HIGHLIGHTS

Biosynthese von Erythromycin

Von James Staunton*

Die Polyketide sind eine Gruppe von Naturstoffen sehr
unterschiedlicher Strukturen, die zumindest bei oberflachli-
cher Betrachtung keine auffallenden Gemeinsamkeiten ha-
ben. Typische Beispiele fiir einige Hauptklassen sind in Sche-
ma 1 wiedergegeben. Viele dieser Verbindungen sind von
groBem kommerziellem Interesse; z.B. werden Erythro-
mycin, Tetronasin und Oxytetracyclin als Antibiotica in der
Human- und Tiermedizin eingesetzt. Einem weiteren Poly-
ketid-Metaboliten, FK 506, gilt derzeit groBe Aufmerksam-
keit, da er als Immunsuppressivum nach Organtransplanta-
tionen wirken kann!**.,
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Schema 1. Typische Polyketid-Metabolite. 6-MSA = 6-Methylsalicylsdure.

Es wird angenommen, dal3 die Polyketide trotz ihrer ver-
schiedenen Strukturen hinsichtlich der Biosynthese ver-
wandt sind. zumindest was die Anfangsschritte der Synthese
betrifft, in denen das Gerist der Verbindungen aufgebaut
wird. Dieser Aufbau soll durch eine Variante des normalen
Fettsiure-Biosynthesecyclus erfolgen. In diesem Cyclus wird
die Fettsidurekette durch wiederholte Addition von zwei Me-
thylengruppen verlingert!!). Schema 2 zeigt eine typische
Reaktionssequenz, deren erster Schritt die Kondensation
von Acetat und Malonat ist, die unter CO,-Abspaltung zu
Acetylacetat fithrt. Die Schritte 2. 3 und 4 wandeln, einer
nicht ungewdéhnlichen Strategie folgend, die Ketocarbonyl-
in eine Methylengruppe um. Der so entstandene verlingerte
Acylrest geht dann erneut in den Cyclus ein, bis die endgtilti-
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ge Kettenldnge erreicht ist. Die wachsende Kette ist in allen
Phasen bis zur Freisetzung des Endprodukts iiber eine
Thioesterbindung an eine Protein-Thiolgruppe gebunden.
Das Enzymsystem fiir diese Synthese ist die Fettsdure-Syn-
thase (fatty acid synthase, FAS).
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Schema 2. Reaktionen und Enzyme der Fettsidure-Biosynthese. KS =
Ketoacyl-Synthase, KR = Keto-Reduktase, DH = Dehydratase, ER =

Enoyl-Reduktase, ACP = Acyl-Carrier-Protein, CoA = Coenzym A,

Bei fliichtiger Betrachtung erscheint es unwahrscheinlich,
daB die Polyketide von Schema 1 mit den einfachen Fettsiu-
ren verwandt sind, aber es gibt geniigend Belege fiir diesen
Vorschlag. Untersuchungen mit Mutanten fithrten zu wichti-
gen, wenn auch indirekten Hinweisen. Fehlt der Mutante
eines Polyketid-produzierenden Organismus die Fihigkeit,
eines der Enzyme flir die Biosynthese herzustellen, so rei-
chert sich die vorhergehende Zwischenstufe in ausreichenden
Mengen an, so daB sie isoliert und identifiziert werden kann.
Solche Experimente mit der Erythromycin-bildenden Spe-
zies Saccharopolyspora ervthraca (frither Streptomyces ery-
thraea) fithrten zur Identifizierung von mehreren im Spat-
stadium der Biosynthese entstehenden Zwischenstufen!?],
Diesen Verbindungen fehlen zwar einige Merkmale von Ery-
thromycin A, immerhin wurde dabei aber das makrocycli-
sche Lacton 6-Desoxyerythronolid B gefunden. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, daB die Biosynthese von
Erythromycin in zwei Phasen verlduft, die, wie in Schema 3
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Schema 3. Uberblick iiber den Biosyntheseweg von Erythromycin A.

gezeigt, durch die zentrale erste enzymfreie Zwischenstufe,
6-Desoxyerythronolid B, verkniipft sind. Obwohl diese Be-
funde nicht kldren, wie das Makrolidgeriist aufgebaut wird,
stiitzen sie die Vorstellung, daB3 die frithen Zwischenstufen
enzymgebunden bleiben und sich daher nicht in fiir den
Nachweis ausreichenden Mengen anreichern konnen. In
Analogie zum FAS-System sind die am Kettenaufbau der
Polyketid-Biosynthese beteiligten Enzyme zusammen als Po-
lyketid-Synthase (PKS) bekannt.

