(15 mmol) 3,3'-Bis(tosylamino)azobenzol und 3.56g (10 mmol) 1,3,5-Tris-
(brommethyl)benzol, jeweils geldst in 250 mL wasserfreiem Dimethylform-
amid, getropft. Nach 2 h Rihren wird das Reaktionsgemisch im Vakuum
bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mit 150 mL halbkonz. Salz-
sdure versetzt und 12 h geriihrt. Der abfiltrierte Feststoff wird mit Wasser
neutral gewaschen und getrocknet. Das feste Produktgemisch (ca. 10 g) wird
auf Kieselgel aufgezogen und unter LichtausschiuB mit Dichlormethan/Ace-
ton (40 : 1) eluiert. Die Fraktionen mit R,-Werten von 0.35 bis 0.50 werden im
Vakuum bis zur Trockne eingedampft und mit Dichlormethan aufgenom-
men, wobei die Hexatosylverbindung 6a als hellgelber Feststoff abfiltriert,
mit wenig Dichlormethan gewaschen und anschlieBend im Olpumpenva-
kuum getrocknet wird: 1.08 g (12.1%) mit Fp=352-354°C.

85 mg 6a werden bei Raumtemperatur in 4-5 mL 80proz. (Vol.-%) Schwefel-
sdure suspendiert und bis zur klaren Lésung geriihrt (1-2 h). Es wird auf
50 mL Eis gegossen und mit 5N Natronlauge alkalisch gestellt, wobei das
Hexaamin 6b als oranger Feststoff anfillt: 38 mg (92.7%), Fp>350°C, Zers.
ab 200°C. 'H-NMR- und MS-Daten liegen vor. Elementaranalyse und 'H-
NMR-Spektrum (CDCl;) deuten auf den EinschluB von 2 mol Wasser pro
mol 6b hin.
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Eine iiber Antikorper gesteuerte Redoxreaktion**

Von Kevan M. Shokat, Christian H. Leumann,
Renee Sugasawara und Peter G. Schultz*

Die Entdeckung monoklonaler Antikdrper erméglicht
die Erzeugung hochselektiver Rezeptoren fiir eine Vielzahl
strukturell unterschiedlicher Liganden!', In jingster Zeit
ist die hohe Bindungsaffinitit und -spezifitit von Antikor-
per-Bindungsstellen genutzt worden, um selektive Kataly-
satoren fiir Acyl-Transferreaktionen!”! sowie C-C-Verkniip-
fungs-®! und -Fragmentierungsreaktionen™ zu entwickeln.
Wir berichten hier, wie man mit Antikdrper-Bindungsstel-
len die Thermodynamik von Redoxreaktionen beeinflus-
sen kann. Die Verinderung der Flavin-Redoxpotentiale
durch Bindung an Antikorper ist ein erster Schritt zur Ent-
wicklung von Antikdrpern zu katalytischen stereoselekti-
ven Reduktionen mit Hilfe von Cofaktoren.

Die oxidierte Form des Flavins 1 unterscheidet sich in
ihrer Konformation und ihren elektronischen Eigen-
schaften erheblich vom reduzierten 1,5-Dihydro-Derivat
12®. Durch die Zweielektronen-Ubertragung wird das Di-
polmoment um 40% verringert, und aus N' wird eine als
H-Donor geeignete NH-Gruppe!®. Der p K,-Wert von N'-
H betrigt 6.5, so daB 1a in neutraler Lésung vorwiegend
als Anion vorliegt. Das reduzierte Flavin 1a hat eine ent-
lang der N3-N'"-Achse gekrimmte Konformation, wih-
rend die oxidierte Form 1 planar ist (die errechnete Ener-
giedifferenz zwischen beiden Konformationen ist jedoch
mit 1-2 kcal mol ~' gering)!¥. Aufgrund dieser strukturel-
len Unterschiede sollten spezifische Antikérper fir oxi-
diertes Flavin 1 dieses sehr viel besser binden als die redu-
zierte Form. Die unterschiedliche Stabilisierung von oxi-
diertem und reduziertem Flavin bei Bindung an den Anti-
korper (Ig) sollte dann dazu fithren, daB der Ig - 1a-Kom-
plex stirker reduzierend wirkt als das freie Flavin 1a.

