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[9] Wenn die Reaktionstemperatur auf —110°C gesenkt wurde, wurden
71 % ee und 37 % chemische Ausbeute erzielt.

[10] T. F. Bates, M. T. Clarke, R. D. Thomas, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110,
5109-5112.

[11] Bei der Umsetzung von 1 nur mit /BuLi in Diethylether unter den
gleichen Bedingungen wurde 2 nicht erhalten. Hingegen lieferte die
Reaktion in THF 2 in 70 % Ausbeute.

[12] Zur Chemie von RLi/R'OLi-Komplexen siche: P. Caubetre, Chem.
Rev. 1993, 93,2317 -2334.

[13] Wir fanden, daB das separat vorgemischte rBuLi/Lithium-Alkoxid von
2 nicht reaktiv genug ist, um die Umlagerung zu induzieren.

[14] Die Umlagerung von 4 und 6b mit 10 Mol-% 3 fiihrte zu 53 % ee
(56 %) bzw. 54 % ee (35%).

[15] Die Enantiomereniiberschiisse wurden durch 'H-NMR-Analysen der
(S)-MTPA-Ester bestimmt. Die absoluten Konfigurationen der aus 4
und 5 erhaltenen Hauptenantiomere wurden nicht bestimmt. Die (R)-
Konfiguration von 7a wurde durch Uberfiihrung in das bekannte (R)-
Methyl-a-benzylmandelat bestimmt: [a]y =-13.5 (¢c=120 in
CHCl;) (65% ee); Literaturwert: [a]® =—32.4 (c=3.4 in CHCL):
H. R. Sullivan, J. R. Beck, A. Pohland, J. Org. Chem. 1963, 28, 2381 —
2385.

Erweiterung des Repertoires von katalytischen
Antikorpern mit Aldolaseaktivitat durch
Kombination von reaktiver Inmunisierung und
Ubergangszustandstheorie: neue Enantio- und
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Die Aldolreaktion ist eine Reaktion zur Bildung von C-C-
Bindungen, die fiir die Praxis der organischen Syntheseche-
mie von groBer Bedetung ist.'l Wegen ihrer Niitzlichkeit
wurden groBe Anstrengungen in die Entwicklung katalyti-
scher enantioselektiver Varianten dieser Reaktion gesteckt.
Katalytische enantioselektive Aldolreaktionen werden ge-
wohnlich mit zuvor hergestellten Enolaten und chiralen
Ubergangsmetallkatalysatoren'?<! oder mit natiirlich vor-
kommenden Aldolasen?™! durchgefiihrt. Die Enantioselek-
tivitidt von durch Ubergangsmetalle katalysierten Aldolreak-
tionen 148t sich ohne weiteres durch Austausch des chiralen
Liganden, der den stereochemischen Verlauf der Reaktion
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steuert, umkehren. Ein allgemeiner Ansatz zur Umkehrung
der Enantioselektivitit ist jedoch mit Enzymen nicht méglich.
Um das Problem der Herstellung von Aldolasen de novo
anzugehen, entwickelten wir die Strategie der reaktiven
Immunisierung. Hierbei verwendeten wir -Diketon-Hapte-
ne, um Antikorpern einen chemischen Mechanismus ,,ein-
zuprogrammieren“, der dem von natiirlichen Aldolasen der
Klasse I analog ist.’?l Die Chemie dieser Enzymklasse beruht
auf einem einzigartigen chemisch reaktiven Lysinrest, der fiir
den kovalenten Mechanismus dieser Katalysatoren essentiell
ist.