Die Struktur der vorgeschlagenen letzten an PKS gebun-
denen Zwischenstufe ist in Schema 3 fett hervorgehoben, um
zu unterstreichen, dal} diese eine Kohlenstoffkette mit end-
standiger Carboxygruppe enthilt und damit Ahnlichkeit mit
einfachen Fettsduren besteht. GroBere strukturelle Kom-
plexizitat erhilt die Antibioticum-Vorstufe durch Methyl-
gruppen und Sauerstoff-Substituenten. Es ist seit langem be-
kannt, daB diese beiden Strukturmerkmale leicht durch eine
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Schema 4. Vorgeschlagene Wirkungsweise der Erythromycin-PKS.
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Variation im Fettsdure-Biosynthesecyclus eingefiihrt werden
konnen. Die Verwendung von Propionat anstelle von Acetat
als Kettenstarter und von Methylmalonat anstelle von
Malonat fiir die kettenverldngernden Schritte in Schema 2
fithrt zu Methylverzweigungen. Hydroxy- oder Ketogrup-
pen konnten erhalten werden, wenn einige oder alle Schritte
ausgelassen werden, die normalerweise jede neue Keto- in
eine Methylengruppe umwandeln. Im Falle von 6-Desoxy-
erythronolid B wiirde die PKS-katalysierte Reaktionsse-
quenz in Schema 4 durchlaufen. Die fetten Pfeile deuten an,
wo Acylgruppen in mehrere Cyclen libertragen werden miis-
sen, um die geeignete Anzahl Sauerstoffunktionen fiir die
letzte enzymgebundene Zwischenstufe zu erhalten. Anschlie-
Bende Lactonisierung, moglicherweise durch die Kompo-
nente der PKS katalysiert, wiirde dann zur Freisetzung von
6-Desoxyerythronolid B fiihren. Dieses Schema wird durch
viele klassische Biosyntheseversuche mit einfachen Vorstu-
fen, die mit Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Sauerstoffiso-
topen markiert sind, gestiitzt, und neuere Einbauversuche
mit groferen Fragmenten, die den enzymgebundenen Zwi-
schenstufen entsprechen, haben weitere Erkenntnisse ge-
bracht!3),

Angeregt durch Fortschritte der Hopwood-Gruppe in
Norwich beim Studium der Genetik der Actinorhodin-Bio-
synthese konzentrieren sich jetzt viele mit der Polyketid-Bio-
synthese beschiftigte Arbeitsgruppen auf genetische Unter-
suchungen mit dem Ziel, die molekulare Grundlage des
Kettenaufbaus besser zu verstehen'®). Die Struktur von Acti-
norhodin leitet sich aus C,-Einheiten iiber die in Schema 5
gezeigte enzymgebundene Polyketid-Zwischenstufe ab. Da
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Schema 5. Vorgeschlagene Biosynthese von Actinorhodin.

die meisten Ketogruppen dieser Kette durch PKS nicht mo-
difiziert wurden, kénnten nachfolgende Cyclisierungs- und
Dehydratisierungsreaktionen die zweite gezeigte Zwischen-
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stufe gebildet haben. Der vorgeschlagene Reaktionsweg
fiithrt Gber weitere Oxidationsschritte unter Beteiligung an-
derer Enzyme zu Actinorhodin.

