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dafiir ist die Cholesterin-Biosynthese, in deren Verlauf das
offenkettige Polyen Squalenoxid in einer einzigen chemischen
Reaktion, die durch das Enzym Lanosterin-Synthase kataly-
siert wird, zum tetracyclischen Produkt Lanosterin cyclisiert
wird (Schema 1 A).2) Mehr als ein Drittel der Kohlenstoff-
atome durchlduft Verdnderungen des Bindungs- und/oder

(5)-2,3-Oxidosqualen

Lanosterin

1 LG = OSO3CgH4NHCOCH;

Lo
L\IN:J\Q}/
-0 0

LGM = CH,CONHCgHsNHCO(CH,)3CO, ™

T

2

5

Schema 1. A) Die Cyclisierungsreaktion, die durch die Lanosterin-Syn-
thase katalysiert wird. Die Lanosterinringe sind gema8 der gebriuchlichen
Nomenklatur fiir Steroide bezeichnet. B) Die Polyencyclisierungsreaktion,
die durch den Antikorper HAS-19A4 katalysiert wird, fiihrt zum trans-
Decalingeriist, das zu den Ringen A und B von Lanosterin analog ist.
LGM = Abgangsgruppen-Analogon (leaving group mimic) mit einem
Linker zum Tragerprotein. Weitere Einzelheiten siehe Text.

Hybridisierungszustandes wihrend der Cyclisierungskaskade,
bei der ein Produkt mit sieben prizise konfigurierten
Chiralititszentren entsteht. Es ist bemerkenswert, dafl nur
eines von 128 moglichen Stereoisomeren entsteht; eine
Schliisselrolle der Cyclase ist es also, die strukturelle und
stereochemische Prézision der Cyclisierungsreaktion zu ver-
mitteln. Diese Prézision ist eine charakteristische Eigenschaft
der meisten Terpenoid-Cyclasen, die fiir die Biosynthese von
zahlreichen Naturstoffen in allen Lebensformen sorgen.
Obwohl man aus vor kurzem verdffentlichten Rontgen-
strukturanalysen von Terpenoid-Cyclasen auf eine unabhin-
gige Entwicklung von zwei Cyclaseklassen schlieBen kann,
weisen die Enzyme beider Klassen konvergente Struktur-
merkmale auf, die fiir die Katalyse von Bedeutung sind.”! Die
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hohlraumférmigen aktiven Zentren sind stets tief in a-
helicale Superstrukturen eingebettet, wo zahlreiche hydro-
phobe Reste die Abschirmung des linearen Polyensubstrats
vom Losungsmittel unterstiitzen und eine Matrize bilden, die
eine einheitliche Substratkonformation und die fiir die
Cyclisierung notwendigen stereochemischen Verhiltnisse
erzwingt. Auflerdem gibt es in jedem der aktiven Zentren
aromatische Reste, die dazu dienen, alle carbokationischen
Zwischenprodukte der Cyclisierung (und die entsprechenden
Ubergangszustinde) durch Kation-n-Elektronen-Wechsel-
wirkungen zu stabilisieren.[¥! Zusétzliche polare Aminoséu-
rereste in allen aktiven Zentren sind wahrscheinlich an der
elektrostatischen Stabilisierung beteiligt und dirigieren die
Regiochemie der Deprotonierungs- und/oder Protonierungs-
schritte, die fiir den Cyclisierungsmechanismus notwendig
sind. Strukturverwandtschaften innerhalb jeder Klasse der
Terpenoid-Cyclasen deuten auf eine frithe Divergenz beziig-
lich der urspriinglichen Vorldufer der Klasse I und Klasse 11
wihrend der Evolution der Terpenoid-Biosynthesewege
hin.®! Durch die geschickte Weiterentwicklung der urspriing-
lichen Terpenoid-Cyclase wurde die Diversitdt der moglichen
Produkte maximiert, die aus einem minimalen Polyensub-
strat-Pool entstehen konnen.

