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analytische Daten und/oder hochaufgeloste Massenspektren auf. 
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Haloperoxidasen katalysieren die in Gleichung (1) gezeigte 
Umsetzung von Wasserstoffperoxid mit Chlorid-, Bromid- oder 

Haloperoxidase 

Hal: I, Br, CI 
H202 + Hal- * OHal- + H20 (1) 

Iodid-Ionen zu den entsprechenden Hypohalogeniten, die orga- 
nische Substrate elektrophil halogenieren konnen und somit in 
der Biosynthese halogenierter Naturstoffe eine wichtige Rolle 
spielen." - 31 Haloperoxidasen konnen aber auch die Sauerstoff- 
iibertragung von Wasserstoffperoxid auf organische Substrate 
wie Olefine und Thioether kataly~ieren.[~] Aus diesem Grund 
interessiert diese Enzymklasse auch fur praparative Anwendun- 
gen, z. B. die asymmetrische Epoxidierung prochiraler Olefi- 
ne.[41 Zusatzlich attraktiv ist, da13 dabei mit Wasserstoffperoxid 

[*] Prof. Dr. A. Berkessel,[+' Dip1.-Chem. M. Picard, Dr. J. Gross 
Organisch-chemisches Institut der Universitat 
Im Neuenheimer Feld 270, D-69120 Heidelberg 
Telefax: Int. + 6221/54-4205 
E-mail: gz7@ix.urz.uni-heidelberg.de 
DipLChem. E. Lubbert, DipLLebensmittelchem. S .  Tolzer, 
Prof. Dr. K.-H. van Pie 
Institut fur Biochemie der Technischen Universitat 
MommsenstraDe 13, D-01069 Dresden 
S .  Krauss 
Institut fur Mikrobiologie der Universitat Hohenheim 
GarbenstraBe 30, D-70593 Stuttgart 

straDe 4, D-50939 Koln 
Telefax: Int. + 221/470-5102 
E-mail: berkessel@uni-koeln.de 

[**I Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie, von der Max-Buch- 
ner-Forschungsstiftung und von der Deutschen Forschungsgemeinschaft ge- 
fordert. 

['I Neue Anschrift: Institut fur Organische Chemie der Universitat, Grein- 

als mildem, billigem und umweltvertraglichem Oxidans gearbei- 
tet werden kann. 

Bei den meisten Haloperoxidasen ist an der in Gleichung (1 )  
gezeigten Redoxreaktion ein Cofaktor beteiligt, und dessen Art 
kann zur Klassifizierung herangezogen werden. So unterschei- 
det man Ham-haltige und Vanadium-haltige Haloperoxidasen 
sowie solche, die gar kein Metal1 enthalten. Als praparativ in 
Oxidationen einsetzbar haben sich von den metallhaltigen bis- 
lang nur Ham-Peroxidasen bewahrt, z. B. die Chloroperoxidase 
aus dem Pilz Caldariomyces f ~ r n a g o . [ ~ l  Wenngleich die Ausbeu- 
ten und Enantioselektivitaten bei einigen Substraten sehr gut 
waren, steht einer breiten Anwendbarkeit die relativ geringe 
Stabilitat dieses Enzyms (bezuglich Temperatur, organischen 
Co-Solventien, pH, H202)  entgegen. 

Vor etwa zehn Jahren wurden von der Arbeitsgruppe van Pee 
erstmals metallfreie Haloperoxidasen bakteriellen Ursprungs 
beschrieben, namlich die Chloroperoxidasen aus Pseudomonas 
pyrrocinia (CPO-P)['] und aus Streptomyces aureofaciens Tu24 
(CPO-T) .[61 Ihre Haloperoxidase-Aktivitat wurde mit dem Mo- 
nochlordimedon-Assay nachgewiesen [Gl. (2)] : Bei diesem Test 

HsC' ' 3 ' 6  CI Haloperoxidase H202, Br- - H3C+I H3C' 
Br 

(2) 

