
ZUSCHRIFTEN 
Tabelle 2. Copolymerisationsparameter der Ethen/DMON-Copolymerisation bei 
50°C. 

Das Zirconocen 3 inseriert Ethen nur 6.4mal schneller als 
DMON und hat damit den niedrigsten r,-Wert. Es inseriert das 
sperrige Cycloolefin also besser als die beiden C,-symmetrischen 
Katalysatoren 1 und 2. C,-symmetrische Verbindungen wie 
[en(ind),ZrCl,] und [en(indH,),ZrCI,] weisen r,-Werte von 15 
bzw. 50 auf"']. Die Produkte r ,  x rz  sind kleiner als 1, wobei 
wiederum Verbindung 3 mit 0.64 dem Wert fur statistisch ver- 
teilte Copolymere von 1 am nachsten kommt. Die beiden C,- 
symmetrischen Katalysatoren liefern kleinere rL x r,-Werte, 
was auf hohere Anteile einer alternierend verlaufenden Copoly- 
merisation hindeutet. 

Analoge Copolymerisationen wurden rnit dem noch sperrige- 
ren TMDA durchgefuhrt, wobei als Katalysatoren die Zircono- 
cene 2 und 3 eingesetzt wurden. Tabelle 3 faDt die Ergebnisse 

Tabelle 3. Copolymerisation von TMDA und Ethen mit zwei ZirconocenjMAO- 
Katalysatoren bei 50°C [a]. 

Katalysator CdCt  A M ,  Einbau T, 
[Mol-Yo] ["C] 

[(Ph,C(fluo)(Cp))ZrCl~] 2 0 1800 400000 0 (1 34.4) 
1.64 780 59000 9 65.5 

(132.1) 
3.29 232 30000 18 96.1 

(128.0) 
6.58 41 22000 27 110 

[{Pb,C(ind)(Cp)]ZrCl,] 3 3.29 33 17000 20 (128.2) 
(124.4) 

[a] C,/C,: molares Einsatzverhaltnis TMDA/Ethen; A : Aktivitat in kg Polymer 
pro Mol Metallocen und Stunde; M,: viskosimetrisch bestimmtes mittleres Mole- 
kulargewicht; Einbau: von TMDA im Copolymer; T,: Glasumwandlungstempera- 
tur, Schmelzpunkt in Kkdmmern. 

zusammen. Wie schon bei dem System DMON/Ethen zu beob- 
achten war, nimmt rnit dem Cycloolefin/Ethen-Verhaltnis im 
Reaktionsansatz der Anteil an im Polymer eingebautem Cy- 
cloolefin zu. Dabei sinken die Aktivitaten und Molekularge- 
wichte. Wiederum inseriert der Katalysator 3 mehr TMDA als 
das Metallocen 2. In den Copolymeren treten vermehrt teilkri- 
stalline Polyethylenstrukturen auf, die sich anhand eines 
Schmelzpunktes in den DSC-Analysen nachweisen lassen. Im 
Vergleich zum DMON/Ethen-Copolymer resultieren jedoch bei 
den TMDA/Ethen-Copolymeren bei gleichen Mengen an einge- 
bautem Cycloolefin hohere Glasiibergangstemperaturen. Im 
System TMDA/Ethen wurden bei 50°C der r,-Wert zu 15.6, 
der r,-Wert zu 0.06 und damit r1 x r2 zu 0.94 bestimmt (vgl. 
Tabelle 3) .  

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, da5 es bei der Copo- 
lymerisation von Cycloolefinen rnit Ethen groDe Unterschiede 
in Abhangigkeit von den verwendeten Katalysatoren gibt. Das 
Zirconocen 3 erzeugt Copolymere rnit optimalen Mengen an 
eingebauten sperrigen Comonomeren. 
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(3-Selektive Aldolspaltung und (R)-selektive 
fl-Eliminierung durch einen Antikorper mit 
Aldolaseaktivitat * * 
Jean-Louis Reymond* 

Wegen der mikroskopischen Reversibilitat IaDt sich ein kata- 
lytisch eroffneter Reaktionspfad zwischen zwei chemischen Zu- 
standen in beiden Richtungen begehen. Enzyme, die in vivo 
reversible Prozesse katalysieren, liefern dafur gute Beispiele. 
Dagegen 1a5t sich die mikroskopische Reversibilitat bei maDge- 
schneiderten Biokatalysatoren nur selten beobachten, weil die 
betreffenden Reaktionen gewohnlich zu stark exotherm und/ 
oder irreversibel verlaufen"]. Die hier beschriebene reversible 
Katalyse durch einen Antikorper mit Aldolaseaktivitiit weist 
einen unerwarteten stereochemischen Verlauf auf: Die (S)-Se- 
lektivitat des Katalysators bei der Aldoladdition und -spaltung 
geht einher rnit einer (R)-Selektivitat bei der /3-Eliminierung[21. 
Wir erklaren dieses Verhalten rnit einer Konformationskon- 
trolle. 

