt sind. Doch auch die Triester sind von 
biologischer Bedeutung. Sie spielen eine essentielle Rolle bei der 
Adaptation von E. coli an mutagene Reagentien"' und sind 
Vorstufen fur medizinisch wichtige Nucleosid-Analoga['* 'I. 
Derivate von Phosphorsauretriestern werden als Insektizide ein- 
gesetzt, andere sind wirkungsvolle chemische Waffen. Zu dieser 
Verbindungsklasse gehort auch Sarin (Isopropyl(methy1)- 
phosphonofluoridat) , das kurzlich bei einem verheerenden 
Bombenanschlag in einer japanischen U-Bahn venvendet wur- 
deL4]. Obwohl es in der Natur Phosphotriesterasen gibt, sind 
deren physiologische Substrate nicht bekanntL5]. 

Paraoxon Sarin Tabun 

Neben ihrer biologischen Bedeutung werfen Phosphorsaure- 
ester auch grundlegende chemische Fragestellungen hinsichtlich 
ihrer einzigartigen Hydrolysebestandigkeitt6] und der Beteili- 
gung eines Ubergangszustandes rnit einem funffach koordinier- 
ten Phosphoratom an der Hydrolyse auf. Antikorper, die die 
Hydrolyse von Phosphorsauretriestern katalysieren, sind daher 
aus biologischer und aus chemischer Sicht interessant. Mit sol- 
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chen Antikorpern konnte man in die Antwort von E. coli auf 
mutagene methylierende Agentien eingreifen, Vorstufen von 
Wirkstoffen aktivieren (inaktive Carbonsaureester wurden be- 
reits durch Antikorper-katalysierte Hydrolyse aktiviert". ']) 
und Vergiftungen rnit Nervengiften auf Organophosphatbasis 
behandeln oder gar vorbeugend ~erhindern'~.  "1. Diese Anti- 
korper sollten auch hilfreich sein, um die Erfordernisse des 
Ubergangszustandes hinsichtlich seiner Struktur und seiner 
elektrostatischen Eigenschaften fur die Phosphorsaureester-Hy- 
drolyse zu definieren. Im folgenden beschreiben wir einen derar- 
tigen, Phosphorsauretriester hydrolysierenden Antikorper. 

Bei der basenkatalysierten Phosphorsauredi- und -triester- 
Hydrolyse wird ein Ubergangszustand mit fiinffach koordinier- 
tem Phosphoratom durchlaufen, wobei beim Angriff des Hy- 
droxidions gleichzeitig die Abgangsgruppe entlang der apikalen 
Achse verdrangt wird (Schema 1). Wahrend der tetraedrische 
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Schema 1. Mechanismus der Phosphorsauretriester-Hydrolyse unter Berucksichti- 
gung der Struktur und der elektrostatischen Verhdltnisse des ifbergangszustandes. 
Angegeben sind die Bindungsordnungen bei der bdsenkatdlysierten Hydrolyse von 
Paraoxon [27]. 

Ubergangszustand bei der Carbonsaureester-Hydrolyse durch 
viele funktionelle Gruppen exakt nachgebildet werden 
kannrlls ''I, sind fiinfbindige Zentren in der Organischen Che- 
mie selten (zu Ausnahmen siehe Lit.t13. 141). AuDerdem sind 
viele der Verbindungen mit funfbindigen Zentren giftig oder 
instabil, was ihre Brauchbarkeit als Hapten fur eine Immunisie- 
rung beeintrachtigt. Im Vergleich dazu lassen sich die besonde- 
ren elektrostatischen Eigenschaften des Ubergangszustandes, 
die im Verlauf der Reaktion wahrscheinlich von Bedeutung 
sind, einfacher imitieren. Daher ist von Interesse, ob das Hapten 
notwendigenveise ein funfbindiges Zentrum aufweisen mu13 
oder ob es genugt, die elektrostatischen Eigenschaften des Uber- 
gangszustandes zu berucksichtigen, um einen effektiven Kataly- 
sator zu erhalten. 