Die Verwendung katalytischer AntikorperP! eroffnet eine
alternative Moglichkeit, die Diversitidt der Cyclisierungspro-
dukte ausgehend von einem Polyensubstrat zu maximieren.
Dabei ist es von Bedeutung, daf3 katalytische Antikorper mit
Cyclaseaktivitdt nicht auf wenige, natiirlich vorkommende
Polyensubstrate beschrinkt sind, so daf die potentielle
Diversitét ihrer Produkte sogar grof3er ist als die von natiirlich
vorkommenden Terpenoid-Cyclasen. Bislang sind mehrere
Antikorper hergestellt worden, die kationische Cyclisierungs-
reaktionen katalysieren,® und vor allem katalysiert einer
davon eine Cyclisierungsreaktion, die
der von Terpenoid-Cyclasen #hnelt:["]
Der Antikorper HAS-19A4 katalysiert
die kationische Tandemcyclisierung des
Polyensubstrats 1 zum an der Briicke
methylierten  frans-Decalingeriist 2
(Schema 1B). Dieses bicyclische Pro-
dukt ist den Ringen A und B des
Steroidgeriists von Lanosterin analog,
das durch Cyclisierung von Squalenoxid
entsteht (Schema 1A). Die Geschwin-
digkeitskonstante der Antikorper-kata-
lysierten Reaktion (k. =0.021 min~!)!
kommt dem katalytischen Umsatz vieler
Terpenoid-Cyclasen nahe; die absolute
Geschwindigkeitserhohung gegeniiber
der nichtkatalysierten Reaktion ist, ge-
nau wie fiir eine Terpenoid-Cyclase,
unmeBbar gro. Der Antikérper HAS-
19A4 wurde gegen das Hapten 5 gebil-
det, das teilweise die produktive Sessel-
Sessel-Konformation nachahmt, die fiir
die Polyencyclisierung zum trans-Deca-
lin erforderlich ist (Schema 1B). Als Teil
einer Strategie des ,,Koderns und Aus-
tauschens* (,,bait-and-switch“; das spe-
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zifisch entworfene Hapten ist der Koder, der spiter im
aktiven Zentrum des Antikorpers durch das Substrat ersetzt
wird)[®*l wurde beim Entwurf des Haptens auch ein N-Oxid-
rest eingefiigt, der den verstirkten Einbau funktioneller
Gruppen, die die Abspaltung der Abgangsgruppe erleichtern
sollten, in die Bindungsstelle des Antikorpers bewirken sollte.

Wir haben die Struktur des Fab-Fragmentes des katalyti-
schen Antikorpers HAS-19A4 im Komplex mit Hapten §
durch eine Rontgenstrukturanalyse bestimmt. Die Struktur
des Komplexes belegt, daf3 das bicyclische Hapten tief im
Inneren der Antikorper-Bindungsstelle eingebettet ist und
daB durch intermolekulare Wechselwirkungen kritische struk-
turelle Einfliisse auf den Mechanismus der Polyencyclisierung
entstehen (Abbildung 1). Die Bindungsstelle des Antikorpers

Abbildung 1. Oben: C,-Riickgrat der variablen Region des Fab-Fragments mit einer Darstellung des
gebundenen Haptens.?! V| = variabler Teil der leichten Kette, Vy; = variabler Teil der schweren Kette
des Antikorperfragments. Unten: Stereoansicht der Omit-Elektronendichtekarte des Haptens
(Konturhohe 3.40); zahlreiche aromatische Reste befinden sich um das Hapten herum und bilden
eine hochkomplementire Umgebung. Wegen der Ubersichtlichkeit der Darstellung ist nur ein Teil des
Abgangsgruppen-Analogons (LGM =leaving group mimic) gezeigt. Eine Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen dem Sauerstoffatom des N-Oxidrestes und Asn'33* (cyanfarbene gestrichelte Linie)
deutet die wahrscheinliche Rolle dieses Restes bei der Initiierung der Abspaltung der Abgangsgruppe
wihrend der Katalyse an. Die Buchstaben H und L vor den Aminosdurenummern zeigen die
Zugehorigkeit des jeweiligen Restes zur schweren bzw. leichten Kette des Antikorperfragments an.
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ist hydrophob und enthilt zahlreiche aromatische Reste in
enger Nachbarschaft zum Hapten und dessen Linker. Zu-
sammen mit den aliphatischen Resten in der Bindungsstelle
des Antikorpers bilden sie eine Tasche, die hochkomplemen-
tir zum gebundenen Hapten ist. In Ubereinstimmung mit den
Theorien, die dem Entwurf des Haptens zugrundeliegen,!”!
dient der katalytische Antikorper als prézise Matrize fiir die
Katalyse: Das aktive Zentrum hat eine spezifische Form,
durch die das Polyensubstrat in einer produktiven Sessel-
Sessel-Konformation gebunden wird, aus der heraus die
Reaktion entlang der Reaktionskoordinate unter Bildung
einer Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung fortschreitet, sobald
die Bildung des Carbokations erfolgt ist (Abbildung 2). Dies
erniedrigt die konformationsbedingte Entropiebarriere fiir die
Katalysel” und beschleunigt die Polyencyclisierungsreaktion.