In unserem urspriinglichen Modell verwendeten wir die -
Diketongruppe des Haptens 1 als reaktives Immunogen zum
»Abfangen“ eines chemisch reaktiven Lysinrests im aktiven
Zentrum eines Antikorpers. Ein Abfangen durch Bildung
einer kovalenten Bindung wurde durch intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen erleichtert, die ein Enaminon
im aktiven Zentrum des Antikorpers stabilisieren. Der zu
dem stabilisierten Enaminon fithrende chemische Mechanis-
mus sollte mit dem von Aldolasen der Klasse I in diesem
Bereich der Reaktionskoordinate iibereinstimmen. Da der
Mechanismus beziiglich des Ubergangszustands, in dem die
C-C-Bindung gebildet wird, symmetrisch ist, konnte mit
diesem Ansatz der mehrstufige Reaktionsmechanismus in
Antikorper einprogrammiert werden.**d Die hierbei erhal-
tenen wirksamen katalytischen Antikérper ab38C2 (Aldrich)
und ab33F12 (ab = antibody) katalysieren eine Vielzahl von
enantioselektiven Aldolreaktionen und Retro-Aldolreaktio-
nen.’l Wir berichten hier iiber unsere Bemiihungen, das
Repertoire an Katalysatoren fiir diese Reaktion zu erweitern,
und dabei insbesondere nach Antikérpern mit Antipoden-
reaktivitdt zu suchen. Bei dieser Suche testeten wir das
Potential eines neuen Konzepts des Haptendesigns, um eine
effizientere Programmierung der Reaktion zu erreichen.

Fiir diese Zwecke wurde das fS-Diketosulfon-Hapten 2
entworfen und synthetisiert. Eine deutliche Einschrinkung
unseres urspriinglichen Haptenmodells (1) besteht darin, daf
es die tetraedrische Geometrie des Ubergangszustands beim
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geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der C-C-Bindungsbil-
dung nicht beriicksichtigt.’® 4 Das Hapten 2 hat diese Ein-
schrankung nicht und enthilt Merkmale der Methode der
Verwendung von Ubergangszustandsanaloga, die fiir so viele
Reaktionen erfolgreich war,” sowie die -Diketongruppe, die
fiir die Strategie der reaktiven Immunisierung entscheidend
ist. Die Tetraedergeometrie der Sulfoneinheit im Hapten 2
ahmt den tetraedrischen Ubergangszustand beim Schritt der
C-C-Bindungsbildung nach und sollte daher einen nucleo-
philen Angriff der Enaminon-Zwischenstufe auf den Alde-
hyd-Acceptor erleichtern (Schema 1).
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Schema 1. Mechanismus der durch Antikorper katalysierten Aldolreak-
tion und reaktive Immunisierung mit 2 zur Herstellung neuer Aldolase-
Antikorper. Ab = Antikorper.

Maiuse wurden mit dem Hapten 2 immunisiert, das an das
Tragerprotein KLH (keyhole limpet hemocyanin; Hdmocya-
nin der Schliisselloch-Napfschnecke Megathura crenulata)
gekoppelt war, und es wurden 17 monoklonale Antikorper
hergestellt und gereinigt.?*! Alle Antikérper wurden zunéichst
auf ihre Fidhigkeit untersucht, mit 24-Pentandion unter
Bildung eines stabilen, kovalent gebundenen Enaminons
reagieren zu konnen.’J Neun Antikérper, 85A2, 85C7,
92F9, 93F3, 84G3, 84G11, 84H9, 85H6 und 90G8, wiesen
nach Inkubation mit 2.4-Pentandion das charakteristische
Enaminon-Absorptionsmaximum bei 316 nm im UV-Spek-
trum auf. Alle Antikorper wurden dann mit den fluoreszie-
renden und UV-aktiven Substraten fiir die Retro-Aldolreak-
tion (££)-3% bzw. (£)-4P1 getestet. Nur mit Antikdrpern, bei
denen mit 2,4-Pentandion eine Enaminonbildung stattgefun-
den hatte, lieB sich eine katalytische Wirkung nachweisen. Bei
der Untersuchung der Féhigkeit der Antikorper, die Aldol-
addition von Aceton an 3-(4-Acetamidophenyl)propanal 12
und 4-Isobutyramidobenzaldehyd 13 zu katalysieren, wurden
die gleichen Katalysatoren identifiziert. Alle durch Anti-
korper katalysierten Aldolreaktionen und Retro-Aldolreak-
tionen verliefen nach einer Michaelis-Menten-Kinetik und
wurden durch Zugabe einer stochiometrischen Menge von
2,4-Pentandion gehemmt. Diese Ergebnisse sind mit einem
kovalenten katalytischen Mechanismus konsistent, an dem
eine reaktive Aminogruppe in diesen Antikorpern beteiligt
ist.’l Die Zahl der unter Verwendung dieses Haptens herge-
stellten Katalysatoren, 9 von 17, ist deutlich groBer als bei
unseren fritheren Untersuchungen mit dem Hapten 1, bei
denen nur 2 von 20 Antikdrpern katalytisch aktiv waren.!