Um zwischen diesen Moglichkeiten zu entscheiden, haben wir 
Antikorper rnit Phosphotriesterase-Aktivitat gesucht, die ent- 
weder ein Hapten rnit einer Aminoxidgruppe oder eines mit 
einem quartaren Amin erkennen. Geladene Haptene sollten An- 
tikorper induzieren, deren katalytische Wirkung entweder auf 
der Stabilisierung eines polaren Ubergangszustandes oder auf 
der Bereitstellung einer reaktiven Seitenkette besteht, die als 
allgemeine Base ~ i rk t [ '~ - ' ' I ,  Das Hapten 1 enthalt eine Amin- 
oxidgruppe, deren dative Bindung der zu brechenden Bindung 
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in 3 sowie der P=O-Bindung in 4 entspricht. Jede positive La- 
dung, die am Phosphorzentrum entsteht, sollte durch anioni- 
sche funktionelle Gruppen in der Bindungsstelle des Antikor- 
pers stabilisiert werden ; diese anionischen Gruppen werden 
durch den positiven Pol der Aminoxidgruppe in 1 induziert. Der 
negative Pol der Aminoxidgruppe entspricht entweder der ent- 
stehenden negativen Ladung am Sauerstoffatom der Abgangs- 
gruppe im Ubergangszustand der Hydrolyse von 3 oder der 
negativen Partialladung am P=O-Sauerstoffatom im Uber- 
gangszustand der Hydrolyse von 4 (Schema 2 ) .  Als Resultat der 
regiospezifischen Induktion von entgegengesetzten Ladungen 
sollte es moglich sein, durch Vergleich der durch Antikorper 
gegen 1 katalysierten Hydrolyse von 3 mit der von 4 zu bestim- 
men, welche der negativen Partialladungen des Ubergangszu- 
standes stabilisiert werden mussen. 

Me 0 

a 

I u 3  

Schema 2. Strukturformeln der Haptene 1 und 2 und der Substrate 3 und 4. Die 
Pfeile geben die Angriffsrichtung des Hydroxidions beim Angriff auf den Triester 
entlang der apikalen Achse an. R = Briicke zum Protein (bei der Immunisierung), 
R = NHCOCH, (bei Inhibierungsversuchen). 

Das zu 1 analoge Hapten 2 weist statt einer Aminoxid- eine 
Methylammoniumgruppe auf[l8]. Es sollte in der Bindungsstelle 
des Antikorpers nur anionische und keine kationischen Amino- 
sauren induzieren, so dab es moglich sein sollte, die fur die 
Stabilisierung des ubergangszustandes wichtigen Ladungspara- 
meter in ihre Anteile zu zerlegen. 

Von 25 Antikorpern gegen 1 und 17 Antikorpern gegen 2[19], 
die auf ihre Fahigkeit untersucht wurden, die Hydrolyse von 3 
und 4 zu katalysieren, waren jeweils funf katalytisch aktiv. Ein 
Antikorper gegen 1, T~1-4C6['~], war besonders effizient und 
wurde weiter getestet. Die Reaktionen von Txl-4C6 mit 3 und 
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Abb. 1 .  Lineweaver-Burk-Diagramm der Hydrolyse von 3 (0) und 4 (0) durch 
den Antikorper Txl -4C6. S = Substrat, V, = Reaktionsgrenzgeschwindigkeit. 

4 folgen einer Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 1, Tabelle 1); sie 
werden durch stochiometrische Mengen an 1 inhibiert und wei- 
sen eine Sattigungskinetik hinsichtlich des Substrats auf. Der 
Antikorper Txl-4C6 bindet das Hapten 1 mit einer Dissozia- 
tionskonstanten KD von 0 . 6 7 ~ ~ ,  wie durch die Loschung der 
Eigen-Fluoreszenz des Antikorpers bei Zugabe des Haptens be- 
stimmt wurde. 

Tabelle 1. Kinetische Parameter W r  die durch den Antikorper Txl-4C6 katalysierte 
Hydrolyse von 3 und 4. 