Viele Gene, die die an diesem Biosyntheseweg beteiligten
Proteine codieren, wurden inzwischen identifiziert. Beson-
ders interessant ist hierbei ein Satz von vier Genen fiir Prote-
ine, die eine starke Sequenzhomologie zu Proteinkomponen-
ten mehrerer Fettsdure-Synthasen aufweisen. Ein filinftes
Gen soll die den Aromatisierungsprozel3 steuernde Cyclase
codieren. Sehr wahrscheinlich sind diese Proteine die Be-
standteile der PKS. Allerdings sind die einzelnen Gene ge-
trennt, so dal} die zugehorigen Enzyme bei ihrer Bildung
nicht kovalent miteinander verkniipft sind. Die Actinorho-
din-PKS gleicht also vermutlich den FAS-Systemen der
meisten Bakterien insofern, als sie aus einem Satz dissoziier-
barer Enzyme besteht. Mehrere andere PKS-Gencluster, die
mit der Bildung aromatischer Polyacetatverbindungen in
Streptomyces-Arten in Zusammenhang gebracht werden,
zeigen eine dhnliche Anordnung!¥. Im Gegensatz dazu zeigt
die PKS fiir die Biosynthese von 6-Methylsalicylsdure (6-
MSA) einen dhnlichen Satz von Enzymaktivititen, jedoch
liegt nur ein grolies multifunktionelles Protein vor!®l. Die
aktive Form der PKS wird durch Aggregation von vier die-
ser multifunktionellen Proteine gebildet. Diese komplizierte
molekulare Architektur, die ihre Analoga beispielsweise in
den FAS-Systemen von Hefen, Sdugetieren und bestimmten
Bakterien hat, fihrt wahrscheinlich zu einem effizienteren
und moglicherweise robusteren Katalysator-Komplex. Bei
all diesen Polyacetat-PKS-Systemen gibt es nur jeweils ein
Gen fiir die Codierung einer katalytischen Aktivitdt im FAS-
Cyclus, was bedeutet, daBl individuelle aktive Zentren im
PKS-Komplex an aufeinanderfolgenden Cyclen der Ketten-
verldngerung beteiligt sind.

Der Durchbruch bei der Positionsbestimmung der Acti-
norhodin-PKS-Gene war der Anreiz fiir die Suche nach
PKS-Genen in anderen Organismen. So wurden auf Acti-
norhodin-Genen basierende Gensonden verwendet, um die
PKS-Gene zu mehreren aromatischen Polyacetat-Metaboli-
ten zu lokalisieren!®). Ein zweiter Ansatz, der ebenfalls auf
der bahnbrechenden Arbeit der Norwich-Gruppe beruht,
war bei den Erythromycin-Genen erfolgreich, obwohl sich
die Aufgabe als wesentlich umfangreicher erwies, als man
anfangs angenommen hatte!® 7!, Zunichst wurde das Gen
fiir die Erythromycinresistenz in den produzierenden Orga-
nismen lokalisiert. Unter der Annahme, dal3 die Gene fiir die
Biosynthese als Cluster in Nachbarschaft zum Resistenzgen
vorliegen — dies ist der Fall bei den Actinorhodin-Genen —,
wurde die ihm benachbarte DNA auf der Suche nach Genen
fiir Proteine des FAS-Typs sequenziert. Gestiitzt wurde diese
Annahme durch die Entdeckung einer Gruppe der Abbott-
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Laboratorien (Chicago). daf} die Mutationen, die die Syn-
these von 6-Desoxyerythronolid B verhindern, alle in der
Nihe des Resistenzgens lokalisiert werden konnten.

Schema 6 zeigt die Genstruktur der Enzyme fiir die Ery-
thromycin-Biosynthese. An beide Seiten des Resistenzgens
schlieflen sich Bereiche mit etwa 10000 DNA-Basenpaaren
(10 kbp) an, die Gene enthalten, von denen angenommen
wird, daf} sie Proteine codieren, die an Spitphasen des Reak-
tionswegs beteiligt sind, auf dem 6-Desoxyerythronolid B in
Erythromycin A umgewandelt wird. In Ubereinstimmung
damit entstanden durch Deletion einzelner Gene in diesen
Regionen mutierte Organismen, aus denen spite Zwischen-
stufen isoliert werden konnten.

In groBerem Abstand vom Resistenzgen deckte die Se-
quenzierung eine DNA-Region auf, die den bis dahin ver-
geblich gesuchten PKS-Gencluster enthdlt (Schema 6). Es
zeigte sich, daBl die Erythromycin-PKS wesentlich kompli-
zierter ist als diejenige, die an der Biosynthese von Actino-
rhodin und anderen aromatischen Polyacetatverbindungen
beteiligt ist. Den ersten Hinweis auf diese auBergewohnliche
Komplexitit lieferte die Entdeckung, daf3 es mehrere ver-
schiedene Gene gibt, die die gleichen Komponenten der PKS
codieren (z.B. gibt es mehr als ein Acyl-Carrier-Protein-
(ACP)-Gen). Dies ldf3t darauf schlieBen, daBl unterschiedli-
che Cyclen der Kettenverldngerung eventuell verschiedene
Versionen spezifischer Enzymkomponenten nutzen.

