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THF hergestellt) durch Oxidation mit Pyridiniumchlorochromat in CH,CI, 
(97 %) and Dibromolefinierung (CBr4, PPh,, Benzol, 52 %) erhdlten. 

[6] R. Eastmond, T. R. Johnson. D. R. M. Walton. Tetrahedron 1972. 28, 4601- 
4616. 

[7] Im AnschluB an die fur 15 beschriebene Aufarbeitung [4] wurden die Verbin- 
dungen 4 - 6 1 6  und 18 durch Ci,-Umkehrphasenchromatographie [CH,CN/ 
CH,CI, (1 : 2)] gereinigt. Verbindung 19 wurde durch Flashchromatographie 
(SO, , Hexan) gereinigt. 
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Antikorperkatalysierte, enantioselektive 
Synthese im Gramm-Mallstab ** 
Jean-Louis Reymond *, Jean-Louis Reber 
und Richard A. Lerner * 

Viele antikorperkatalysierte Reaktionen sind mittlenveile be- 
kannt, darunter auch enantioselektive und unter anderen Bedin- 
gungen nicht ablaufende Prozesse['! Diese Reaktionen konnen 
in wahiger Phase unter sehr milden Bedingungen durchgefuhrt 
werden, so daB sie, wenn sie in entsprechend groDem MaBstab 
durchfuhrbar waren, fur die praparative Organische Chemie 
sehr attraktiv sind. Wir berichten hier uber die Herstellung eines 
Produktes im Gramm-MaBstab rnit Hilfe eines katalytisch wirk- 
samen Antikorpers. 

Vor kurzem berichteten wir, daB gegen das Hapten 1 gerichtete 
Antikorper die Hydrolyse der Enolether 2 und 3 (Schema 1) rnit 
einer sehr hohen Enantioselektivitgt bezuglich der Bereitstel- 
lung des Protons katalysieren[']. Bei der Suche nach alternativen 
Substraten beobachteten wir, daB der Antikorper 14D9 beson- 
ders gut die Hydrolyse des cyclischen Enolethers 4 katalysiert ; 
dabei wird rnit k,,, = 0.7 s - l  bei pH 6.0 und einer Steigerung 
der Reaktionsgeschwindigkeit um k,,, /k,,,,,, = das enan- 
tiomerenreine Keton ( - ) -5 gebildet. Inkubiert man eine 1 mM 
Losung des Substrates 4 bei pH 7.0 und 20 "C rnit einer 10 p~ 
Losung des Antikorpers 14D9, so kann man innerhalb einer 
Stunde eine vollstandige Umwandlung in das Produkt beobach- 

ten. Eine Produkthemmung ist nicht erkennbar. Ohne Zusatz 
des Antikorpers werden weniger als 5% des Substrates umge- 
setzt. Nach diesen ermutigenden Vorversuchen begannen wir, 
den MaBstab dieser Reaktion zu vergroRern. 
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Schema 1. Hapten, Substrate und katalytische Reaktionen des Antikorpers (Ab) 
14D9. 

Das Substrat 4 wurde wie folgt dargestellt (Schema 2): Die 
Alkylierung von Pyrrolidino-I-cyclopenten mit Ethyl-4-chlor- 
methylbenzoat und anschlieBende Ketalisierung des resultieren- 
den Ketons 6 ergibt das Ketal7; dieses wurde in hoher Ausbeute 
zu einer 1 :I-Mischung der Enolther 8a und 8b umgesetzt, in- 
dem man in trimethylorthoformiat mit Ammoniumcamphersul- 
fonat (NH: CSA) als Katdlysator erhitzter4'. Das Isomer 8 b 
wurde durch Saulenchromatographie gereinigt und durch Be- 
handlung mit Ethanolamin in 4 umgewandeltrS1. 

U 6, X , Y = O  
7, X, Y = OMe, OMe 

88 8b 

L 4  

Schema 2. Syntliese von 4: a) CICH,C,H,CO,Et (0.5 Aquiv.). CH,CN, RiickfluB, 
10 min, 58%; b) (MeO),CH, MeOH, NH:CSA cat., Raumtemperatur, 15 m n ,  
100%; c) (MeO),CH, NH,CSA cat., RuckfluB, 30 min, 85%;d) Ethanolamin, 
Ethanol. K,CO,, 50°C. 17 h, 94%. 
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Der monoklonale Antikorper 14D9 wurde wie beschrieben 
hergestellt und gereinigtL61. Fur die antikorperkatalysierte Re- 
aktion wollten wir ein Verfahren ausarbeiten, fur das nur eine 
konventionelle Laborausstattung benotigt wird und das eine 
effiziente Ruckgewinnung des Antikorpers ermoglicht. So nut- 
Zen wir in unserem Verfahrenl'] die Dialyse fur die Abtrennung 
des Produktes und des nicht umgesetzten Substrates vom Kata- 
lysator. Dies ist nur wegen der betrbhtlichen Loslichkeit von 4 
und 5 in Wasser moglich. Eine Losung des Substrates 4 (500 mg, 