3 2.77 x 10-3 1.01 x 10-2 3.57 
4 8.77 x lo-' 1.85 x 10-3 18.7 

Die Geschwindigkeit der unkatalysierten Hydrolyse von 3 ist 
kleiner als die von 4, da 3 durch den verallgemeinerten anome- 
ren Effekt stabilisiert wird["]. Interessanterweise war Tx1-4C6 
in der Lage, die Eigen-Reaktivitat umzukehren, also die Hydro- 
lyse von 3 starker zu katalysieren als die von 4 (kunka1(3)/ 
kunka,(4) = 0.316; kka,(3)/kka1(4) = 5.46). Diese Umkehr kann 
entweder von einer unterschiedlich starken Stabilisierung der 
Grundzustande herruhren1' '1 oder von einer besseren geometri- 
schen PaDform des Ubergangszustandes der Hydrolyse von 3 
gegenuber der des Ubergangszustandes ausgehend von 4. Diese 
unterschiedliche Bindung 1aDt sich mit Blick auf das induzieren- 
de Hapten 1 verstehen (Schema 2). Beim Ubergangszustand 
ausgehend vom Substrat 3 entspricht die apikale Achse des funf- 
bindigen Phosphoratoms der axialen Onentierung der N-O- 
Bindung in l["] und begunstigt so einen Mechanismus, bei dem 
die Abgangsgruppe unter einem Winkel von 180" zwischen den 
drei wechselwirkenden Atomen austritt. Im Unterschied dazu 
sollten Antikorper gegen das Aminoxid 1 in Substrat 4 die 
P=O-Bindung polarisieren. Da 3 das bessere Substrat fur den 
Antikorper Txl-4C6 ist, vermuten wir, daD die Polarisierung der 
zu brechenden Bindung bei einer konzertierten Reaktion gunsti- 
ger ist als die der P=O-Bindung, wodurch eine zweistufige Re- 
aktion mit Pseudorotation begunstigt werden sollte[221. 

Der Antikorper Txl-4C6 hat ein begrenztes Substratspek- 
trum. Er bindet Paraoxon nicht und hydrolysiert es demnach 
auch nicht. Auch werden Carbonsaureester, die mit 3 und 4 
verwandt sind, nicht durch Txl-4C6 hydrolysiert. 
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Einer der wichtigsten Aspekte der Katalyse durch Antikorper 
besteht in der Moglichkeit, ausgewahlte Eigenschaften des 
Ubergangszustandes jeder chemischen Reaktion zu untersu- 
chen. Hier haben wir dieses Prinzip am Beispiel der erfolgrei- 
chen Hydrolyse von Phosphorsaureestern durch einen Antikor- 
per demonstriert, der nur im Hinblick auf die elektrostatischen 
Gegebenheiten des Ubergangszustandes der Reaktion selektiert 
worden war. Die besten katalytischen Antikorper wurden durch 
das Aminoxid 1 induziert. Aber auch 2 induzierte einige wirksa- 
me Katalysatoren, was darauf hindeutet, daB auch allein die 
Erniedrigung der Energie, die zur Bildung der positiven Ladung 
im Ubergangszustand notwendig ist, ausreicht, um eine Kataly- 
se zu erreichen. Erwartungsgemalj ist die Katalyse allerdings 
effektiver, wenn zusatzliche Eigenschaften des Ubergangszu- 
standes, wie die Bildung der negativen Ladung am Sauerstoff- 
atom der Abgangsgruppe, berucksichtigt werden. Um noch ef- 
fektivere Katalysatoren zu erhalten, muD man nun unter 
Beibehaltung der elektrostatischen Eigenschaften des Antikor- 
pers dessen schwieriger zu beeinflussenden geometrischen Ei- 
genschaften angehen. Indem wir ein Enzym schrittweise auf- 
bauen, konnen wir so unser Wissen uber die Katalyse vertiefen. 
Daruberhinaus konnten wir durch die Entwicklung geeigneter 
Antikorper die Frage beantworten, ob die Hydrolyse von Phos- 
phorsaurediestern durch einen der Triester-Hydrolyse ahnlichen 
M e c h a n i s m ~ s [ ~ ~ ~  241 erleichtert werden kann, bei dem der einlei- 
tende Schritt die Protonierung des Sauerstoffatoms des Phos- 
phations ist. 

Expevimentelles 
3, 4: Alkvlierung yon Diethy/isoprop~lide~malo~at[25]: Zu einer Losung von 10.0 g 
(50mmol) Diethylisopropylidenmalonat in 20 mL wasserfreiem Ether wurden lang- 
sam 50mmol Phenylmdgnesiumhromid (50 mL, 1 . 0 ~  in THF) hei 0 "C zugegeben. 
Das Reaktionsgemisch wurde 30 min hei 0 "C geriihrt und dann 1 h unter RiickfluB 
erhitzt. Die Losung wurde anschlieflend eingeengt, in eisgekiihlte verdiinnte Schwe- 
felsiure gegeben und dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten EtOAc-Extrak- 
te wurden eingeengt und das 1 ,CAdditionsprodukt durch Siulenchromatographie 
an Kreselgel (Hexan/EtOAc 811) gereinigt (Ausheute 3.8 g, 28 %). 