["I Prof. J.-L. Reymond 
Department of Molecular Biology, The Scripps Research Instltute 
10666 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA) 
Telefax: Int. + 619/554-6778 
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ZUSCHRIFTEN 

Wir haben kiirzlich iiber den ersten katalytischen Antikorper 
rnit Aldolaseaktivitat berichtet, den wir durch Kombination des 
primaren Amins 1 rnit einem Antikorper gegen das Hapten 2 
erhalten haben. Diese kunstliche Aldolase katalysiert die Aldol- 
addition von Aceton an Aldehyde iiber einen enzymahnlicheii 
Enamin-Mechanismus, dessen geschwindigkeitsbestimmender 
Schritt die Bildung des Intermediats I in der Bindungstasche des 
Antikorpers istL3, 41. Ausgehend vom racemischen Aldehyd 3 
lieferte die Reaktion si-selektiv das Cram-Aldoladdukt (4S,5S)- 
4 rnit > 95 % de und das anti-Cram-Aldoladdukt (4S,5R)-4 mit 
65 YO de im Verhaltnis 1 : 2.8 (Schema 1 ) .  
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Abb. I.  Lineweaver-Burk-Plots der Grenzreaktionsgeschwindigkeiten V fur  die 
Katalyse durch den Komplex aus dem Antikorper 72D4 (Anti-2) und dem Amin 1. 
k,.,/K, = d V/d ([4]/[Anti-2]), Aldolspaltung yon (4S,5R)-4 (A), 8-Eliminierung 
von Wasser mit (4R,5S)-4( A ) ,  Aldolspaltungvon (4S,5S)-4 (e), Aldolspaltungvon 
(4R,5R)-4 (0). Bedingungen: 20"C, 50 mM Bicin, 100 mM NaCI, pH = 9.2, 
[l] = 800 VM und [Anti-21 = 18 p ~ .  Mit 1 statt Antikorper 72D4 + 1 wurde keine 
mellbare Katalyse festgestellt. Die Geschwindigkeitskonstanten k der Hintergrund- 
reaktionen betragen 2.0 x lo-'  min-' und 3.0 x lo-' miu-' fur die Aldolspaltung 
von (4R*,5S*)-4 bzw. (4R*,5R*)-4 sowie 1 . 0 ~  lo-' min-' bzw. 7.0 x lo-' min-' 
fur die 8-Eliminierung zum Enon 5. 

(4S, 5.9-4 

bunden, und die Spezifitatskonstanten kkat/KM wurden als Ma0 
fur die Katalyse bestimmt (Abb. 1).  Die Substratspezifitat der 
Aldolspaltung spiegelt die Enantioselektivitat der Aldoladdi- 
tion wider (Tabelle 1 ) .  ?' 1 

(4R, 5R)-4 (>95 % de) (4R, 5R)-4 I (4R,55)-4 ( 4 3 %  de) 
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Schema 1. Die kunstliche Aldolase, die sich aus dem Antikorper 72D4 (Anti-2) und 
den1 Amin I zasammensetzt, katalysiert eine (4S)-endntioselektive Aldolspaltung 
von 4 zu 3 und eine (4R)-enantioselektive /I-Eliminierung yon 4 zu 5. X steht fur die 
Briicke zum Trigerprotein. 

Die Aldoladdition, die durch hohe Konzentrationen von Ace- 
ton (1 ~ 10 Vo1.- YO) begiinstigt wird, 1a0t sich durch Entfernen 
des Acetons leicht umkehrenL5]. Die Aldolspaltung des Aldols 4 
zum Aldehyd 3 wurde unter diesen Bedingungen vom Antikor- 
per-Amin-Komplex katalysiert. Wie bei der Aldoladdition wa- 
ren fur die katalysierte Aldolspaltung sowohl das Amin 1 als 
auch der Antikorper 72D4 (Anti-2) notwendig; die scheinbare 
Dissoziationskonstante des Antikorper-Amin-Komplexes be- 
tragt K,, = 100 p ~ .  Die Katalyse lieB sich durch die Addition des 
Haptens 2 quaiititativ inhibieren, was beweist, da0 die Reaktion 
an der Antigen-Bindungsstelle ablauft. Die Stereoselektivitiit 
wurde durch die individuelle Untersuchung der vier stereoiso- 
meren Aldoladdukte 4 bestimmt. Wie bei der Ald0laddition1~1 
werden die Aldoladdukte im Vorgleichgewicht nur schwach ge- 

Tabelle l .  Scheinbare Spezifititskonstanten fur die Katalyse durch den Antikorper 
72D4 (Anti-2) + Amin 1 bei pH 9.2, 20°C ( 5 0 m ~  Bicin, 100mM NaCl). 