OH 0 
1,hm,=290nm 2 

wird photometrisch die Abnahme der Enolon-Absorption des 
Substrats 2-Chlordimedon 1 bei i = 290 nm als Folge seiner 
Umwandlung in 2 verfolgt.['] Weitere Arbeiten konnten die ha- 
logenierende Aktivitat dieser Enzyme auch an natiirlichen Sub- 
straten, z. B. bei der Biosynthese des Antimykotikums Pyrrol- 
nitrin 4, ~ e i g e n . [ ~ ~  *I CPO-P/CPO-T fuhren in diesem Fall nicht 
nur die beiden Chloratome ein, sondern bewirken in Gegenwart 
von Wasserstoffperoxid auch die Oxidation der Aminogruppe 
des Vorlaufers 3 zur Nitro- 
gruppe von 4.L91 

CPO-P und CPO-T 
wurden als sehr stabile En- 

3: R = NH? 
4: R = NO2 

\ /  
zyme beschrieben, was sie CI' R CI 
zu interessanten potentiel- 
len Katalysatoren fur praparative Anwendungen m a ~ h t . [ ~ *  
Zum Mechanismus der Oxidationskatalyse durch Ham- und 
Vanadium-haltige Haloperoxidasen existieren relativ klare Vor- 
stellungen,[' - die Funktionsweise der metallfreien bakteriel- 
len Enzyme war dagegen zu Beginn unserer Arbeiten vollig un- 
klar. Ein Vorschlag, der auf der intermediaren Bildung eines 
Methionin-Sulfoxids im aktiven Zentrum des Enzyms beruh- 
te,[''] ist nach dem Ergebnis einer Kristallstrukturanalyse der 
Bromoperoxidase A2 aus Streptomyces aureofaciens CATCC 
10762["] wenig realistisch. Vielmehr hat die Kristallstruktur- 
analyse im aktiven Zentrum des Enzyms eine ,,katalytische 
Triade" Ser-His-Asp nachgewiesen, was zu der Frage fuhrte, wie 
diese Triade, die ublicherweise die Hydrolyse von Ester- und 
Amidbindungen katalysiert,["] die Aktivierung/Umsetzung 
von H20,  katalysieren kann. Wir beschreiben hier erstens unse- 
re Versuche zur praparativen Verwendung der Chloroperoxida- 
sen aus Pseudomonas pyrrocinia und Streptomyces aureofaciens 
als Oxidationskatalysatoren und zweitens Experimente zur Kla- 
rung des Katalysemechanismus sowie die daraus abgeleitete 
mechanistische Hypothese, die die experimentellen Befunde zu 
erklaren vermag. 

Die Ergebnisse unserer Versuche zur Oxidationskatalyse mit 
CPO-P und CPO-T sind folgende: a) Halogenhydrinbildung : 
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In Gegenwart von Wasserstoffperoxid und Bromid wurden Sty- 
rol, (E)-p-Methylstyrol und 1,2-Dihydronaphthalin rasch und 
quantitativ umgesetzt. Als Produkte wurden durch Vergleich 
rnit authentischen Proben die zu erwartenden Bromhydrine 
identifiziert, z. B. 2-Brom-1 -phenylethanol im Fall von Styrol. 
Bemerkenswert ist, darj samtliche Bromhydrine als racemische 
Gemische entstanden. Die analoge Bildung von Chlorhydrinen 
gelang nicht. b) Epoxidierung von Olefinen: Weder CPO-P 
noch CPO-T katalysierte die Epoxidierung von Olefinen rnit 
H,O, , unabhangig davon, ob elektronenreiche (Styrol, 1,2-Di- 
hydronaphthalin) oder elektronenarme Substrate ((E)-Croton-, 
(E)-Zimtsaure, 2-Cyclohexenon, 2-Isopropylidencyclopenta- 
non) eingesetzt wurden. c) Oxidation von Thioethern: Mit 
CPO-P und CPO-T konnten Thioether wie Methyl-, Ethyl- und 
Octylphenylsulfid quantitativ in die entsprehenden Sulfoxide 
uberfiihrt werden. Auch diese Sulfoxidation ergab vollstgndig 
racemische Produkte. d) Oxidation von Anilinderivaten: 2-, 3- 
und 4-Chloranilin wurden in Gegenwart von CPO-P oder CPO- 
T und Wasserstoffperoxid glatt zum jeweiligen Chlornitroben- 
zol umgesetzt. 