1 1a

Die Periodat-Oxidation von Riboflavin ergab 10-(For-
mylmethyl)riboflavin, welches nach Natriumborhydrid-
Reduktion mit Bernsteinsdureanhydrid zur Sdure 1'¥ rea-
gierte. Gegen dieses Hapten 1 wurden - nach Bindung an
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die Triagerproteine Rinderserumalbumin und Schnecken-
Himocyanin mit wasserlslichem Carbodiimid!” - wie be-
schrieben Antikérper erzeugt®. Es wurden sechs Klone er-
halten, die durch Protein-A-Chromatographie von Maus-
Ascites gereinigt wurden®®. Die Einheitlichkeit dieser
Klone konnte durch Gelelektrophorese an Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid und Anfarbung mit Coomassie-
Blau nachgewiesen werden!'®.

Die Bindungskonstante des Flavins 1 an einen der mo-
noklonalen Antikorper wurde durch Fluoreszenzldschung
bestimmt!'" (durch Bindung an den Antikérper wird die
Fluoreszenz des Flavins vollstindig geléscht). Die Disso-
ziationskonstanten fiir den Antikorper-Ligand-Komplex
betragen 8-10-°M fiir 1 und 610~ m fiir Riboflavin!'?,
Das UV-Spektrum von antikdrpergebundenem 1 zeigte
eine bathochrome Verschiebung um 15 nm (von 443 nach
458 nm) und eine Schulter bei 482 nm; das Maximum bei
375 nm war dagegen nicht merklich verschoben. Diese
Verdnderungen der Spektren weisen auf Wechselwirkun-
gen des Flavins mit aromatischen Aminosiureseitenketten
in der Antikdrper-Bindungsstelle hin!3.

Die Reduktionspotentiale wurden in entgasten Losun-
gen unter Argon durch Titration mit Dithionit in Gegen-
wart von redoxaktiven Farbstoffen gemessen!®. So lieB
sich der Antikorper-Flavin-Komplex durch Dithionit-Ti-
tration in Gegenwart von Benzylviologen (E (eubsy=
— 358 mV) reduzieren (Abb. 1). Die Reduktion des Benzyl-

y=-0342.0006x
R=099 °

E£,V!

06 -6 'L -2 0 % jh 1
In ox/red
0.4
0.2
0 i A — 1 i
300 400 500 600 700 800

Alnm] —=

Abb. 1. Dithionit-Titration von antikorpergebundenem Flavin 1 in Gegen-
wart von Benzylviologen unter LuftausschluB (Dithionit (5 mm), 1 (30 um),
Antikérper (31 um), Benzylviologen (30 um), 0.1 M Phosphatldsung,
pH =7.0). 1: oxidiertes 1 und oxidiertes Benzylviologen; 2-4: teilweise redu-
ziertes Flavin 1 und teilweise reduziertes Benzylviologen nach Zugabe von
0.5, 1.0 und 1.5 Aquivalenten Dithionit; S: vollstindig reduziertes Flavin 1
und vollstindig reduziertes Benzylviologen nach Zugabe von 2.0 Aquivalen-
ten Dithionit. Die Antikorper-Konzentration (Ig) wurde mit Hilfe der Ab-
sorption bei 280 nm dber die Formel E3l%=1.37 bestimmt [2b]. Diagramm
oben rechts: E, [V] gegen In([1)./[1]eq)-

viologens bewirkt einen Anstieg der Absorption bei
598 nm; in diesem Bereich absorbiert Flavin nicht. Das
Reduktionspotential des gebundenen Flavins lieB sich
iiber den Abfall der Absorption bei 440 nm berechnen.
Uber die Nernst-Gleichung

RT
Ey=E(Farbsty + ~F In([Farbst.,,])/[Farbst. .4])
n

kann das Potential direkt bestimmt werden, und durch
Auftragung von E, gegen In([Flavin,,])/[Flavin,]) erhilt
man E_(1-1g) (kleines Diagramm in Abb. 1). Das Reduk-
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tionspotential des antikorpergebundenen Flavins wurde
auf diese Weise zu — 342 mV bestimmt; es liegt damit um
136 mV niedriger als das Reduktionspotential des unge-
bundenen Flavins (E_(1)= —206 mV). Bei der Dithionit-
Reduktion des Antikérper-Flavin-Komplexes in Abwesen-
heit von Benzylviologen wurden keine Absorptionsbanden
beobachtet, die vom protonierten blauen (4,.,=570 nm)
oder deprotonierten roten (4,,,, =480 nm) Semichinon-Ra-
dikal herriihren kénnten. Durch thermodynamische Be-
rechnungen lieB sich die Dissoziationskonstante fiir den
Antikérper-Dihydroflavin-Komplex zu 3-107%M berech-
nen, d.h. der Antikorper bindet das oxidierte Flavin um
mehr als fiinf GroBenordnungen starker als das reduzier-
te.