Aldoladdukt Aldoladdition [a] Spaltung [b] 8-Eliminierung [b] 
[M-*min-'] [ M - '  min-'1 [M-' min-'1 

(4S,5S)-4 2.1 0.078 0.044 
(4S,5R)-4 5.0 0.22 - 
( 4 R 5 9 - 4  0.11 
(4R,5R)-4 1.1 0.028 0.022 

- - 

[a] Addition von Aceton an  das entsprechende Enantiomer des Aldehyds 3. Aus der 
zweidimensionalen Kinetik in berug auf Aceton und 3 bei Sittigung mit 1 
([I] = 1 mM) ergibt sich die Spezifititskonstante k,,,/(aK,(3)Km(Me2CO)) 
= 4.1 W'min- '  [3b]. Fur die Katalyse durch das Amin I allein ist 
k(1 )  = 0.011 K ' m i n - '  und k,,,(OH-) = 2.8 x lo-' ~ - ' m i n - l ,  jeweils mit einer 
Cram-Selektivitit von 1.5: 1. [b] Jede Konstante wurde BUS der Sfttigungskinetik in 
bezug auf 1 ([l] = 100, 200, 400, 800 p ~ )  bei vier Konzentrationen des jeweiligen 
Aldoladduktisomers 4 abgeleitet. 

Von besonderem Interesse ist, da13 auch die Eliminierung von 
Wasser unter Bildung des (E)-Enons 5 als Konkurrenzreaktion 
katalysiert wird. Unter Hydroxidkatalyse war sie sogar im Ver- 
haltnis 5 :  1 bei (4R*,5R*)-4 und 2:  1 bei (4R*,55'*)-4 gegeniiber 
der Aldolspaltung bevorzugtL6x 'I. Dabei werden rnit dem Anti- 
korper-Amin-Komplex vollstandig andere Stereoselektivitaten 
erhalten. Fur das Diastereomerenpaar 4, das sich vom Aldehyd 
(R)-3 ableitet, lag die Selektivitat bei der Eliminierung vollkom- 
men auf der Seite von (4R,5R)-4 (> 95 YO de im Vergleich zu 
einer 8 : I-Diastereoselektivitat zugunsten von (4S,5R)-4 
(77 '% de) bei der Aldolspaltung. Fur die Aldoladdukt-Stereo- 
isomere, die sich vom Aldehyd (S)-3 ableiten, bestand eine 
2.5: I-Bevorzugung fur (4R3 9 - 4  gegenuber (4S,5S)-4 bei der 
Eliminierung (43 YO de) im Unterschied zu einer vollstandigen 
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Selektivitat zugunsten von (4S,5S)-4 (> 95 YO de) bei der Aldol- 
spaltung. Durch die (4S)-Konfiguration am /I-Kohlenstoffatom 
wird somit die Aldolspaltung und durch die (4R)-Konfiguration 
die p-Eliminierung begiinstigt. 

Die beiden Konformationen, die bei den Aldoladdukten 4 zur 
Aldolspaltung (Diederwinkel B(N=C-C,-C,) = 90") bzw. zur p- 
Eliminierung (B  = 180") fiihren, unterscheiden sich deutlich. 
Deshalb ist wahrscheinlich eine Konformationskontrolle durch 
den Antikorper-Amin-Katalysator der Grund fur die Chemose- 
lektivitlt. So konnte ein Aminosaurerest iiber eine lokale Was- 
serstoffbruckenbindung einen Protonentransfer an der 4-OH- 
Gruppe unterstiitzen und auf diese Weise einem Paar 
enantiomerer Aldoladdukte unterschiedliche Konformationen 
aufzwingen (Schema 2). 

a) Ab 
X' 

\ 

Ab 
b) 

HX' 

/ A 

Schema 2. Die Konformdtionen, die fur die Aldolspaltung (a) oder die P-Eliminie- 
rung (b) gunstig sind, (4s) bzw. (4R), werden durch eine Wasserstoffbruckenbin- 
dung zwischen einem RestX des AntikorpersAb und der C,-OH-Gruppe des 
Schlusselintermediats I fixiert. 