Fiir einen Vergleich dieser Antikérper mit dem im Handel
erhiltlichen Aldolase-Antikorper 38C2 wurden mehrere
Aldol- und Retro-Aldolreaktionen ausgewdihlt. Die Anti-
korper 93F3 und 84G3 wurden bei diesen Untersuchungen
detailliert charakterisiert.

Um die Anwendungsbreite in der Synthese sowie die
Enantioselektivitdt dieser Antikdrper zu bestimmen, unter-
suchten wir ihren Einsatz bei der kinetischen Racematspal-
tung von S-Hydroxyketonen. Die racemischen Aldole 3-7
wurden mit ab93F3 oder ab84G3 (0.2-0.4 Mol-%) in waBri-
gem Puffer wie bereits fiir ab38C2 beschriebenl! inkubiert.
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Die HPLC-Analyse zeigte, daB3 die Retro-Aldolreaktion bei
jeweils etwa 50% Umsatz zum Stillstand kam, was belegte,
dal der Antikorper hoch enantioselektiv war. Die nicht
umgesetzten Aldole wurden wiedergewonnen und mit HPLC
an chiraler Phase untersucht. Der Vergleich der Ergebnisse
mit denen der Untersuchung enantiomerenangereicherter
Referenzverbindungen” zeigte, daB der Katalysator hoch
enantioselektiv war und die wiedergewonnenen (S)-Aldole
mit ee-Werten von typischerweise iiber 96 % lieferte (Ta-
belle 1). Da der Antikorper 38C2 die entsprechenden (R)-
Aldole durch kinetische Racematspaltung liefert, stellt
ab93F3 aufgrund seiner Antipodenreaktivitit dessen Gegen-
stiick dar. Die Untersuchung mit ab84G3 ergab eine dhnliche
Enantioselektivitit wie die von ab93F3.%!

Tabelle 1. Antikorper-katalysierte kinetische Racematspaltung durch Re-
tro-Aldolreaktion.

Produktl® Umsatz [%] ee[%)]
OH O
(93 50 9oy
MeO
OH O
Q\M (S)-4 50 g7lal
(HsC)oN
OH O
g (S)-5 52 > 9glac]
N
\KLH
OH O
mM (5)6 50 961
H;CO
OH O
()7 50 > 991°)

[a] Der Antikorper 93F3 wurde verwendet. Die absoluten Konfigurationen
wurden durch Vergleich der Aldol-Produkte mit denen aus ab38C2-
katalysierten Reaktionen zugeordnet. [b] Antikorper 84G3 wurde ver-
wendet.

Wir untersuchten dann die Katalyse der Umsetzung von
Aceton mit den vier Aldehyden 12, 13, 4-Nitrobenzaldehyd
und 4-Nitrozimtsdurealdehyd zu den Aldolen 5, 8, 9 bzw. 10
(Tabelle 2). Die Analyse mit HPLC an chiraler Phase zeigte,
daf die Enantioselektivitdt von durch ab93F3 und ab84G3
katalysierten Aldoladditionen substratabhingig ist. Die Al-
dole (R)-5, (R)-9 und (R)-10 werden mit beiden Katalysato-
ren in praktisch enantiomerenreiner Form erhalten, wihrend
die Enantioselektivitdt bei der Synthese von (S)-8 maBig ist
(69 % ee mit ab93F3 (Tabelle 2) oder 54 % mit ab84G3). Die
mit diesen Katalysatoren erzielten ee-Werte sind dhnlich den
bei Verwendung von ab38C2 erhaltenen Werten, wobei
jedoch die Enantioselektivitat umgekehrt ist.