v ag

Abbildung 2. Modell des in der produktiven Sessel-Sessel-Konformation
gebundenen Polyensubstrates 1 (lila), das anhand der Struktur des
Komplexes aus Fab und 5 erstellt wurde; die Reaktionskoordinaten der
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungsbildung sind durch rote gestrichelte
Linien angezeigt.?!l Ausgewihlte aromatische Reste sind dargestellt, die
zur Bildung der Matrize fiir die Substratbindung im aktiven Zentrum
beitragen. AuBerdem ist der Rest Asn'®# dargestellt, von dem ange-
nommen wird, da8 er daran beteiligt ist, die Abspaltung der Abgangs-
gruppe (LG =leaving group) auszulsen, indem er eine Wasserstoffbriik-
kenbindung mit der Sulfonatgruppe des Substrates bildet (griine gestri-
chelte Linie; zur besseren Ubersicht ist die Abgangsgruppe als einfacher
violetter Kreis dargestellt).

Das Vorhandensein von Wasserstoffbriickenbindungen im
Komplex aus Fab und dem Hapten 5 bedeutet die erste
Bestitigung fiir die ,,Bait-and-switch“-Strategie beim Ent-
wurf des Haptens. Dies hebt einen subtilen, aber dennoch
wichtigen Punkt hervor: Das Hapten kann nicht nur Struktur-
eigenschaften haben, die fiir den Ubergangszustand wihrend
der Katalyse erwartet werden, es kann auch zuséitzliche
funktionelle Gruppen enthalten, die in der Bindungsstelle des
Antikorpers den Einbau entsprechender komplementirer
funktioneller Gruppen bewirken, die dann an einem be-
stimmten Teilschritt der Katalyse beteiligt sind. Die Seiten-
kette von Asn™4 ist Donor in einer Wasserstoffbriickenbin-
dung zum negativ geladenen Sauerstoffatom des N-Oxid-
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restes, und das positiv geladene Stickstoffatom des N-Oxid-
restes (das zum C1l-Atom des Substrates isoster ist) geht mit
den n-Elektronenwolken von Trp™' und Tyr*® und, in
geringerem Umfang, von Tyr™ eine Wechselwirkung ein
(Abbildung 3a). Daher wird die anfingliche Bildung des

Abbildung 3. Vergleich des katalytischen Antikorpers HAS5-19A4 mit
Polyen-Cyclaseaktivitit, der ein Faltungsmuster aus S-Faltblittern ein-
nimmt (A), und der Pentalenen-Synthase, die ein Faltungsmuster aus a-
Helices einnimmt (B).?! In beiden Modellen fiir den Enzym-Substrat-
Komplex sind die Reaktionskoordinaten der Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Bindungsbildung durch gestrichelte lilafarbene Linien angedeutet, die
Abgangsgruppen sind durch violette Kreise symbolisiert. Die Abspaltung
der Sulfonat-Abgangsgruppe des Polyens 1 scheint zum Teil durch die
Wasserstoffbriickenbindung mit Asn"®A im Kkatalytischen Antikorper
ausgelost zu werden (A); die Metallkoordination 16st die Abspaltung der
Diphosphat-Abgangsgruppe von Farnesyldiphosphat bei der Pentalenen-
Synthasereaktion aus (B). Aromatische Reste im aktiven Zentrum jeder
Cyclase stabilisieren die Stellen, an denen positive Ladungen entstehen,
durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den aromatischen n-Elek-
tronenwolken (rote gestrichelte Linien). Weitere aromatische Reste in
jedem aktiven Zentrum sind Bestandteil der Matrize der Bindungsstelle,
die die Einnahme der produktiven Konformation des flexiblen Poly-
ensubstrats bei der Bindung erzwingt.
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Schema 2. Nach dem Mechanismus der Cyclisierung des Polyens 1, die durch den Antikérper HAS5-19A4 katalysiert wird, entstehen die trans-Decalin-

Regioisomere 2a—c als Hauptprodukte. Weitere Einzelheiten siehe Text.

