Druck von 50 bar eingeleitet. Die Temperatur steigt bis 35 C an, und der Druck
sinkt ab. Durch weiteres Einleiten von CO, wird ein Druck von 50 bar aufrecht-
erhalten. Man JdBt 3 h bei 35-40 ‘C rithren und entspannt anschlieBend das
DruckgefiB bis auf Normaldruck. Das entweichende Kohlendioxid kann wic-
derverwendet werden. Dic schwach alkalisch reagierende Suspenston der Farb-
base wird abgeszugt, neutral gewaschen und getrocknet. Man erhilt 301.2 g
(98 %) 4. Fp = 147 150 C. korrekte C.H,N-Analysc. MS (El, 70eV): m/z
307 (M, 100 %), 185 (39 %). 159 (92%). - IR (KBr): #fcm™!) = 1585 (s).
1245 (s).

1.2.4-Triazolyl-3-azo-4'-(N'-benzyl- N -ethyl-3'-methylanitin)  9: In  cinem
Druckgefill werden 16.8 g (0.2 mol) 7, 45.0 g (0.2 mol) 8, 30.4 g (0.26 mol) 5.
80 mL Methanol und 40 mL Wasser zusammengegeben und CO, bis zu einem
Druck von 53.5 bar eingeleitet. Der Autoklav wird auf 40 'C erwdrmt und 3 h
die Temperatur von 34-40 C sowic durch weiteres Einleiten von CO, ein
Druck von 50 53 bar aufrechterhalten. Danach 1iB8t man das Reaktionsgefd3
erkalten und entspannt auf Normaldruck. Das CO, wird zurlickgewonnen und
wicdercingesetzt. Man destilliert Methanol ab und bringt den Riickstand mit
gesittigter Kochsalzlosung und ctwas Salzsiure zur Kristallisation. Der Farb-
stoff wird durch Verriihren mit Dichlormethan weiter gereinigt und anschlic-
Bend getrocknet. Ausbeute: 61.4 g (100 %) 9. Fp = 80 94°C, korrekte C . H,N-
Analyse. - '"H-NMR (CDCl,. 270 MHz): = 1.25 (t. 3 H), 2.53 (s. 3 H). 3.53
(q. 2 H). 4.61 (s, 2 H), 6.52 (s, 1 H). 7.05 7.40 (mehrere m, 7 H), 7.78 (d, 1 H).
8.26(s. 1 H). MS(EL 79¢V):m/z 320(M*. 55 %), 265 (8 %), 250 (9 %), 229
(M*—C,H,. 26°6), 91 (100 %). - IR (KBr): ¥ [em ™ !'] = 3430 (s). 1595 (s),
1230 (s).
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Antikorper-katalysierte Hydrolyse
glycosidischer Bindungen **

Von Jean-Louis Reymond, Kim D. Janda*
und Richard 4. Lerner*

Monoklonale Antikdrper gegen Ubergangszustands-Ana-
loga katalysieren eine Reihe von chemischen Reaktionen!!},
weshalb sie als Abzyme (antibody enzymes) bezeichnet wer-
den. Die bisher bekannten Beispiele konzentrieren sich auf
basenkatalysicerte Transformationen mit negativ geladenen
Ubergangszustinden sowie, in geringerem MabBe, auf elek-
trocyclische und Redoxreaktionen. Wir berichten hier iiber
den ersten Antikorper, der die sdureunterstiitzte Hydrolyse
einer aktivierten glycosidischen Bindung katalysiert!2],

Fiir diese Untersuchung wihlten wir die Hydrolyse des
Aryloxytetrahydropyrans 1 aus. Obwohl dieses Acetal sehr
viel labiler ist als ein echtes Glycosid, bietet es ein prototypi-
sches Modell fiir eine glycosidische Bindung!3*®! Der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt sowohl der spontanen
als auch der sdurekatalysierten Spaltung ist die heterolyti-
sche Spaltung der exocyclischen Kohlenstoff-Sauerstoff-Bin-
dung®®). Aufgrund stereoelektronischer Effekte ist die Re-
aktionsgeschwindigkeit konformationsabhingig, wobei das