Um die Diastereoselektivitit von ab93F3 zu priifen, unter-
suchten wir die Umsetzung von 3-Pentanon zum Aldol 11. In
diesem Fall wurde mit ab93F3 syn-11 als Hauptprodukt
erhalten. Die vom Antikorper 93F3 katalysierte Reaktion
wies Diastereo- und Enantioselektivititen auf, die sich von
den mit ab38C2 erhaltenen unterscheiden. Der Antikorper
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Tabelle 2. Durch den Antikorper 93F3 katalysierte Aldolreaktionen.

Produkt ee [%]

OH O
Q O/\)\ (R)-5 >99%
N
\’/ILH
OH O
o) O/M (5)-8 69%
/ILN
H

R)-9 95%

OH O
OzN/@/\/”\
OH 0

O/M (R)-10 98 %

O,N
OH O
o - ) 90%

)LNO/\/\:)‘\/ (SR-11 (syn:anti=95:5)

H

[a] Die absoluten Konfigurationen wurden anhand der asymmetrischen
Synthese der Aldole zugeordnet.”]

93F3 liefert 11 mit 90% de (syn-a-Isomer) und 90 % ee,
wihrend die Verwendung von ab38C2 zu 11 mit 62 % de (anti-
Isomer) und 59 % ee fiihrt.

Um die Anwendungsbreite der durch diese Antikorper
katalysierten Reaktionen zu testen, untersuchten wir ver-
schiedene Ketone als Aldol-Donorsubstrate in der Umset-
zung mit dem Aldehyd 14. Vorldufige Ergebnisse zeigen, daf3
neben Aceton und 3-Pentanon auch die sieben Ketone
2-Butanon, 3-Methyl-2-butanon, 2-Pentanon, Cyclopentanon,
Cyclohexanon, Hydroxyaceton und Fluoraceton als Substrate
geeignet sind. Die getesteten Antikorper weisen daher auch
die charakteristische groSe Anwendungsbreite auf, die wir
zuvor fiir ab38C2 bestimmt hatten.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Kinetik von drei
Retro-Aldolreaktionen und einer Aldoladdition sind in Ta-
belle 3 angegeben. Die Katalyseeffizienzll von ab93F3 und

Tabelle 3. Kinetische Parameter fiir Antikorper-katalysierte Aldolreaktionen
und Retro-Aldolreaktionen.

Substrat Antikorper ke, &) Ky B0 ko lknead™ (Ko K hgnead®
[min™]  [uM]

(£)-3 93F3 2.65 15 2.7 x 10° 1.8 x 101
84G3 3.5 23 3.6 x 10° 1.6 x 10"
38C2I0 1.0 14 1.0 x 10° 7.1 x 101

(£)-7 93F3 43.3 6.5 4.9 x 107 7.4 x 102
84G3 46.8 10.3 5.2 x107 5.0 x 102
38C2 0.053 29.5 5.8 x 10* 2.0 x 10°

(Rt)-16 93F3 69.6 2.6 1.9 x 108 7.4 %108
84G3 814 4.2 23 %108 5.4 x 108

12 + Aceton 93F3 33x103 34 1.5 x10° 44 x10°
84G3 27 x103 29 12 x10° 4.1 x10°
38C20%l 6.7x107% 17 2.9 x10* 1.7 x 10°