Die Bildung racemischer Produkte spricht nicht fur eine Um- 
setzung der Substrate im aktiven Zentrum des Enzyms, sondern 
deutet auf eine diffusible, achirale oxidierende Spezies hin. 
CPO-P und CPO-T sind nur in Acetat- oder Propionatpuffer 
aktiv, nicht jedoch z. B. in Phosphatpuffer. Die Abhangigkeit 
der Aktivitat von der Pufferkonzentration zeigt eine Sattigungs- 
charakteristik (nicht abgebildet) . Die Vermutung lag nahe, daR 
im aktiven Zentrum von CPO-P und CPO-T in Wirklichkeit 
nicht die Halogenidoxidation katalysiert wird, sondern eine 
Gleichgewichtseinstellung zwischen Wasserstoffperoxid und 
Peracetat (Perpropionat). Wie bereits erwahnt, befindet sich im 
aktiven Zentrum des Enzyms die katalytische Triade der Serin- 
Esterasen. Wie in Schema 1 gezeigt, ist die Esterhydrolyse 
(obere Gleichung von links nach rechts) der Reaktion einer 

Schema 1. Vergleich der Estcrhydrolyse rnit der Reaktion eincr Carbonsaure rnit 
H,O*. 

Carbonsaure rnit H,O, 
(untere Gleichung von 1 rechts nach links) sehr 
ahnlich. Daraus lieDe sich 

H202 $sir ~H cHf H20 folgern, daR Persaure in 
sehr geringer stationarer 
Konzentration in Losung 

Ser vorliegen sollte und -1 Thioether zu Sulfoxiden 
sowie Bromid zu Brom 

?l==-=/ oxidieren konnte, das sei- 
/ \ nerseits die Halogenhy- 

Sulfoxid drinbildung bewirken Olefin' Bromhydrin 
Amin Nitroverbindung wurde. Analog wie bei der 

2-Chlor- 2-Brom-2-chlor- Esterhydrolyse sollte die 
dimedon Hydroxygruppe des ,,ka- dimedon' 

termediar acyliert werden 

lich findet sich in der Kri- 

Thioether 

Schema 2 .  Postulierter Mechanismus der talytischen" Serinrests in- 
Katalyse durch mctallfreie Haloperoxida- 
sen. Die Umsetzungcn der rnit Stern ge- 
kennzeichncten Substanzen erfordern die (Schema 2, .I1 21 Tatsach- 
Gegenwart von Bromid. 

stallstruktur der (aus Acetatpuffer kristallisierten) Haloper- 
oxidase aus Streptomyces aureofaciens in der Nahe dieser 
Hydroxygruppe zusatzliche Elektronendichte, die als Acetatrest 
interpretiert wurde.[l 

Die Annahme, daR enzymkatalysiert Peressigsaure als diffusi- 
ble oxidierende Spezies entsteht, wird durch folgende Befunde 
zusatzlich gestiitzt : a) Inkubation von CPO-T rnit H,O, in Ace- 
tatpuffer und anschlierjende Ultrafiltration ergaben ein protein- 
freies Filtrat, das in 
Gegenwart von Bro- 
mid eine positive Mo- 

0'75 0.65 f ,% 
nochlordimedon-Re- ' &A 

aktion b) Oxidationsreaktio- zeigt (Abb. 1). 1 0.55 1 .\ 
nen (Halogenhydrin- 0.45 
bildung, Sulfoxida- 
tion), die mit 

AA 

'A a 
4 0.35 - 

CPO-P/CPO-T und 0.25 ~ ~ - + .  ~~ - ~ - ~  ~ , 

H,O, bewirkt werden 0 100 200 300 
konnten, gelangen ge- 
nauso mit verdunnter 

tls - 
peressigsgure. ~i~~~~ Abb. 1. Monochiordimedon-Assay in Acetat- 

puffer in Gcgenwart von NaBr rnit a) CPO-T 
gehorte die in und H,O, und b) protemfrciem Ultrafiltrat 
Gleichung (2) gezeig- 