[*] Prof. K. D. Junda, Prof. R. A. Lerner, Dr. J.-L. Reymond
Departments of Molecular Biology and Chemistry
The Scripps Fesearch Institute
10666 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA)
[**] Diesc Arbeit wurde vom US National Institute of Health (GM 43858,
K. D. J) und dem Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der Wis-
senschaften (Postdoc-Stipendium fiir J.-L. R.) gefordert.
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Sesselkonformer mit dem Aryloxyrest in axialer Stellung die
labilere Form ist (Abb. 1)!39] Eine detaillierte semiempiri-
sche Berechnung der Geometrie des Ubergangszustands er-
gab, daB die exocyclische C-O-Bindung 1.8-2.2 A lang ist ).
Wir folgerten, daf3 Piperidinium-Ionen wie 2 oder 3 mit einer
Kohlenstoff-Stickstoff-Bindung von ca. 1.5 A Linge akzep-
table Analoga fiir den vorgeschlagenen kationischen Uber-
gangszustand der sdurekatalysierten Spaltung von 1 sein
konnten, vorausgesetzt, dafl der benzylische Substituent am
Stickstoff in die axiale Position gezwungen werden kann.
Dies wurde durch Substitution der 3-Position von 2 und 3
erreicht, wobei die Antigene 4-6 entstanden. Zusitzlich
wurde damit eine gute Moglichkeit fiir die Hapten-Immobi-
lisierung an einem Carrierprotein geschaffen (Abb. 1).

i 0
— o)
o} OAr H
1 (OAr
+
; J
+
o H,0, -H ot
mw(m UH + oo
| " R R’
H3
2[{cHA H H
N‘LR‘ 3|CHAr CHy H
, 4| CHA H  CH-NHs'
R 5| CH;  CHoAr CHoNHg'
6 CHzAr CH3 CH2NH3*
o)

N/\/OH
Ar = H

Abb. 1. Oben: Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von 2-Aryloxyte-
trahydropyranen. Unten: Ubergangszustands-Analoga.

Das Hapten 4 wurde, ausgehend von 3-Hydroxymethyl-
piperidin und 4-Chlormethyl- N-(2-hydroxyethyl)benzamid,
in acht Stufen synthetisiert!*). Auf dhnliche Weise wurde ein
1:1-Gemisch der diastereomeren Haptene 5 und 6, ausge-
hend von 3-Hydroxymethyl-N-methylpiperidin, erhalten. 5
und 6 wurden durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (RP-HPLC) getrennt!®*}, ihre relativen
Konfigurationen wurden anhand des 'H-NMR-Spektrums
von 5 bestimmt!®®. Um Immunogenitiit zu gewihrleisten,
wurden 4 -6 mit einem Verbindungsstiick verkniipft (5-[(2,5-
Dioxo-1-pyrrolidinyl)oxy]-5-oxopentanoylchlorid, EtiPr,N,
Dimethylformamid (DMF), —307C) und diese aktivierten
Haptene an die Carrierproteine Rinderserumalbumin (BSA)
und Keyhole-Limpet-Hiamocyanin (KLH) gekuppelt. Balb/
c-Maduse wurden mit den KLH-Konjugaten immunisiert
und die Antikdrper nach Standardvorschriften erzeugt!"l,
Die monoklonalen Antikérper wurden von Ascites-Flissig-
keit iiber einc Anionenaustauschchromatographie gereinigt
(es wurden 16 Antikorper aus der Immunisierung mit 4, 26
aus der mit § und 3 aus der mit 6 erhalten) und gegen Sub-
strat 1 auf die Bildung von 4-Hydroxy-N-(2-hydroxy-
cthyl)benzamid®) getestet. Zwei aus der Immunisierung mit
Hapten 5§ hervorgegangene monoklonale Antikérper zeigten
katalytische Eigenschaften. Nach Affinitdtschromatogra-
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phic (an Protein G) wurde der Antikorper 14D9 aufgrund
seiner Reaktionsgeschwindigkeit und Stereosclektivitit zur
weiteren Charakterisierung ausgewihlt.