Carbokations durch mindestens eine Wasserstoffbriickenbin-
dung mit der austretenden Sulfonatgruppe und durch die
elektrostatische Stabilisierung der entstehenden positiven
Ladung am Cl-Atom durch aromatische n-Elektronenwol-
ken ausgelost. Durch den konzertierten Angriff der -
Bindung zwischen C5 und C6 wird eine nennenswerte Bildung
eines energetisch ungiinstigen, primiren Carbeniumions an
C1 vermieden und statt dessen der sechsgliedrige Ring A des
trans-Decalins gebildet, wobei ein Zwischenprodukt mit
einem bevorzugten tertidren Carbeniumion an C5 entsteht
(Schema 2).I" Dabei ist bemerkenswert, daB die m-Elektro-
nenwolken von Tyr™¢, Trp™! und, in geringerem MaB, von
Tyr™* fiir eine optimale elektrostatische Stabilisierung des
C5-Carbokations richtig orientiert sind (Abbildung 3a). Die-
se Reaktionsfolge ist dem ersten Schritt des Mechanismus
der Lanosterin-Synthase analog, bei dem die Bildung des
Ringes A von Lanosterin gleichzeitig mit der Offnung des
Epoxidrings von Squalenoxid verlduft.l"!

Der néchste Schritt im Cyclasemechanismus des katalyti-
schen Antikorpers ist der Angriff der C9-C10-n-Bindung auf
das intermedidre tertidire Carbeniumion an C5 unter Bildung
des Ringes B des trans-Decalins. Die Identifizierung der in
geringen Mengen gebildeten Nebenprodukte 3a—c und 4a, b,
die durch einen unvollsténdigen Schlufl von Ring B entstehen
(Schema 2),[! lassen vermuten, daB dieser Schritt nicht
gleichzeitig mit der Bildung von Ring A abléduft. Dies stimmt
mit dem Mechanismus der Cyclisierung bei tetracyclischen
Triterpenen iiberein.’! Beim RingschluB von Ring B entsteht
ein Zwischenprodukt mit einem tertidren Carbeniumion an
C9, und aus der Struktur des Komplexes zwischen Fab und §
148t sich ableiten, daB} die Anordnung der n-Elektronenwol-
ken von Tyr™* und Trp"'® dazu geeignet ist, das Carbokation
an C9 zu stabilisieren (Abbildung 3a). Die Tatsache, daB bei
der kationischen Tandemcyclisierung nur das trans-Decalin-
geriist 2 entsteht, deutet darauf hin, daB der Antikorper
effektiv als Chaperon (Faltungshelfer) fungiert, das die Kon-
formationen von Substrat und Zwischenprodukt wihrend der
Cyclisierungskaskade so kontrolliert, dal ein Produkt mit
einer einzigartigen und vorherbestimmten Konfiguration
entsteht. Es ist faszinierend, daf eine solch ausgedehnte
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Konstellation aromatischer Reste im aktiven Zentrum in
geeigneter Weise orientiert ist, um die entstehenden positiven
Ladungen an den Kohlenstoffatomen 1, 5 und 9 des Poly-
ensubstrates elektrostatisch zu stabilisieren (Abbildung 3 a).
Neben den aromatischen Resten, die direkt mit diesen
Substratatomen wechselwirken, gibt es weitere aromatische
Reste am Rand des aktiven Zentrums, die moglicherweise zu
einer schwachen Stabilisierung der carbokationischen Inter-
mediate iiber grofere Entfernung beitragen. Die Stabilisie-
rung von carbokationischen Zwischenstufen durch Punktla-
dungen ist eine bekannte Strategie zur Beschleunigung von
Polyencyclisierungsreaktionen.'!l Die Stabilisierung durch
zahlreiche Partialladungen sollte solche Reaktionen ebenfalls
beschleunigen, was fiir natiirlich vorkommende Terpenoid-
Cyclasen auch postuliert wurde.” So haben also die ,,un-
natiirlich entstandene®“ Antikorpercyclase und die aus der
natiirlichen Evolution hervorgegangenen Terpenoid-Cyclasen
zu identischen Strategien konvergiert, um mit Carbokationen
in komplexen Cyclisierungsreaktionen umgehen und sie
manipulieren zu konnen.