fur Peroxidasen. Es 
ist bekannt, darj Persauren Bromid zu Brom ~xidieren[ '~] und 
darj letzteres die Umsetzung 1 -+ 2 und die Halogenhydrinbil- 
dung aus Olefinen in wlRrigem Milieu bewirkt. c) Durch ver- 
dunnte Peressigsaure wurden unter den angewendeten Reak- 
tionsbedingungen Olefine nicht direkt epoxidiert (siehe oben) . 
d) In Gegenwart von H,O,/Chlorid lie0 sich rnit den Enzymen 
CPO-P und CPO-T keine Dichlordimedonbildung errei- 
chen.r5. 61 Dies gelang auch rnit Peressigsaure in Gegenwart von 
Chlorid nicht. e) Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) ist ein 
bekannter Inhibitor fur Serin-Proteasen und -Esterasen; seine 
Wirkung beruht auf der Sulfonierung der Serin-Hydroxygruppe 
im aktiven Z e n t r ~ m . ~ ' ~ ]  PMSF inhibierte auch durch CPO-P 
und CPO-T katalysierte Oxidationen. Abbildung 2 zeigt exem- 
plarisch die von der Inkubationszeit abhangige Inhibierung des 
Enzyms CPO-T bezuglich der Monochlordimedon-Reaktion 
[Gl. (2)]. Offensichtlich ist die irreversible Inhibierung durch 
PMSF in Wasser wesentlich schneller als in Acetatpuffer." 51 

Dies erklHrt sich aus der kompetitiven Hemmung der Reaktion 

nach Inkubdtion van-CPO-T rnit H,O, in Acc- 
te Nachweisreaktion tatpuffer. E = Extinktion. 

2o i 
10 i -_ I-. 

. .--~-+-, 

0 50 100 150 
t h i n  - 

Abb. 2. Zeitabhangigkeit der Inhibierung dcr Oxidationsaktivitit von CPO-T 
durch PMSF in Wasscr und in Natriumacctat-Puffer. o Kontrolle CPO-T/Wasser, 

Kontrolle CPO-Tipuffer, + Inhibierung CPO-T/Wasser, A Inhibierung CPO-T/ 
Puffer. t = Inkubationszeit, A = relative Aktivitlt. 
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zwischen PMSF und Serin-Hydroxygruppe im aktiven Zentrum 
durch Acetat. 

Versuche, die gebildete Peressigsaure aul3er durch ihr Reakti- 
vitatsprofil auch direkt rnit spektroskopischen Methoden nach- 
zuweisen, scheiterten bislang an ihrer geringen Gleichgewichts- 
konzentration neben groBen Mengen Wasser und Acetat. Vor 
diesem Hintergrund hielten wir es fur sinnvoll, die enzymkataly- 
sierte Gleichgewichtseinstellung ausgehend von Peressigsuure 
nachzuweisen (zweite Gleichung in Schema 1 von links nach 
rechts). Dies ist uns gelungen: Wird eine ca. 30 mM Losung von 
Peressigsaure in 1 M Acetatpuffer (pH 5.5) nach Ansauern auf 
pH 1 mit Ether extrahiert, so kann im Extrakt durch hochauflo- 
sende CI-Massenspektrometrie eindeutig Peressigsaure nachge- 
wiesen werden. Wird die gleiche Losung rnit CPO-T versetzt, so 
ist bereits nach wenigen Minuten Inkubationszeit im analog 
erhaltenen Etherextrakt massenspektrometrisch keine Per- 
essigsaure mehr nachweisbar ! In einem Kontrollexperiment mit 
einer aquivalenten Menge Trypsin statt CPO-T nimmt uber 
Stunden die Peressigsaurekonzentration nicht mel3bar ab. 

Unsere mechanistische Hypothese impliziert, dal3 die Halo- 
peroxidasen CPO-P und CPO-T auch Esterase-Aktivitat zeigen 
sollten. Wir haben diese Annahme mit 4-Nitrophenylacetat als 
Substrat bestatigt: Bei 20 "C und pH 5.5 erfolgte rasche Hydro- 
lyse, wahrend ohne Enzym keine Umsetzung nachweisbar war. 
Die gefundene Hydrolyse-Aktivitat ist in Einklang rnit der Ka- 
tegorisierung der rontgenstrukturanalytisch untersuchten Bro- 
moperoxidase aus Streptomyces als cc/P-Hydrolase.[' Ahnlich 
wie die irreversible Inhibierung der Enzymaktivitat durch 
PMSF (siehe oben) verlauft die Umsetzung von 4-Nitrophe- 
nylacetat in Acetatpuffern hoherer Konzentration langsamer als 
in solchen niedrigerer Konzentration. Beispielsweise sinkt die 
Umsatzgeschwindigkeit beim Wechsel von 0.05 M auf 0.5 M auf 
ca. 1/4. Naturlich wird auch die Hydrolyse-Aktivitat von CPO- 
P und CPO-T durch PMSF inhibiert. 