Die 14D9-katalysierte Hydrolyse von 1 folgte zu Be-
ginn einer Michaelis-Menten-Kinetik (K, =100 um, k,, =
7.8x1077s~ ") Hapten 3 wirkte stark inhibierend und
ermoglichte so die quantitative Titration der katalytischen
Aktivitdt!'® Bei pH 5.7 ist die Abzym-Reaktion ungefihr
70mal schneller als die ,,Hintergrundreaktion®. Eine Unter-
suchung der Abhiingigkeit der Geschwindigkeit vom pH-
Wert ergab, daf} dic Geschwindigkeit der Hintergrundhydro-
lyse von I der Summe aus einer pH-unabhédngigen Reaktion
(ko = 4.8 x 1077« 1) und einer H *-katalysierten Reaktion
(ky. = 0.33 M7 's !)entspricht (Abb. 2). Im Gegensatz da-

-35

4.0 \D\s\

gk,

55 L-\\
lgky
-6.0 \’\\.\‘\v\‘_\"\‘“

51 53 59 63 67

pH —

Abb. 2. Auftragung von lgk, und lgk, gegen den pH (o 14D9-Antikdrper-kata-
lysierte Hydrolyse. @ Hintergrund-Hydrolyse von 1). Die Tests wurden bei
20 Cin Loésungen, die 50 mM an MES und 100 mm an NaCl waren, durchge-
fuhrt. Die oberc Geradz ist die Regressionsgerade. Die untere berechnete Linie
wurde durch Einsetzen von k., = k, + k,,.[H’] erhalten.

zu scheint die Antikérper-katalysierte Reaktion vollstindig
pH-abhingig zu sein und ist daher moglicherweise ein sdure-
katalysierter Prozel. Diese Aussage mull jedoch mit Vor-
sicht betrachtet werden, da der untersuchte pH-Bereich be-
grenzt war (Abb. 2)tt1]

Um die Hypothese zu priifen, da3 das Abzym konforma-
tionsselektiv reagiert, synthetisierten wir die Diastereomere
7- 10112 (Abb. 3). Die 'H-NMR-Spektren dieser Verbin-
dungen in D,0 zeigen, dal sie in Losung die Sesselkonfor-
mation einnehmen, wobei die phenolische Abgangsgruppe
entweder in der axialen (7 und 9) oder der dquatorialen Posi-
tion (8 und 10) fixiert ist. Keine dieser Verbindungen wurde
als Substrat akzeptiert! 3] aber alle inhibierten die Reaktion
von 1 mit 14D9 kompetitiv (Abb. 3). Eine deutliche Selekti-

G
(6A) ;
W
A\ : /(/
0 7 (256R) {-) 35um
(28) 8 (2R6R) (+) 500 um
© 9 (2R6S) (+) 600 M
n 10 (25,65) (- ) 250 um
r \/\OH
7 @]

Abb. 3. Stereoselektive, kompetitive Inhibicrung der 14D9-Antikorper-kataly-
sierten Hydrolyse von 1.
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vitdt wurde fiir das (25,6 R)-(—)-Isomer 7 beobachtet. Dies
legt nahe, daf} die Immunantwort dem entsprechenden En-
antiomer des racemischen Haptens 5 gilt, und daB die stereo-
chemische Information iiber die axiale Anordnung der phe-
nolischen Abgangsgruppe effektiv von der Antikorperbin-
dungstasche aufgenommen wurde. Wahrscheinlich ermdglicht
diese Stereoselektivitit dem Antikorper. Substrat 1 in der
reaktiven axialen Sesselkonformation zu binden und die Ka-
talyse iiber einen Reaktionsweg dhnlich dem sehr gut cha-
rakterisierten Prozell in Losung durchzufiithren. Wir konn-
ten allerdings noch nicht entscheiden. ob heide Enantiomere
des racemischen Substrats 1 innerhalb der Antikérperbin-
dungstasche reagieren. Wire nur ein Enantiomer ¢in gutes
Substrat, dann dirfte das andere ein guter Inhibitor scin;
dies bedeutet. daf} die fir racemisches 1 beobachtete Ge-
schwindigkeit der katalytischen Reaktion nicht die wahre
Reaktionsgeschwindigkeit fiir das reaktive Enantiomer ist.