In Folge dieser Chemoselektivitat wird bei der Aldoladdition 
durch die selektive Entfernung der (4R)-konfigurierten Aldol- 
addukte durch p-Eliminierung die Katalyse zugunsten der (4s)- 
konfigurierten Aldoladdukte verstirkt. Diese doppelte Induk- 
tion gemaB dem hier vorgeschlagenen Konformationsmodell 
konnte auch bei anderen Aldolase-Biokatalysatoren wirksam 
sein. Ein derartiger Mechanismus konnte in prabiotischer Zeit 
zum Auftreten der optischen Aktivitat bei einfachen Kohlenhy- 
draten beigetragen habent8]. 

Wir haben hier iiber die erste Untersuchung einer Antikorper- 
katalysierten reversiblen Reaktion berichtet. Wahrscheinlich als 
Folge einer Konformationskontrolle verlauft die Aldolspaltung 
(S)-selektiv und die P-Eliminierung von Wasser (R)-selektiv. 
Von Vorteil ist, daB das Reaktivitatsprofil des Aldolprodukts 
nicht nur einfach untersucht werden kann, sondern dariiber 
hinaus informativer ist als eine Beschreibung der Aldoladdition 
durch die Enantio- und die Chemoselektivitat des Katalysators. 
Allgemein ist die Verfolgung der Riickreaktion mit isolierten 
Produktstereoisomeren eine attraktive Methode fur die Suche 
nach neuen enantioselektiven Katalysatoren. Dies gilt beson- 
ders dann, wenn sehr viele Tests im kleinen MaBstab durchge- 
fiihrt werden mii13ten[g1. In weiteren Untersuchungen werden 
wir uns rnit der Anwendung dieses Prinzips auf  die^ Aldoladdi- 
tion und auf andere reversible Synthesereaktionen beschaftigen. 

Experimentelles 
Trennung der Isomere: Eine Probe chemisch synthetisierten Aldoladdukts [3] 4 
(4 x 250 pg) wurde auf einer Chiralcel-OJ-Saule (Daicel; 0.45 x 22 cm; 
1.0 mLmin-', 2-Propanol/Hexan (3/1); Detektion bei 250 nm) in drei Fraktionen 
getrennt: t ,  =10-12min (FI, enthielt (45,5S)-4), f, =14-15 min (F2) und 
1, =15-17 min (F3). Eine weitere Reinigung jeder Fraktion auf einer Chiralpak- 
AS-Slule@aicel) fuhrtezu I ,  = 23.3 ((4R,5S)-4), 25.0((4S,5R)-4), 28.5 ((4S,5S)-4) 
und 29.3 min ((4R,5R)-4). Die vereinigten Fraktionen mit I, = 25.0 min ((4S,5R)-4) 
wurden auf derselben Saule erneut gereinigt. Jedes Stereoisomer war zu > 95 % rein 
(auf der Saule wurde kein weiteres Stereoisomer nachgewiesen). Nach Entfernung 
des Losemittels wurde jedes Isomer in 100 pL Acetonitril/Wasser (l/l) gelost. Diese 
Losungen enthielten bei Konzentrationen von 1 S 2 . 5  mM gemaB RP-HPLC LU 
>99.5% reines Aldol4 und wurden so fur die kinetischen Tests eingesetzt. 
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Testbedingungen: 50-350 p~ 4, 100-800 PM 1, 18 PM Antikorper 72D4 in 100 mM 
NaCl, 50 mM Bicin (Bis(hydroxyethy1)glycin). pH = 9.2, 20°C. Die Bildung des 
Produkts wurde durch RP-HPLC verfolgt (Microsorb-MV C-18, 0.45 x 22 cm, 
1.5 mLmin-', H,O/CH,CN) (3/1), 0.1 Vol.-% CFJOOH, t,(4) = 3.9. r,(3) = 4.8, 
tR(5) = 11.6 min. 
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C,,N+ und C6,N+ : isoelektronische Hetero- 
Analoga von c6, und C,,** 
Iris Lamparth, Berthold Nuber, Georg Schick, 
Andreas Skiebe, Thomas Grosser und Andreas Hirsch* 
Professor Hans Jiirgen Bestmann zum 70. Geburtstug gewidmet 

Will man die Strukturen von Fullerenen verandern, so stehen 
im Prinzip drei Moglichkeiten zur Verfiigung: 1)  die Synthese 
von exohedralen Addukten, 2) die Bildung von Heterofullere- 
nen, bei denen eines oder mehrere C-Atome des Fullerengeriists 
beispielsweise durch N- oder B-Atome substituiert werden und 
3) das Erzeugen von endohedralen Komplexen. Wahrend so- 
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