Wenn bei CPO-P und CPO-T die katalytische Triade die 
Gleichgewichtseinstellung zwischen Acetat/H,O, und Per- 
essigsaure katalysiert, sollten andere Serin-Esterasen das even- 
tuell auch konnen.[16] Wir haben diese Vermutung anhand von 
Chymotrypsin, Trypsin, Elastase, der alkalischen Protease aus 
Streptomyces griseus und der Acetylcholin-Esterase aus Torpedo 
californica iiberpruft. Wahrend die ersten vier Enzyme im Mo- 
nochlordimedontest [GI. (2)] inaktiv sind (vgl. auch das Mas- 
senspektrometrie-Experiment oben), ist die Acetylcholin- 
Esterase ahnlich aktiv wie CPO-T, wird allerdings durch H,O, 
rasch irreversibel desaktiviert. 

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daI3 die Oxidations- 
aktivitat der metallfreien bakteriellen Haloperoxidasen CPO-P 
und CPO-T in Wirklichkeit auf eine ungewohnliche Hydrolase- 
Reaktion zuruckzufuhren ist : die Erzeugung von Peressigsaure 
aus Acetat und Wasserstoffperoxid (Schemata 1 und 2). Fur die 
In-situ-Aktivierung von Wasserstoffperoxid durch Persaurebil- 
dung steht damit neben den Lipasen["] ein weiteres enzymati- 
sches System zur Verfugung. 

Exper imen telles 

Allgemeines: Die Chloroperoxidase aus Sfrepfomyces aureofaciens Tii24 (CPO-T) 
wurde aus pHM621-haltigem S. lividans, CPO-P aus Pseudomonas pyrrocinia aus 
pHW321-haltigem E. coli gewonnen [18,19]. Chymotrypsin, Trypsin, Elastase und 
Acetylcholin-Esterase aus Torpedo californica wurden von Sigma bezogen, die alka- 
lische Protease von ICN. n-Octylphenylsulfid sowie samtliche Sulfoxide wurden 
nach Literaturvorschriften hergestellt [20,21], Die Produkte wurden anhand 
authentischer Proben identifiziert. 
Enzymkatalysierte Oxidationen (typische Experimente): Standardtest auf Halo- 
peroxidase-Aktivitat ndch Hewson und Hager [7] rnit Monochlordimedon (44 p ~ ) ,  
H,O, (7.2 mM), NaBr (82 mM) in 1 M Acetatpuffer (pH 5.5),25"C (wurde auch bei 
den im Text angegebenen Serin-Hydrolasen angewendet) : Die Reaktion wurde 