Angew. Chem. 1994, t06, NF. 4 (0 VCH Yerlugsgescllschuji mbH, 0-69431 Weinheim. 1994 0044-8249/94/0404-0485 $ i0.00f .2j/O 485 



ZUSCHRIFTEN 

183 mmol) in 1 mL Methanol wurde zu dem in Puffer gelosten 
Antikorper (57 mL, 7 mg/mL, 400 mg) gegebenrE1 und bei Raum- 
temperatur in einem 250 mL-Rundkolben rnit einem Magnetruh- 
rer geriihrt. Innerhalb von 5 h wurden 80% des Substrates umge- 
setzt, und 5 entstand mit 89-91 % eeLgl. Die Losung wurde an- 
schlieaend in einen Dialysebeutel uberfuhrt und in 1 L des glei- 
chen Puffers bei pH 7.0 dialysiert, wodurch 95 YO des Produktes 
vom Antikorper getrennt werden konntenrlO? Nicht umgesetztes 
Ausgangsmaterial und das gewunschte Produkt wurden durch 
Extraktion aus dem Dialyse-Puffer gewonnen" 'I. Das reine Ke- 
ton( -)-5r121 erhalt man durch Kristallisation['31 rnit einer Aus- 
beute von 60-65 Y (bezogen auf eingesetztes Ausgangsmdte- 
rial) und einem Enantiomerenuberschul.3 von 86 % ee1141. Die im 
Dialysebeutel verbliebenen Antikorper wurden dann erneut mit 
1 L Puffer bei pH 6.0 dialysiert, wodurch die ursprunglichen 
Bedingungen wiederhergestellt und verbliebenes Produkt durch 
Verdunnung entfernt wurde. Die Antikorper enthaltende Lo- 
sung wurde schliel3lich fur einen weiteren Reaktionscyclus in 
den Glaskolben iiberfuhrt. Die Prozedur wurde funfmal wieder- 
holt, wodurch man insgesamt 2.55 g des Substrates verbrauchte. 
Die Gesamtausbeute an ( - ) -5  betrug 1.50 g (62 %) mit 86% ee 
nach Kristallisation und bezogen auf das umgesetzte Substrat. 
Die Aktivitat der Antikorper nahm in jedem Reaktionscyclus 
um 5 YO ab, was auf Verluste bei der Uberfuhrung der Losungen 
hinweist. Die Umsatzzahl (turnover number) betrug pro kataly- 
tisches Zentrum 4700 (940 pro Lauf)["l. 

Wahrend wir in dem detailliert beschriebenen Experiment ger- 
einigte Antikorper einsetzten, wurden alle Vorversuche mit dem 
rohen Ammoniumsulfat-Prazipitat durchgefiihrt. In beiden Fal- 
len wurde die fur die Hydrolyse von 4 beobachtete katalytische 
Aktivitat des Antikorpers vollstlndig durch das Hapten inhi- 
biert, d. h. es findet eine spezifische Bindung im katalytischen 
Zentrum des Antikorpers statt. Tatsachlich scheint die katdyti- 
sche Aktivitat des gereinigten Antikorpers pro Gewichtseinheit 
geringer zu sein als jene des Ammoniumsulfat-Prazipitats, wes- 
halb wir annehmen, dal.3 die Reinigung rnit einer teilweisen, 
irreversiblen Denaturierung des Proteins einhergeht. In beiden 
Fallen entspricht die beobachtete Aktivitat 20-40 Yo der fur ein 
reines Protein erwarteten Aktivitat. Der Einsatz roher Antikor- 
per spart Arbeit und Kosten, da weitere Reinigungsschritte zeit- 
und materialaufwendig sind. 