Eine carbokationische Cyclisierungskaskade wird durch die
Addition eines Nucleophils (z. B. des Losungsmittels) oder die
Eliminierung eines Protons beendet. Als Teil der ,,Bait-and-
switch“-Strategie zum Entwurf des Haptens wurde in das
Hapten 5 ein Oxiranrest eingebaut, um Antikorper mit
solchen Resten im aktiven Zentrum zu erhalten, die ei-
nen von zwei moglichen Terminationswegen erleichtern
sollten:1?l a) Das Epoxid-Sauerstoffatom konnte den Einbau
eines polaren Restes bewirken, der durch Wechselwirkung
mit einem Wassermolekiil zur Umwandlung des C9-Carbo-
kations in einen Alkohol fithren wiirde; b) der dreigliedri-
ge Epoxidring fixiert den Ring B des Haptens in einer
Halbsessel-Konformation, die die Eliminierung von Pro-
tonen aus dem C9-Carbokation begiinstigen konnte, wobei
olefinische Produkte mit der entsprechenden Halbsessel-
Konformation von Ring B entstehen wiirden. Der zweite
Terminationsweg ist begiinstigt, denn man erhélt iiberwie-
gend olefinische Produkte.[? Bei der Analyse dieser olefini-
schen Produkte wurde jedoch ein Gemisch der drei moglichen
Eliminierungsprodukte identifiziert (die eng verwandten,
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regioisomeren trans-Decaline 2a—c), deren Mengenverhilt-
nisse ihren angenommenen thermodynamischen Stabilitidten
entsprachen (Schema 2).! Aus der Fab-Struktur ist ersicht-
lich, daB es keine katalytische Base gibt, die die regiochemi-
schen Verhiltnisse dieses letzten Eliminierungsschritts so
dirigieren konnte, dafl ausschlieBlich eines dieser Olefine
gebildet wird.

Das Fehlen eines geeigneten basischen Restes in Fab HAS-
19A4, der die carbokationische Cyclisierungskaskade been-
den konnte, erinnert an die Triterpen-Cyclase Squalen-
Hopen-Cyclase aus Alicyclobacillus acidocaldarius, die die
pentacyclischen Produkte Hopen (90 %, entsteht durch Pro-
toneneliminierung) und Hopan-22-ol (10%, entsteht durch
Addition eines Nucleophils aus dem Losungsmittel) syn-
thetisiert.'¥ Wie beim katalytischen Antikdrper hat auch bei
der Squalen-Hopen-Cyclase das Fehlen einer geeigneten
katalytischen Base die Entstehung eines Produktgemischs
zur Folge. Man sollte allerdings berticksichtigen, daf3 andere
Terpenoid-Cyclasen wie die Pentalenen-Synthase oder die
epi-Aristolochen-Synthase im aktiven Zentrum Reste enthal-
ten, die offenbar die Regiochemie der Protoneniibertragungs-
schritte steuern,?! so da3 solche Reste wahrscheinlich auch in
jedes andere aktive Zentrum von Cyclasen eingefiigt werden
konnen — entweder auf natiirlichem Wege oder durch Protein-
Engineering.