Vielleicht noch iiberraschender ist die komplexe Organisa-
tion der Enzymaktivititen. Dies zeigte sich erstmals, als eine
Gruppe aus Cambridge die vollstindige Sequenz eines offe-
nen Leserahmens (ein potentielles Gen) veroffentlichte, der
einen Teil der Erythromycin-PK S codiert!®!. Dieser auBeror-
dentlich groBe offene Leserahmen, der mehr als 10 kbp ent-
hélt, codiert ein einziges riesiges Protein mit einem Moleku-
largewicht von 332472 Da, das einzelne, mit bestimmten
FAS-Proteinen sequenzhomologe Segmente enthilt. Insge-
samt gibt es acht katalytische Aktivitaten, die - zusammen
mit einer Thioesterase — zwei verschiedenen fir die Ketten-
verlidngerung erforderlichen Enzymsitzen entsprechen.

Die vollstindige Sequenz der Erythromycin-PKS-Gene
wurde vor kurzem von Katz et al. von den Abbott-Laborato-
rien verdffentlicht!’l. Sie besteht aus drei groBen offenen
Leserahmen, von denen jeder ein grofles multifunktionelles
Protein codiert, das eine ausreichende Anzahl katalytisch
aktiver Zentren hat, um zwei Kettenverldngerungscyclen
durchzufithren. Demnach scheint es fiir jeden von der Ery-
thromycin-PKS katalysierten Schritt ein individuelles En-
zym zu geben. Die Aktivititen sind anscheinend in sechs
-Modulen* angeordnet, die alle aktive Zentren fiir einen
Kondensationsschritt enthalten. In fiinf dieser Module sind
auflerdem aktive Zentren vorhanden, die an der Umwand-
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Schema 6. Genkarten fiir die an der Erythromycin-Biosynthese beteiligten Enzyme.
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Schema 7. Die Erythromycin-Polyketid-Synthase (PKS): Primirorganisation der Gene und der entsprechenden Protein-
Kassetten. Intermediate der Kettenverldngerung sind exemplarisch angegeben; siche hierzu aber Text.

lung der Ketocarbonyl- in eine Methylengruppe im Fett-
sdure-Biosynthesecyclus beteiligt sind. Die Module sind fer-
ner paarweise verkniipft; fiir diese Paare schlage ich den
Ausdruck ,,Kassette vor. Drei dieser Kassetten arbeiten auf
nicht genau bekannte Weise zusammen und bilden die erste
enzymfreie Zwischenstufe, 6-Desoxyerythronolid B, aus ei-
ner Propionat- und sechs Methylmalonat-Einheiten.
Schema 7 zeigt detailliert die Anordnung der PKS-Gene
auf dem Genom und der katalytisch aktiven Zentren inner-
halb der Primdrstruktur der Proteine jeder zugehorigen Kas-
sette. Ein Intermediat (Ligand) ist mit dem jeweiligen Modul
verkniipft, um anzudeuten, wie die Module beim Aufbau der
Polyketidkette zusammenwirken kdénnten. Es sollte jedoch
betont werden, dal} es viele Méglichkeiten gibt, die Kasset-
ten zu falten und damit komplementire aktive Zentren in
verschiedenen Modulen einander anzundhern. Im aktiven
Zustand der Kassetten konnen daher die verschiedenen En-
zymaktivitdten, die in einem einzelnen Kettenverlingerungs-
cyclus zusammenwirken, von unterschiedlichen Modulen
stammen. Die einzelnen aktiven Zentren bestimmter Funk-
tion (z. B. die ACPs) brauchen daher nicht unbedingt — wie in
Schema 7 angenommen - in der Reihenfolge ins Spiel kom-
men, in der sie in der Primirstruktur des Proteins auftau-
chen. Zur Zeit kann nur einem katalytisch wirksamen Zen-
trum, dem Keton-Reduktase(KR)-Zentrum im Modul 5,
eine spezifische Rolle bei der Entwicklung der Erythromy-
cinkette sicher zugeordnet werden!”!, Dies wurde durch se-
lektive Unterbrechung der DNA fiir diese Enzymaktivitit
erreicht. Die mutierten Organismen bilden anstelle von Ery-
thromycin ein Analogon, das an C-5 des Makrolidringes eine
Ketogruppe triagt. Hieraus kann mit Sicherheit geschlossen
werden, daf} diese Reduktase im Modul 5 im fiinften Cyclus
der Kettenverlingerung wirksam wird, aber nicht, daf} ihre
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ndchsten Nachbarn in der Primérstruktur des Proteins auch
funktionell ihre Partner sind.