Reduktion des Diesters: 1.34 g des erhaltenen Diesters wurden in 42 mL wasser- 
freiem Ether gelost und langsam 0.37 g LiAIH, hinzugegeben. Das Reaktionsge- 
misch wurde 12 h hei Raumtemperatur geriihrt. Die iibliche Aufarbeitungergah das 
Diol in 35 '4, Ausbeute. 'H-NMR (300MHz. CDCI,): 6 =7.34-7.27 (m. 4 H ;  
arom.), 7.21G7.16 (m, 1H;  arom.), 3.78 (dd. J=10.4,  3.7Hz. 2H),  3.70 (dd, 
J=10.4,9.8Hz,2H),2.15(rn,1H),2.00(hr.s,2H;OH). 
Phosphorylirrnng des Diols: Eine Losung von 145 mg des Diols in 2 mL THF wurde 
zu einer Losung von 133 pL Pyridin und 210 nig p-Nitrophenylphosphorsiiured~- 
chlorid in 5 mL THF getropft. Die Mischung wurde 2 h hei Raumtemperatur ge- 
riihrt und dann eingeengt. Die gewiinschten Produkte 3 (70 mg, 25 %) und 4 (72 mg, 
26 %) wurden durch Siulenchromatographie an Kieselgel (Hexan/EtOAc 2/1) ge- 
trennt. - 3: R, = 0.27: 'H-NMR (300MHz, CDCI,): 6 = 8.22 (d, J = 9.2 Hz, 2H;  
arom.), 7.39-7.24 (m. 7H;  arom.). 4.32 (dd, J=10.9, 4.9 Hz, 2H), 4.26 (dd, 
J =10.9, 4.9 Hz, 2H),  2.68 (in. IH) ,  1.38 (s. 6H;  CH,); "P-NMR (300MHz, 
CDCI,. heteronuclear entkoppelt): 6 = -13.37. - 4:  R, = 0.20; 'H-NMR 
(300MHz, CDCI,): 6 = 8.22 (d, J =  9.2 Hz, 2H: arom.), 7.38-7.22 (m. 7H;  
arom.),4.48-4.36(m,4H), 2.31 (m. 1H). 1.47(s. 6H;  CH,); 31P-NMR(300MHz, 
CDCI,, heteronuclear entkoppelt): 6 = -12.29. - Die Konfigurationen von 3 und 
4 wurden durch Vergleich ihrer R,-Werte sowie 'H- und "P-NMR-Spektren mit 
denen bekannter iihnlicher Verhindungen [26] hestimmt. 
As.suys: Alle Reaktionen wurden hei 30 'C anhand der Bildung von p-Nitrophenol 
photometrisch (402 nm) verfolgt. Der Extinktionskoeffzient unter diesen Reak- 
tionshedingungen wurde zu 1.80 x IO4hl-' cm- ' bestimmt. Typischerweise wurde 
eine 5 0 m ~  Bicinlosung (pH = 8.5; Bicin = N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin) mit 
5 p ~  Tx1-4C6 30 min unter den Reaktionshedingungen inkuhiert (Kontrollversuch 
ohne Antikorper). Die Reaktion wurde durch Zugahe des Substrates in unterschied- 
lichen Konzentrationen in einem konstanten Volumen DMSO gestartet (die 
DMSO-Endkonzentration hetrug 0.375%). Die Reaktion wurde etwa 2 h verfolgt, 
wonach weniger als 10% des Substrates umgesetzt worden waren. 
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Molekulare Erkennung zwischen chemisch 
modifiziertem /?-Cyclodextrin und 1-Decen : 
Zweiphasen-Hydroformylierung von 
wasserunloslichen Olefinen** 
Eric Monflier", Georges Fremy, Yves Castanet und 
Andre Mortreux 

Die Entwicklung von wasserloslichen Katalysatoren fur die 
Hydroformylierung von Olefinen in einem Zweiphasensystem 
hat wahrend der letzten Jahre betrachtliche Aufmerksamkeit 
auf sich gezogen. So wurde bei der Hoechst AG ein Verfahren 
zur industriellen Hydroformylierung von Propylen mit einem 
wdsserloshchen Rhodiumkatalysator rnit sulfoniertem Triphe- 
nylphosphan als Ligand entwickelt"]. Zwar werden bei der Hy- 
droformylierung von langkettigen Olefinen in Gegenwart eines 
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