durch Zusatz des Enzyms gestartet und photometrisch bei 1 = 290 nm verfolgt. Zur 
Analyse der Losung auf enzymatisch erzeugtes, niedermolekulares Oxidans wurden 
CPO-T und H,O, im Acetatpuffer 30 min inkubiert und anschlieBend das Enzym 
durch Ultrafiltration (Centricon-10, Amicon) entfernt. Vom Filtrat wurden 500 pL 
zu 500 pL einer Losung von Monochlordimedon (88 JIM) und NaBr (164 mM) in 
1.0 M Acetatpuffer (pH 5.5) gegeben und die Reaktion photometrisch verfolgt. 
Bromhydrinbildung: 3.0 mL 1 M Natriumacetatpuffer (pH 4.0), 0.5 mL 1,4-Dio- 
xan, 0.5 mL tert-Butylalkohol, 1.0mL 1 M NaBr, 150pL H,O, (30%) und 
100 pmol des Olefins wurden durch Ultraschallbehandlung (10 s) homogenisiert. 
Die Reaktion wurde durch Zusatz von 4 u (bzgl. Monochlordimedon-Reaktion, 
siehe oben) CPO-P oder CPO-T gestartet und bei 50 "C ausgefiihrt (3 h). Extraktion 
mit 5 mL Ether (60 s Ultraschall), GC-, GC/MS-Analyse. Kontrollversuche wurden 
in gleicher Weise ohne Zusatz von Enzym ausgefiihrt. Epoxidierung von Olefinen: 
Ausfiihrung wie bei der Bromhydrinbildung beschrieben, jedoch ohne NaBr; unter 
diesen Bedingungen kein Olefinumsatz. Oxidation von Thioethern: 4.0 mL 1 M 
Natriumacetatpuffer (pH 5 . 9 ,  1.0 mL 1,4-Dioxan, 150 pL H,O, (30%) und 
100 pmol des Thioethers wurden durch Ultraschallbehandlung (10 s) homogeni- 
siert. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 8 u (bzgl. Monochlordimedon-Reak- 
tion, siehe oben) CPO-P oder CPO-T gestartet und bei 22°C ausgefiihrt (2 h). 
Extraktion rnit 5 mL Ether (60 s Ultraschall), GC-, GC/MS- bzw. HPLC-Analyse 
(n-Octylphenylsulfid). Kontrollversuche in gleicher Weise ohne Zusatz von Enzym. 
Aminoxidation: 78 p~ 2-, 3- oder 4-Chloranilin, 44.4 p~ H,O,, 1 M Natriumacetat 
(pH 4.5). Die Reaktion wurde durch Zusatz von 0.5 u (hzgl. Monochlordimedou- 
Reaktion, siehe oben) CPO-P oder CPO-T zu 1 mL der Mischung gestartet und hei 
30 "C ausgefiihrt (3-Chloranilin: 30 min, 2-, 4-Chloranilin: 50 min). Produktidenti- 
fizierung durch HPLC-Coinjektion. 
Oxidationen mit Peressigsaure: Statt H,O, und Enzym wurde unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen Peressigsaure eingesetzt (200 pmol CH,CO,H statt 150 pmol 
H,O,), Im Monochlordimedon-Assay (siehe oben) wurde Peressigsaure 72 p~ (statt 
7200 p~ H,O,) verwendet. 
Massenspektrometrischer Nachweis des Peressigsaureumsatzes durch CPO-T : Sek- 
torfeld-Massenspektrometer Jeol JMS-700, hochaufgelostes CI-MS rnit Isobutan 
als Reaktantgas, Positiv-Ionen-Modus, Auflosung R = 8000, 5-10 Scans der Be- 
schleunigungsspannung akkumuliert (m/r 56-90, 8 s Cycluszeit), Quasimolekiilion 
[ M  + HI+ (ber. fur C,H,O,: 77.0239, gef.: 77.0261), interne Massenkalibrierung 
auf Reaktantgas- und Losungsmittelionen. Aliquote (2.5 mL) einer 31 mM Losung 
von Peressigsaure in 1 M Natriumacetat (pH 5.5) wurden a) mit 5.5 mg (ca. 50 u) 
CPO-T versetzt und 10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, b) rnit 5.5 mg 
Trypsin versetzt und 1 h bei RT inkubiert, c) ohne Enzymzusatz bei RT aufbewahrt. 
AnschlieBend wurde mit H,SO, auf pH 1 angesauert, mit 1 mL Ether extrahiert, der 
Extrakt im N,-Strom auf ca. 50 pL eingeengt und dem Massenspektrometer iiher 
das ReferenzeinlaBystem zugefiihrt. Wahrend bei den Ansatzen (h) und (c) die 
Peressigsaure eindeutig und in etwa gleicher Intensitat nachweisbar war, konnte sie 
im Extrakt aus (a) nicht mehr nachgewiesen werden. AuBerdem hatten die Ansatze 
(b) und (c) den typisch beiBenden Geruch der Persaure, wahrend dieser bei (a) schon 
kurz nach der Enzymzugabe verschwunden war. 
Hydrolase-Aktivitat (typische Experimente): Die Enzyme wurden zu einer Losung 
von 0.1 pmolp-Nitrophenylacetat in 2.0 mL 1 M Natriumacetatpuffer (pH 5.5) und 
10 pL tert-Butylalkohol gegeben. Die Reaktion wurde anhand der Extinktionszu- 
nahme bei i. = 317 nm verfolgt. 
Inbibierungsexperimente: In einem typischen Experiment wurden 0.04 u CPO-T 
(bzgl. Monochlordimedon-Reaktion, siehe ohen) in 500 pL Wasser oder Natrium- 
acetatpuffer (pH 5.5, unterschiedliche Konzentrationen) mit einer Losung von 
4 pmol PMSF in 20 pL tert-Butylalkohol bei 50°C versetzt. Die verbliebene enzy- 
matische Aktivitat wurde nach verschiedenen Inkuhationszeiten wie heschrieben 
ermittelt. 
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Rotaxansynthese durch kurzes Zusammen- 
schmelzen von Rad und Achse 
Mirko Handel, Marcus Plevoets, Sven Gestermann und 
Fritz Vogtle* 