Da der Antikérper-Flavin-Komplex stirker reduzierend
wirkt als das freie Flavin, ist zu erwarten, daB Verbin-
dungen mit Reduktionspotentialen zwischen —206 und
—342mV zwar durch den Antikérper-Flavin-Komplex,
nicht jedoch durch das freie, geldste Flavin 1a reduziert
werden. Um dies zu beweisen, haben wir die Reduktion
des Farbstoffs Safranin T (Ep(garbsy= —289 mV, siehe
Abb. 2) untersucht. Der Antikorper-Flavin-Komplex
wurde zunichst mit der stdchiometrischen Menge Dithio-
nit reduziert, dann wurde nach und nach die entspre-
chende Menge an Safranin T zugesetzt. Es konnte eine
schnelle Oxidation des Ig- 1a-Komplexes beobachtet wer-
den (Anstieg der Absorptionen bei 375 und 458 nm), wih-
rend keine Absorptionsbanden fiir oxidiertes Safranin T
(510 nm) mehr nachgewiesen werden konnten. Das heifit,
antikérpergebundenes 1a ist tatsdchlich in der Lage, Safra-
nin T zu reduzieren (siche Abb. 2). Im AnschluB an die
vollstindige Oxidation des Flavins wurde Sauerstoff zuge-
setzt, um Safranin T zu oxidieren (Abb. 2, Kurve 4). Wie
erwartet, ist dagegen die Reduktionskraft des freien Fla-
vins 1a nicht ausreichend, um Safranin T zu reduzieren.

C N
Hy N CH,
Va
HoN N NH; CI
Safranin T
12 T T T
-342mvV gt
10F -289 mV‘: Safranin T
a -206mv —1
08
€
06}
04 3
2
02 ]
1
0 C 1 i FE— A
300 400 500 600 700 800
Alnm]

Abb. 2. Zugabe von Safranin T zu reduziertem, antikorpergebundenem Fla-
vin 1 (Safranin T (6 mm), 1 (30 um), Antikorper (31 um), gleiche Reaktions-
bedingungen wie bei Abb. 1 angegeben). 1: Reduziertes Flavin 1; 2-3: teil-
weise oxidiertes Flavin 1 nach Zugabe von 0.3 und 0.8 Aquivalenten Safra-
nin T; 4: nach Zugabe von Sauerstoff.
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Durch Bindung an einen Antikdrper konnte also das Re-
duktionspotential des Flavins 1 verindert werden; der
Grund ist die weit bessere Bindung des oxidierten Flavins
gegeniiber dem Dihydroflavin. Mit dem Antikérper-Fla-
vin-Komplex sind Redoxprozesse zuginglich, die mit
freiem Flavin nicht ablaufen. Die zusitzliche Einfilhrung
von Substrat-Bindungsstellen in solche Antikorper sollte es
erméglichen, sie als Katalysatoren fiir stereoselektive Re-
duktionen zu verwenden.
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Ein stabiles Bis(chelat)-Analogon des
Creutz-Taube-lIons**

Von Wolfgang Kaim*, Volker Kasack, Herbert Binder,
Eberhard Roth und Jeanne Jordanov

Die Elektronenstruktur des gemischtvalenten (Ru''Ru'")
»Creutz-Taube-Ions* 2 ist seit seiner Isolierung vor 20
Jahren'! Gegenstand zahlreicher theoretischer und experi-
menteller Untersuchungen®™, Kontrovers diskutiert wer-
den vor allem das Ausmaf} der (De-)Lokalisation zwischen
den Metallzentren (Ru"Ru'" oder Ru?’Ru??®) und die
Rolle des Briickenliganden'>*, Wihrend mit Rutheni-
umammin-Komplexfragmenten in protischen Lésungsmit-
teln auch eindeutig delokalisierte Gemischtvalent-Kom-
plexe der Klasse I11-A beschrieben wurden'”!, konnten mit
den weitverbreiteten und redoxkatalytisch wichtigen
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[Ru(bpy),]"®-Fragmenten!” bis vor kurzem nur Gemischt-
valent-Verbindungen mit niedriger Stabilitit gegeniiber
Disproportionierung erhalten werden (K. < 10%)®l.