Um die spezifischen Wechselwirkungen innerhalb der Ab-
zymbindungstasche weiter zu charakterisieren, benutzten wir
die Verbindungen 11-14; diese sind vereinfachte Versionen
des fest bindenden Inhibitors 3, und sie inhibieren die Hy-
drolyse von 1 durch 14D9 kompetitiv (Abb. 4). Die schwache

+ -
O CH,N (CHg)5 Br 11
o 12, X= OC(CHa);
H >—X
HO\/\N
H

Abb. 4. Kompetitive Inhibitoren der 14D9-Antikérper (siche Text).

13, X= CHoNH, CI
14, X= OCH;OCH;,

Inhibierung durch Benzyltrimethylammoniumbromid 11
(K, = 400 pM) demonstriert, dal} die Erkennung des Aryl-
rests in der Seitenkette wichtig fiir die Abzym-Antigen-Bin-
dung ist. Der sperrige. hydrophobe ters-Butylether 12 (K, =
5 uMm) ist ein viel besserer Inhibitor als das geladene primire
Benzylammoniumsalz 13 (K, = 90 um) und der hydrophile
Methoxymethylether 14 (K, = 600 uM). Die Abzym-Anti-
gen-Bindung scheint durch hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen der Antikorperbindungstasche und der Kohlen-
wasserstoffhiille des quartiren Ammoniumzentrums effi-
zienter vermittelt zu werden als durch Coulomb-Wechselwir-
kung zwischen der positiven Ladung des Haptens und dem
Antikorperf’#l. Die Wichtigkeit der hydrophoben Wechsel-
wirkungen in einem wéBrigen System lberrascht nicht und
erklirt wahrscheinlich zum Teil die geringe katalytische Effi-
zienz von 14D9, da die Geschwindigkeit der Hydrolyse von
1, wie bei vielen Reaktionen mit geladenen Ubergangszu-
stinden, stark von der Losungsmittelpolaritit abhingt!'s),

Es gelang uns also die sdurevermittelte, Antik6rper-kata-
lysierte Spaltung einer prototypischen aktivierten Glycosid-
bindung, womit ein erster Schritt zur Entwicklung eines
katalytischen Antikdrpers zur Spaltung glycosidischer Bin-
dungen gemacht wurde. Die Ergebnisse dieser vorldufigen
Untersuchung unterstreichen die Bedeutung der stereoche-
mischen Kontrolle beim Haptenaufbau. Es wird aber auch
die Notwendigkeit deutlich, die chemische Katalyse inner-
halb einer Antikorperbindungstasche sicherzustellen.
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{S] Alle neuen Verbindungen wurden durch *H-NMR- und MS-Daten cha-

rakterisiert. Kristalline Produkte ergaben befriedigende Elementaranaly-

sen (£0.3%).

a) Halbpriparative RP-HPLC (C-18-Siule 0.1 % HCI/H,0.1 mLmin~"):

5: Retentionszeit (fz) =15.0 min, 6: 1 =15.7 min; b} Nuclear-Overhau-

ser-Effekte (1),0. 500 MHz): §: Einstrahlung in das CH,N ' -Signal beein-

NluBt die Piperidin-Ringprotonen H, C(2) + H, .C(6) (2.6%). H,C(6)

(4.5%) und H,,C(2) (4.5%): Einstrahlung in das Signal bei d = 4.6 (A1-

CH-N') beeinfluit H,C(2) + H,,C(6) (2.1%). H,,C(3) (2.8%) und

H,,C(5) (2.1%).

a) G. Kohler. C. Milstein, Nature ( London) 256 (1975) 495 b) E. Enguall,

Methods Enzvmol. 70 (1980) 419.