Mit der Grofle und Komplexitit des PKS-Systems hat
man ein neue Dimension der Proteinchemie erschlossen.
Multifunktionelle Riesenproteine sind auch bei der nicht-ri-
bosomalen Biosynthese einiger Peptid-Sekundédrmetaboliten
diskutiert worden; weitere Beispiele dirften auftauchen,
wenn Untersuchungen zur Identifizierung von Enzymen, die
an anderen sekundédren Stoffwechselwegen beteiligt sind, in-
tensiviert werden!®). Die Information. die durch Sequenzie-
rung der Gene erhalten wurde, gibt einen faszinierenden Ein-
blick in die Primdrstruktur der PKS-Proteine und einige
Hinweise darauf, wie sie funktionieren. Es bedarf jedoch
noch gewaltiger interdisziplindrer Anstrengungen, um die
molekulare Grundlage ihrer Wirkung vollstindig aufzukli-
ren, wobei direkte Untersuchungen der Proteine selbst einge-
schlossen werden miissen. Uber ermutigende Fortschritte bei
der Isolierung der PKS-Proteine aus der Erythromycin-PKS
wurde kiirzlich aus Cambridge berichtet!®). Ein Abschnitt
des offenen Leserahmens fiir Kassette 3. das der Thioestera-
se (TE) und den ACP-Aktivititen am C-Terminus ent-
spricht, wurde in Escherichia coli mit hohen Ausbeuten ex-
primiert. Das resultierende Protein hatte gemidl3 Elektro-
spray-Massenspektrum das erwartete Molekulargewicht
(38019 Da) und konnte Phenylmethylsulfonylfluorid, den
Standard-Inhibitor der Thioesterase-Aktivitdt binden. Noch
unveroffentlicht ist, daB es vor kurzem gelang, den vollstin-
digen offenen Leserahmen fiir Kassette 3 in E. coli als einzel-
nes Protein mit einem Molekulargewicht im erforderlichen
Bereich (ca. 300 kDa gemilB Elektrophorese) zu exprimie-
ren, wodurch bestitigt wird, daB diese groBen Gene entspre-
chend grofle Einzelproteine codieren!*®1. Da die PKS-Prote-
ine nun verfiigbar werden, ergibt sich die interessante
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Perspektive, die Wirksamkeit der wesentlichen aktiven Zen-
tren moglicherweise in vitro nachzuweisen. Die Cambridge-
Gruppe war in dieser Hinsicht mit einer FAS-ACP aus Ery-
thromycin-bildenden Organismen bereits erfolgreich und
entwickelte damit die fiir die Untersuchung des PKS-Sy-
stems geeignete Methodik "),

Welche weiteren Entwicklungen sind in naher Zukunft zu
erwarten? Es wird interessant sein festzustellen, ob die Kas-
setten/Modul-Organisation der Erythromycin-PKS auch bei
anderen Makrolid-PKS und eventuell auch bei Ionophor-
produzierenden PKS zu finden ist. Die Anordnung der Pro-
teine in Kassetten, die nicht ausschlieflich bimodular sein
miissen. kann der Schliissel zur exakten Kontrolle sein, die
die Synthase als Ganzes bei threr Synthesearbeit ausiibt. Da-
mit kénnten beispielsweise die schon frither von Ce/mer et al.
gemachten Beobachtungen iiber Gemeinsamkeiten von
Struktur und Stereochemie innerhalb der Makrolidfami-
lien!? 13 sowie neuere verwandte Befunde bei lonophor-
Strukturen!"*) erkldrt werden. Vielleicht werden die Bereiche
gleicher Struktur in verschiedenen Metaboliten unterschied-
licher Organismen durch nahe verwandte Kassetten, die aus
einem gemeinsamen Urprotein stammen, gebildet. Mogli-
cherweise konnen in Zukunft Organismen konstruiert wer-
den, die neue chimdre Metabolite produzieren, indem Gene,
die spezifische Kassetten codieren. von einem Produzenten
auf einen anderen lbertragen werden.