2(Ru"Ru""] == [Ru"Ru"] + [Ru'"'Ru™] (a)

Erst kiirzlich haben wir Verbindungen dieser Komplex-
fragmente vorstellen kdnnen, die aufgrund starker Ligand-
Metall-Wechselwirkung groBe Komproportionierungs-
Konstanten K. aufweisen!”; allerdings konnten die ge-
mischtvalenten Stufen aufgrund stark anodischer Verschie-
bung der Metall-Oxidationspotentiale nicht isoliert wer-
den. Immerhin werden die Komplexe durch den Ubergang
von [Ru(NH,),}?*®*® zu [Ru(bpy),]*®’*® in aprotischen
Medien 16slich, so dall komplizierende Sidure-Base-Gleich-
gewichte und Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen ver-
meidbar sind.

Bei Versuchen, durch Verwendung von reduzierten For-
men sehr m-elektronenarmer Bis(chelat)-Liganden stabile,
moglichst delokalisierte Bis(chelat)-Analoga des Creutz-
Taube-lons darzustellen, haben wir mit reinen N-Syste-
men'®! oder auch mit o- und p-semichinoiden Liganden®
statt gemischtvalenter Zweikernkomplexe nur stabile li-
gandzentrierte, d.h. Radikalanionen enthaltende Zwi-
schenstufen!’® charakterisieren konnen. Wir berichten
hier iiber einen paramagnetischen Zweikernkomplex 1
mit weitgehend reduziertem Azodicarbonsdurediethyl-
ester(adc)-Briickenliganden, der sich den spektroskopischen
Messungen zufolge als erstes isolierbares Bis(chelat)-Ana-
logon des Creutz-Taube-lons 2 formulieren 148t.

OFt ‘]“’

(bpy)oRu—N"""0
Oy, _2N—Ru(bpy),

v

OEt

J

N —ISO
(NHJ)E,RU_N N—RU(NHJ)S

(

1 2

Komplex 1 wird direkt durch Umsetzung des Briickenli-
ganden mit cis-[Ru(bpy),Cl,] in 1,2-Dichlorethan (DCE)
erhalten; die benachbarten Oxidationsstufen sind durch
Reduktion mit Zn bzw. Oxidation mit Ag® zuginglich.
Wegen der Stereogenitit der beiden dquivalenten Metall-
zentren ist mit dem Entstehen von meso/DL-Diastereome-
ren zu rechnen!™®9; ein Effekt dieser Isomerie auf die hier
diskutierten spektroskopischen Daten ist jedoch nicht er-
kennbar.

Cyclovoltammetrie in DCE/0.1 M Bu;NCIO, zeigt zwei
reversible Stufen bei +0.38 und +0.89 V gegen die gesat-
tigte Kalomel-Elektrode (SCE), die Komproportionie-
rungs-(Stabilitits-)Konstante K. (a) fir die Zwischenstufe
1 betrigt damit 4.4-10® (vgl. K.=4-10° fiir 2("?), Dieser
hohe Wert begiinstigt die Isolierung der paramagnetischen
Stufe 1 und steht im iibrigen in Einklang!” mit den gro-
Ben Molekilorbital(MO)-Koeffizienten an N und O im
niedrigsten unbesetzten MO (LUMO) von Azodicarbon-
sdure-Derivaten®,

Im Gegensatz zu zahlreichen ein- und zweikernigen Ra-
dikalanion-Komplexen des [Ru(bpy),}*®-Fragments!®-"
zeigt die paramagnetische Zwischenstufe 1 weder bei
Raumtemperatur noch bei 77 K ein EPR-Spektrum; erst
unterhalb von etwa 50 K wird ein rhombisches Signal ohne
Hyperfeinstruktur beobachtbar (Abb. 1). Sehr rasche Rela-
xation ist kennzeichnend fiir metallzentrierte paramagneti-
sche Ubergangsmetalikomplexe®® ' [Gl. (b) A]. Es kénnen
hierfiir jedoch auch nahe benachbart liegende angeregte
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