Insgesamt ist es lehrreich, die allgemeinen Merkmale der
konvergenten Evolution in den aktiven Zentren des kataly-
tischen Antikorpers mit Cyclaseaktivitiat, HAS-19A4, und der
Pentalenen-Synthase,P! einer bakteriellen Terpenoid-Cyclase,
zu vergleichen (Abbildung 3). Jede Cyclase weist eine signi-
fikant andere Proteinfaltung auf: Der Antikérper nimmt das
aus fS-Faltbldttern bestehende Faltungsmuster eines Immun-
globulins ein, die Terpenoid-Cyclase nimmt eine a-helicale
Konformation ein. Jedoch hat jede Cyclase einen tiefen,
hydrophoben Hohlraum, der das aktive Zentrum bildet; er
wird von mehreren Schleifen flankiert, die die hochreaktiven
carbokationischen Zwischenprodukte vom Losungsmittel ab-
schirmen. AuBlerdem enthélt jede Cyclase zahlreiche aroma-
tische Reste, die nicht nur eine Matrize bilden, um die
produktive Konformation eines flexiblen Polyensubstrates zu
binden, sondern mit ihren mn-Elektronenwolken auch die
carbokationischen Zwischenprodukte elektrostatisch stabili-
sieren. Dies ist eine sehr effiziente chemische Strategie fiir die
Katalyse:™ Die elektrostatische Stabilisierung kann ohne die
Gefahr erreicht werden, daf das Carbokation abgefangen und
der Proteinkatalysator blockiert wird, wie dies fiir ein
polareres Atom im Protein der Fall wire. Bemerkenswert
ist, daB fiir die Entwicklung dieser mechanistischen Strategie
bei der natiirlich vorkommenden Terpenoid-Cyclase Millio-
nen von Jahren notwendig waren, wiahrend der katalytische
Antikorper dies innerhalb von Wochen erreichte - die
Beschleunigung der konvergenten Evolution unterstreicht
den Vorteil der Verwendung katalytischer Antikorper. Die
weitere Erforschung und Optimierung des katalytischen
Antikorpers HAS-19A4 verspricht neue Erkenntnisse
iiber carbokationische Cyclisierungsreaktionen mit diversen
Polyensubstraten zur Herstellung neuer Produktgruppen, die
weit liber das hinausgehen, was mit natiirlich vorkommenden
Terpenoid-Cyclasen erreicht werden kann.
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Experimentelles

Das Fab-Fragment HAS5-19A4 wurde durch die Spaltung des Immun-
globulins IgG HAS-19A4 mit Papain (Pierce Nr. 44885) nach einer
Standardvorschrift hergestellt. Der Antikorper selbst wurde nach einer
Standard-Hybridomatechnik gewonnen, die in den Hintergrundinforma-
tionen von Hasserodt et al.l’l beschrieben ist. Zur Sequenzbestimmung
wurde die Gesamt-RNA von 1 x 107 Hybridomazellen mit Tri-Reagens
nach Angaben des Herstellers (Molecular Research Center, Cincinnati,
Ohio) prépariert. Die reverse Transkription und die PCR-Amplifikation
der leichten Kette und der Fd-Fragment-Sequenzen wurden wie in Lit. [14]
beschrieben durchgefiihrt. Das 5-Ende der Fd-Fragment-Sequenz wurde
unter Verwendung des Primers 5-GAYGTNCARCTCGAGGAGTCAG-
GACCT-3' amplifiziert. Die Fragmente mit den Sequenzen fiir die leichte
Kette und den Fd-Teil wurden mit den Restriktionsendonucleasen Sacl/
Xbalbzw. Xho1/Spel geschnitten und in den Phagemid-Vektor pComb3H
ligiert.') Nach Elektrotransformation in E.-coli-XL1-Blue-Zellen wurden
nach Induktion der Proteinexpression mit Isopropyl-3-p-thiogalactopyra-
nosid Klone zufillig ausgewihlt.') Fab-Fragmente, die spezifisch fiir das
HAS-BSA-Antigen sind, wurden durch einen ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) mit Anti-Maus-F(ab’),-Antikérpern aus Ziege
(Pierce) als sekunddrem Antikorper nachgewiesen, die mit alkalischer
Phosphatase markiert waren. Die Plasmid-DNA aus ELISA-positiven
Klonen wurde sequenziert, um die Sequenzen der leichten Kette und des
Fd-Fragments zu bestimmen.