Professor Sigrid D. Peyerimhoff zum 60. Geburtstag gewidmet 

Vor zwei Jahren haben wir die ersten Rotaxane des Amidtyps 
durch Kniipfung von Amidbindungen in der Achse in Gegen- 
wart des Rads hergestellt."] Die verwendeten (Triphenylme- 
thyl-)Sperrgruppen waren so voluminos, daB Rader vom Typ 
lrzl nicht von der Achse herabgleiten konnten. Wir suchten nun 
nach Moglichkeiten, einen derartigen Makromonocyclus auf 
die vollstandig gebildete Achse aufzufadeln, wie es bei anderen 
Rotaxantypen iiber einen ,,Slipping"-ProzeB ~ta t t f inde t .~~ '  So 
gelang uns die erste Synthese von Amidrotaxanen 2 aus den 
vorgefertigten Rad- und Achsenkomponenten durch einfaches, 
etwa einminiitiges Zusammenschmelzen. 

Um Amidrotaxane auf diese Weise synthetisieren zu konnen 
(Schema l), miissen die Verhaltnisse von Raumbedarf des Stop- 
pers und Innendurchmesser des Rads so aufeinander abge- 
stimmt werden, daD das Rad bei hoherer Temperatur iiber die 
Sperrgruppen hinweg auf die Achse auffadeln kann; bei niedri- 
ger Temperatur sollte die Barriere fur das ,,Abfadeln" aber so 
hoch sein, daB eine stabile mechanische Bindung vorliegt. Eine 
Synthese via Slipping iiber die Triphenylmethyl-Sperrgruppen 
hinweg schien uns allerdings nicht erfolgversprechend, da selbst 
bei mehrtagigem Erhitzen von entsprechenden Rotaxanen bei 
100 "C in Tetrachlorethan kein Abgleiten des Rads von der Ach- 
se und damit eine Zerlegung in die Bestandteile festzustellen 

[*I Dr. M. Handel, Dipl.-Chem. M. Plevoets, Dipl.-Chem. S. Gestermann, 
Prof. Dr. F. Vogtle 
Institut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitat 
Gerhard-Domagk-StraOe 1, D-53121 Bonn 
Telefax: Int. + 228/735662 
E-mail: voegtle@snchemiel .chemie.uni-bonn.de 

a: R = H, X = CO 
b: R = C(CH3)3, X = 
C :  R = H. X = SO 2 

co 

.......... .......... ............ ......... .:-J .......... ............ .......... = Q 
............ ........... ............ ............ ............ 

8 :  /-J ........... ........ ...... = Q 
............ ........... ........... ............ .y : ;sE< = ........... ........... ............ ............. 0 8  ......... 

Schema 1. Synthese von Amidrotaxanen 2 aus den vorgefertigten Rad- und Ach- 
senkomponenten. 

war.[41 Um ein Auffadeln zu ermoglichen, synthetisierten wir 
daher die Achsen 3 mit etwas kleineren Di-tert-butylbenzol- 
Stoppern, die in Kalottenmodellen leichter durch den Hohl- 
raum von Radern wie 1 hindur~hpassen.[~] Versuche, Tetralacta- 
me wie 1 durch Erhitzen in hochsiedenden Losungsmitteln 
(Tetrachlorethan) auf die Achse 3a  aufzufadeln, waren aller- 
dings nicht erfolgreich: Die Ausgangssubstanzen 1 a und 3a 
wurden groBtenteils zuriickerhalten, das Rotaxan 2 a a konnte 
nicht nachgewiesen werden. 

Es schien uns daher sinnvoll, in der Schmelze statt in Losung 
zu arbeiten, da hier hohere Konzentrationen vorliegen und ho- 
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