[8] 20 pm Antikorper, 500 um Substrat 1, 100 mmM Bis-tris pH 6.0, 100 mm

NaCl, 20 C. Die Bildung des Phenols wurde mittels RP-HPLC (C-18.

CH,CN,H,0 20:80, 0.8 mLmin~"'. 1, = 4.20 min) gegen einen internen

Standard (2-Acetamidophenyl-2’-hydroxyethylether, 1, =7.41 min) ver-

folgt.

Testbedingungen: 2 bis 15 uM Antikorper, 25 bis 300 uM Substrat 1,

100 mm 2-Morpholinocthansulfonsidure (MES), pH 5.7, 100 mm NaCl,

20 C (siche such [8]). Die Geschwindigkeit der Antikrper-katalysierten

Reaktion bei pH 6.0 ist unabhingig davon, ob sic in Bis-tris oder MES

(100 mM bzw. 50 mm Puffer) durchgefiihrt wurde.

(10] Die starke Inhibierung durch das Hapten 3 wurde durch das folgende
Experiment demonstriert: Eine 4 pm-Losung von 14D9 wurde vollstindig
durch cine 10 uM-Losung von 3 inhibiert. Nach 5 d intensiver Dialyse bei
37 C bildete der inhibierte Antikorper nur 40 % der Aktivitit der nicht-in-
hibierten Kontrollprobe zuriick.

[11] Der Antikorper 14D9 ist unterhalb pH 5.2 instabil.

[12] Das Schlussclzwischenprodukt war 2-Aminomethyl-3 4-dihydro-2H-py-
ran, dessen Racermatspaltung mit Mandelsiure gelang. Die absolute Kon-
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{13] Das Fehlen der Antikorperkatalyse bei den Verbindungen 7 bis 10 kénnte
aus einer nicht-produktiven Bindung der Propanamidomethyl-Seitenkette
resultieren. was zu einem unreaktiven Abzym-Substrat-Komplex fiihrt.

[14] Neue Mutagenesestudien am Anti-Phosphocholin-Antikdrper McPC603
legen nahe. daB die Bindung des Alkyltrimethylammonium-Teils durch
clektrostatische Wechselwirkungen mit zwei Carboxylaten des Proteins
vermittelt wird. van-der-Waals-Kontakte zu den Alkylgruppen werden als
weniger bedeutend beurteilt: R. Glockshuber, ). Stadlmiiller, A. Plick-
thun. Biochemistry 30 (1991) 3049,
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Metallorganische Chemie an Oxidoberflichen:
Selektive, katalytische Tieftemperatur-
Hydrogenolyse von Alkanen durch ein

sehr elektrophiles Zirconiumhydrid auf Kieselgel **

Von Christine Lecuyer, Frangoise Quignard, Agnés Choplin,
Danielle Olivier und Jean-Maric Basset*

Die elektrophile Aktivierung von C-H-Bindungen in Al-
kanen an d°-Komplcxen von Ubergangsmetallen der Grup-
pen II1-VI sowie von Lanthaniden und Actiniden ist wohl-

[*] Dr. 1. M. Basset, C. Lecuyer. Dr. F. Quignard, Dr. A. Choplin,
Prof. D. Ol.vier
[nstitut de Recherches sur la Catalyse
2 Avenue Albert Einstein, F-69626 Villeurbanne Cedex (Frankreich)
[**] Diese Arbet wurde vom ACTANE-Konsortium {Centre National de la
Recherche Seientifique franzosische Industrie) gefordert.
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bekannt!!). Abgesehen vom H/D-Austausch zwischen CH,
und D, ist jedoch keine katalytische Reaktion an d°-Me-
tallzentren beschrieben worden, die mit einer Aktivierung
der C-H-Bindung einhergeht. Wir berichten hier tiber die
katalytischen Eigenschaften eines Zirconiumhydrids, das auf
Kieselgel aufgebracht wurde, bei der Hydrogenolyse von
Neopentan, [sobutan und Propan, wobei selektiv Methan
sowie Isobutan, Propan bzw. Ethan entstehen.