Wenn substantielle Mengen aktiver PKS-Proteine durch
Uberexpression gewonnen werden kdnnen, wird es mdglich
sein, den molekularen Mechanismus zu untersuchen, durch
den die Kassetten ihre spezifischen Aufgaben wahrnehmen.
Die Protein-Protein-Wechselwirkungen, die eine Hauptrolle
beim Zusammenwirken von Kassetten spielen diirften, stel-
len ein faszinierendes Arbeitsgebiet dar. Gleichfalls interes-
sant sind die molekularen Wechselwirkungen zwischen Pro-

teinkomponenten und Substraten, die wahrscheinlich helfen,
die Substratspezifitit enzymatischer Reaktionen genau zu
bestimmen. Von besonderer Bedeutung kénnten Fortschrit-
te bei diesen Untersuchungen fiir synthetisch arbeitende
Chemiker sein, die in den letzten beiden Jahrzehnten groBe
Anstrengungen unternommen haben, um neue Verfahren
zur Makrolidsynthese zu entwickeln!* 3!, Isolierte PKS-Kas-
setten konnten sich in vitro als ,.Synthesereagentien** zur
Durchfithrung von Transformationen an natiirlichen Sub-
straten und Substrat-Analoga erweisen. Langfristig ist die
in-vitro-Verwendung verschiedener Kassettenkombinatio-
nen zur Bildung komplexer chimirer Produkte denkbar,
dabei wire eine bessere Kontrolle moglich als in vivo. Es
empfiehlt sich also, fiir Chemiker und Biologen, die Ent-
wicklungen auf diesem Gebiet genau zu verfolgen.
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LiClO, in Ether — ein ungewohnliches Losungsmittel

Von Herbert Waldmann*

Der Verlauf vieler chemischer Reaktionen kann in man-
nigfaltiger Weise vom Losungsmittel beeinflullt werden. Dies
ist besonders dann der Fall, wenn polarisierte Ubergangszu-
stinde oder ionische Intermediate durchlaufen werden und
wenn das Solvens nucleophil oder elektrophil ist. Als Gegen-
beispiel dazu gilt die Diels-Alder-Reaktion, die vom um-
gebenden organischen Medium weitgehend unbeeinfluB3t
bleibt. Mitte der achtziger Jahre haben jedoch Breslow et
al."" und Grieco et al.1?! gezeigt, daB Diels-Alder-Reaktionen
unter milden Bedingungen mit erhohter Reaktionsgeschwin-
digkeit und mit verbesserter endo-exo-Selektivitdt ablaufen,
wenn man sie nicht in organischen Solventien, sondern in
wiBrigen Lésungen durchfiithrt. Der Effekt wird durch Salze
wie LiCl noch verstirkt (Einsalzeffekt), wihrend die Zugabe
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Institut fir Organische Chemie und Biochemie der Universitit
Gerhard-Domagk-StraBe 1. W-5300 Bonn !
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von Guanidiniumchlorid sich gegenteilig auswirkt (Aus-
salzeffekt). Die Verwendung von Wasser als Losungsmittel
fir solche Cycloadditionen hatten bereits frither Alder et
al.®®) und nachfolgend Koch et al.l*®! beschrieben. Die be-
schleunigende Wirkung dieses Reaktionsmediums zeigt sich
auch bei vielen anderen Reaktionen!®!, z. B. der asymmetri-
schen Hetero-Diels-Alder-Reaktion*® und der asymmetri-
schen normalen Diels-Alder-Reaktion(*¢%], der nucleophi-
len Addition an Iminium-lonen!**] und Carbonylver-
bindungen®?), der Claisen-Umlagerung!*®), der Benzoin-
Kondensation!'® und der Aldol-Reaktion!*". Sie wird dar-
auf zuriickgefiihrt, daBl durch hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen den Reaktionspartnern (hydrophober Ef-
fekt) eine giinstige Aggregation erzeugt und so auf die in
., Losungsmittel-Lochern‘* eingeschlossenen Reaktanten ein
.innerer Druck‘ ausgeiibt wird, dessen Auswirkungen zu-
mindest bei der Diels-Alder-Reaktion mit denen eines hohen
duBeren Druckes vergleichbar sind.
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