[a] Die Daten fiir (£)-7 und (R)-16 wurden in Phosphatpuffer bei pH 7.7
gemessen, die anderen Daten wurden in phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(PBS) bei pH 7.4 gemessen. [b] Pro aktivem Zentrum des Antikorpers. k., und
K\, wurden durch nichtlineare Regressionsanalyse mit dem Programm Grafit aus
den experimentellen Daten erhalten. [c] Fiir Aldolreaktionen: Einheit m. [d] Fiir
Retro-Aldolreaktionen: Einheit m~.

ab84G3 iibersteigt die von ab38C2 in den meisten der un-
tersuchten Fille (siche Hintergrundinformationen fiir weitere
Beispiele). Bei der Aldolreaktion von 3-Pentanon mit 12 zu
(5,R)-11 wird eine dreifache Steigerung der Katalyseeffizienz
beobachtet. Diese allgemeine Tendenz einer Zunahme der
Wirksamkeit ist mit der Feststellung konsistent, dafl das
Einbeziehen des Konzepts des Ubergangszustandsanalogons
beim Entwurf des Haptens zu einer erhohten katalytischen
Wirksambkeit fiithrt. Dieser Effekt ist besonders bei Substrat 7
ausgeprigt, bei dem eine 1000fache Zunahme der Effizienz
gegeniiber der von ab38C2 katalysierten Reaktion beobachtet
wird. Aufgrund des Erfolgs dieses OH O

Substrats synthetisierten wir das
Analogon 16. ~s OO
16

Da bei Racematspaltungen von
Aldolen mit Antikorpern das
nichtumgesetzte Enantiomer die Umsetzung des Enantio-
mers, das das Substrat fiir den Antikorper darstellt, hemmen
kann," isolierten wir (R)-16 durch HPLC an chiraler Phase.
Eine Untersuchung der Kinetik der Retro-Aldolisierung von
(R)-16 durch ab84G3 zeigte, daB (R)-16 vom Antikorper
duBerst schnell umgesetzt wurde (k. = 1.4 s7!). Eine Unter-
suchung der nichtkatalysierten Reaktion zeigte, da3 (R)-16
chemisch nicht reaktiver als das entsprechende Methoxyde-
rivat 7 war und dafl mit dem Antikorper eine Geschwindig-
keitserhohung k., /kyneae vOon 2.3 x 108 erreicht wurde. Die
Katalyseeffizienz! von ab84G3 fiir die Retro-Aldolisierung
des Aldols (R)-16 ist fast 1000fach hoher als die fiir andere
katalytische Antikorper berichteten Werte.*" %1 Die Kataly-
seeffizienz des Antikorpers fiir dieses Substrat (3.3 x
105 s~tm~1) 14Rt sich gut mit der Effizienz natiirlicher Muskel-
aldolase (4.9 x 10*s~'m~!) fiir die Retro-Aldolisierung von
deren Substrat Fructose-1,6-bisphosphat vergleichen.['!

Wir haben gezeigt, dafl die Kombination des Konzepts des
Ubergangszustandsanalogons und der reaktiven Immunisie-
rung beim Design eines Haptens zu Steigerungen sowohl bei
der Zahl der vom Immunsystem gebildeten Katalysatoren als
auch bei deren Wirksamkeit fiihren kann. Diese Strategie
fiihrte zur Charakterisierung der effizientesten katalytischen
Antikorper, die bisher hergestellt worden sind. Die Anti-
korper 93F3 und 84G3 katalysieren eine breite Vielfalt von
Aldolreaktionen mit ee-Werten von iiber 95 % in den meisten
Faillen. Bei Verwendung von Aceton als Aldol-Donorsubstrat
wird durch den Angriff auf der re-Seite des Aldehyds ein
neues stereogenes Zentrum gebildet. Somit wurde beziiglich
der Antipodenreaktivitdt das Gegenstiick von ab38C2 bei
Aldolreaktionen erhalten. Beide Enantiomere des Aldols
konnen durch Aldol- und Retro-Aldolreaktionen erhalten
werden. Diese Katalysatoren sollten den Zugang zu einer
groBen Vielzahl enantiomerenangereicherter Synthone mit
Anwendungsmoglichkeiten in der Naturstoffsynthese eroff-
nen.