Die Umsetzung von Tetraneopentylzirconium [ZrNp,]
mit bei 500 “C dehydroxyliertem Kieselgel liefert den Ober-
flichenkomplex [(> S10)ZrNp,] 1, der durch Elementar-
analyse, '*C-Festkorper-NMR- und in-situ-IR-Spektrosko-
pie sowic durch seine Reaktivitit gegeniiber Wasser
charakterisiert wurde!®. Bei der Reaktion von 1 mit H,
(450 Torr) bei 150 "C erhdlt man das getrigerte Zirconium-
hydrid 2!*). 2 148t sich aufgrund in-situ-IR-spektroskopi-
scher Befunde sowie aufgrund seiner Reaktivitiit gegeniiber
CH,I und wiBriger KOH versuchsweise als [(> SiO),ZrH]
beschreiben!®!. Methan und Ethan sind die einzigen gasfor-
migen Produkte bei der Bildung von 2. Das bedeutet, daf}
unter diesen Bedingungen der Neopentvl-Ligand oder das
zundchst durch Spaltung der Neopentyl-Zirconium-Bin-
dung gebildete Neopentan Hydrogenolysereaktionen ein-
gehen, die schlieBlich zur Bildung von Methan und Ethan
fiihren.

2ist in der Tat oberhalb von 50 ' C ein effektiver Katalysa-
tor zur Hydrogenolyse von Alkanen wie Neopentan, Isobu-
tan und Propan. Bei 50 "C (py,u4 = 40 Torr, p,, = 230 Torr)
wird Neopentan innerhalb von 100 h vollstindig umgesetzt.
Bei 50% Umsatz werden Isobutan und Methan mit einer
Selektivitidt von fast 85% gebildet (Abb. 1). Danach wird

50 -
st %
7 v
_
7 /1
10 50 8s
C (%)
Bl Methan Ethan 382 Propan Wy, \sobutan

Abb. 1. Hydrogenolyse von Neopentan: Selektivitits(S) Umsatz(C)-Histo-
gramme (1= 50 C: pr,y, = 40 Torr, py = 230 Torr: 1.5 Gew .-%0 Zr).

[sobutan zu Methan und Propan umgewandelt, welches an-
schlieBend zu Methan und Ethan weiterreagiert. Bei Ethan
tritt interessanterweise keine weitere signifikante Hydroge-
nolyse ein; dies muBl mit dem Reaktionsmechanismus zu-
sammenhidngen. Bei der Hydrogenolyse von Neopentan fin-
det man Spuren von 2-Methylbutan.

Fiihrt man die Reaktion bei hoheren Temperaturen, z.B.
100 "C, durch, erhoht sich zwar die Hydrogenolysegeschwin-
digkeit, die Selektivitdt sinkt jedoch aufgrund von Sekundir-
reaktionen der anfangs gebildeten Alkane: Isobutan ergibt
Propan und Methan, und das entstandene Propan liefert
Ethan und Methan (Abb. 2). Reines Isobutan und Propan
wurden auch separat bei 150 *C hydrogenolysiert. Die dabei
erhaltenen Ergebnisse bestitigen den bei Neopentan beob-
achteten einfachen Reaktionsweg. Insbesondere die Hydro-
genolyse von Propan liefert selektiv wihrend der gesamten
Reaktion Methan und Ethan.

Aufgrund der bei der Hydrogenolyse von Neopentan und
niederen Alkanen erhaltenen Produkte schlagen wir den in
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