Kristalle des Komplexes aus HA5-19A4-Fab und 5 wurden erhalten, indem
5 uL Proteinlosung (11.4 mgmL-! Fab, 10 mm CdCl,, 10 mm 5, 50 mm
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), pH 7.0) mit 5 pL Féllungspuffer
(30% (w/v) Polyethylenglycol (M, =6000), 100 mm 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl]ethansulfonsdure (HEPES), pH 7.9) in einem héngenden
Tropfen tiber einem Reservoir von 1 mL Féllungspuffer bei Raumtempe-
ratur 4quilibriert wurden. Innerhalb von drei Tagen erschienen kleine
rechteckige Platten. Diese Kristalle beugten Rontgenstrahlen bis zu einer
Aufldsung von 2.7 A (93.5% Vollstindigkeit, Riperge = 0.088). Kristallab-
messungen 0.6 x 0.1 x 0.05 mm?, Raumgruppe C2, a=101.3, =703, c=
96.9 A, p=114.2°, ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Die
Struktur wurde mit der Methode des molekularen Ersatzes aufgeklart,
indem die Atomkoordinaten von Fab D2.3!'7l zur Konstruktion eines
Polyalanin-Modells fiir die Berechnung der Rotations- und Translations-
funktionen mit dem Programm AmoRe!'8! benutzt wurden. Verfeinerung
und Neubau des Modells wurden mit den Programmen X-PLOR!! und
O durchgefiihrt; die Verfeinerung konvergierte stetig bis zu einem
kristallographischen R-Faktor von R=0.165 (Ry..=0.257). Zwei Cd**-
Bindungstellen wurden identifiziert: eine zwischen Glu*'*” und Glu"?"* und
eine zweite zwischen Asp™'” und Glu®' von symmetrieverwandten
Molekiilen im Kristallgitter. Das endgiiltige Modell weist ausgezeichnete
stereochemische Parameter auf (Root-mean-square(rms)-Abweichungen
von den idealen Bindungslingen und -winkeln 0.011 A bzw. 1.7°). Im
Ramachandran-Diagramm liegen 318 Reste im am meisten bevorzugten,
49 Reste im zusétzlich erlaubten und 3 Reste im nur bedingt erlaubten
Bereich der Riickgratkonformationen; nur 4 Reste liegen im Bereich
verbotener Riickgratkonformationen, und sie befinden sich in schlecht
aufgelosten Schleifenregionen. Die Atomkoordinaten des Komplexes aus
Fab und 5 wurden in der Protein Data Bank, Brookhaven National
Laboratory, USA (http://www2.ebi.ac.uk/pdb), unter der Codenummer
1CFS8 hinterlegt.
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Ein neuer Weg zu Intercalaten aus
Vanadiumpentoxid und Pyridinen:
(4-H,N-C;H;NH) V,05%*

Yongkui Shan, Rui H. Huang und Songping D. Huang*

Intercalationsschichtverbindungen werden zunehmend stér-
ker untersucht, da sie vielfach verwendet werden: in wieder-
aufladbaren Batterien, bei der heterogenen Katalyse und in
Ionenaustauschern.['! Besonders interessant sind aus Schicht-
strukturen bestehende Wirtverbindungen, in die organische
Gastverbindungen eingeschoben werden, um organisch-anor-
ganische Kompositmaterialien mit definierten Stochiome-
trien und Strukturen zu erhalten.”” Solche Materialien
konnten Hybrideigenschaften haben, die synergistisch aus
den Eigenschaften von Wirt und Gast folgen.? ® Pyridin und
seine Derivate sind die fiir Einlagerungen in Schichtverbin-
dungen am intensivsten untersuchten organischen Lewis-Basen.
Unter den Wirtmaterialien sind Ubergangsmetalldichalkoge-
nide,*! Metallphosphortrisulfide,'”) Metalloxide!'" '] und Me-
tallphosphate.[? 13l

Der konventionelle Weg zur Einlagerung von Molekiilen
in Schichtverbindungen ist die direkte Reaktion zwischen
Gast und Wirt.l'l Derartige heterogene Reaktionen fiihren
normalerweise zu unzureichend kristallinen Produkten. Als
Folge davon lassen sich genaue Informationen iiber die
Anordnung der organischen Molekiile in den Zwischen-
schichtrdumen kaum erhalten. So wurden auf der Grundlage
von Rontgenpulverdiagrammen teilweise sich widersprechen-
de Strukturmodelle fiir dieselben Wirt-Gast-Systeme postu-
liert.'! Vor kurzem wurde gezeigt, daB die Hydrothermal-
synthese eine Moglichkeit ist, Intercalationsverbindungen,
die auf organischen Verbindungen basieren, leichter herzu-
stellen und zu kristallisieren.['” Beispielsweise wurden a- und
B-(enH,),sV,05 (en = Ethylendiamin)®! sowie (DABCOH,)-
V0., (DABCO = 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)['"] hydrother-
mal hergestellt und durch Einkristallstrukturanalysen charak-
terisiert.

Wir interessieren uns fiir die Synthese neuartiger mikro-
pords-mesoporodser Kompositmaterialien, wobei wir Schicht-
verbindungen und kleine intercalierende Molekiile (z.B.
Pyridine, Alkylamine und Alkalimetallionen) in Fliissigkri-
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