Eingegangen am 29. April,
erginzte Fassung am 4. August 1999 [Z13339]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3738 —-3741

Stichworter: Aldolreaktionen - Asymmetrische Synthesen -
Enantiomerentrennung - Katalytische Antikorper - Retro-
Aldolreaktionen
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Schrittweise Replikation eines Analogons der
Trogerschen Base**

Braja G. Bag und Giinter von Kiedrowski*

Die molekulare Replikation ist das Herzstiick biologischer
Systeme. Auf der einfachsten Ebene bedeutet ,,molekulare
Replikation“ die Féahigkeit eines Molekiils, eine Kopie seiner
selbst herzustellen, wobei Informationen iiber die Konstitu-
tion weitergegeben werden. In den letzten Jahren wurde
dieses Phdnomen anhand verschiedener chemischer Modell-
systeme auf der Grundlage von Oligonucleotiden,! Pepti-
den? und anderen synthetischen supramolekularen Syste-
menP! mit dem Ziel untersucht, ein besserens Verstindnis fiir
die pribiotische Replikation zu erlangen.” Ein gemeinsames
Problem dieser templatvermittelten katalytischen Systeme,
unabhingig davon, ob sie autokatalytisch oder kreuzkataly-
tisch (cross-catalytic) sind, ist das durch Produktinhibierung
bedingte parabolische Wachstum. Erst kiirzlich berichteten
Luther et al. iiber eine schrittweise exponentielle Replikation
von Oligonucleotiden, die auf einem festen Trdger immobi-
lisiert waren.’l Wir berichten hier iiber ein neues Konzept zur
schrittweisen Replikation, das auf einem Analogon der
Troger’schen Base basiert und eine Makrocyclisierung sowie
die kovalente Anbindung eines Templats beinhaltet.

Die Troger’sche Base mit ihrer steifen, V-formigen Struktur
hat in den vergangenen Jahren gerade auf dem Gebiet der
supramolekulare Chemie groBes Interesse gefunden.’! Wir
erkannten, daB eine Thiol-Disulfid- Austauschreaktion!”! mit
der Bildung der Troger’schen Base verbunden werden kann.
Darauf basierend konnte ein neuartiges Replikationssystem
entwickelt werden.® Molecular-Modeling-Rechnungen un-
ter Verwendung des PCMODEL-Programms!®! ergaben, daf
die Synthese der ,dimeren“ Struktur des Makrocyclus 4
geometrisch moglich sein sollte (siche Schema 1). Als Tem-
plat wihlten wie die Verbindung 1, die im Unterschied zur
Troger’schen Base an den 2- und 8-Methylgruppen jeweil eine
Thiolgruppe aufweist. Die Reaktion von 1 mit 2 liefert iiber
eine Disulfidaustauschreaktion die Verbindung 3 (Schema 1).
Die intramolekulare Kondensation der beiden Anilineinhei-
ten in 3 fithrt zu 4 und die reduktive Spaltung der Disulfid-
briicken zu einem Replikat von 1 sowie zum Vorstufen-
Templat.

Die Synthese von 1 haben wir bereits publiziert.”’] Einen
indirekten Hinweis auf die Praktikabilitdt dieses Replika-
tionsschemas lieferte die Tatsache, dafl die Oxidation von 1
mit Iod" in einer hochverdiinnten THF-Losung als Haupt-
produkt 4 lieferte, das mittels HPLC nachgewiesen werden

[*] Prof. Dr. G. von Kiedrowski, Dr. B. G. Bag

Lehrstuhl fiir Organische Chemie I-Bioorganische Chemie der
Universitit
UniversitétsstraBe 150, D-44780 Bochum
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[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(SFB 452) und vom Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Wir
danken Rolf Breuckmann, Beate Materne und Klaus Korner fiir ihre
technische Hilfe.
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