Antikorperkatalysierte Reaktionen konnen also mit konven- 
tionellen Labortechniken im Gramm-MaDstab durchgefuhrt 
werden. Der katalytisch wirksame Antikorper wird zuriickge- 
wonnen und kann erneut verwendet werden. Die fur diese Stu- 
die ausgewihlte Reaktion 1st exemplarisch. Sie kann mit keinem 
anderen Katalysator enantioselektiv durchgefiihrt werden, und 
sie veranschdulicht die Rolle, die Antikorper als Katalysatoren 
in der praparativen Organischen Chemie spielen konnen. 
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141 Dieses Verfahren ist einfacher als bisher veroffentlichte Experimente. Untersu- 
chungen iiber dessen Allgemeingiiltigkeit finden zur &it statt. 

[51 Ausgewdhlte physikalische Eigenschaften von 4: farblose Kristalle, Schmp. 
74-75 "C: 'H-NMR (500 MHr, CDCI,): 6 = 7.67,7.22 (2 m, 2 x 2H), 6.69 (br, 
t, 1 H), 3.82 (td, 2H, J = 5,4.5), 3.61 (dt. 2H, J = 8, 4), 3.40 (br, s. 2H), 2.48 
(m. 2H), 2.10 (m. ZH), 1.81 (m, 2 H): I3C-NMR (125 MHz, CDCI,): 6 = 168.7, 

1R (KBr): ? = 3287, 2937, 2850, 1689; 1639, 1546, 1339. 1292, 1163, 1108, 
1060, 1033, 860. 704m- ' .  

[61 14D9 ist eine bei Miusen vorkommende Hybridom-Zellinie. die durch Fusion 

152.3, 145.1, 131.4, 128.8, 126.9, 112.9, 62.5, 56.8, 42.8, 32.4, 31.0, 28.X, 19.5; 

einer 1 29G1XT-Milzzelle (von einer mit dem Hapten 1 immunisierten Maus) 
rnit einer balblc-Myelomzelle erhalten wurde und einen ~y,-AntikOrper produ- 
ziert. Der Antikorper wird durch wachsendes Ascites dieser Zellinie produziert. 
Die Ascites-Fliissigkeit wurde durch Fillung mit Ammoniumsulfat, Anionen- 
austausch und Protein-Gelchromatographie aufgearbeitet. a) G. Kohler, C. 
Milstein, Nature 1975, 256, 495: b) E. Enguall. Methods Enzymol. 1980. 70, 
419. 

171 AIle Reaktionen wurden rnit HPLC analysiert (Chirdlpak-AS-Sdule, 0.45 x 
22cm; Hexan/Isopropylalkohol, 7:3, 1 mlmin-I ) :  1,(4) = 5.3 min, t .((+)- 
-5) = 9.2 min, tR((-)-5) = 12.5 min: UV-Detektion bei 240 mn. 

[XI Der Puffer besteht aus SO mmolL-' Bistris (N,N-Bis(hydroxyethyI)tris(hy- 
droxymethyl)aminomethan), 100 mM NaCI, pH 6.0. 

[9] Die antikorperkatalysierte Reaktion ist zu 100% enantioselektiv. Unter den 
Bedingungen der Reaktion werden allerdings 10% des Produktes durch 
H,O'-katalysierte Hydrolyse von 4 zu rac-5 gebildet. 

1101 Wir benutzten Dialyseschlauche aus Cellulose, die Proteine groBer als 12- 
14 kDa zuruckhalten. Der Antikorper hat eine Molekiilmasse von 150 kDa 
und wird im lnnern des Schlauchs zuriickgehalten: Molekiile, die kleiner als 
12-14 kDa sind, diffundieren durch die Membran. Das Gleichgewicht wird bei 
20 "C nach 17 h erreicht. Dialyseschliuche werden auch fiir Enzymreaktionen 
benutzt, siehe: C.-H. Wong, Science 1989. 244, 1145. 

[Ill Die Extraktion rnit Toluol(4 x 50 mL) entfernt selektiv nicht umgesetztes Sub- 
strat 4. Der Puffer wird dann mit NaCl gesattigt, und 5 wird mit Ethylacetat 
extrahiert (4 x 200 mL). 

1121 Die absolute Konfiguration von(-)-S wurde durch Vergleich mit (+)-(R)-2- 
Benzylcyclopentanon als ( S )  festgelegt. K. Matsumoto, H. Ohta, Tetrahedron 
Lett. 1991, 32. 4729. 

1131 Das Rohprodukt (370 mg) wurde in 2 mL heiBem Ethylether gelost und durch 
tropfenweisen Zusatz von 1.5 mL Hexan umkristallisiert, die Ausbeute an (-)- 
5 betrug 310mg (65%). Farblose Kristalle, Schmp. 88-9OoC, [# = -134 
(c = 0.9 in EtOH): 'H-NMR (500 MHz. CDCI,): 6 =7.69, 7.21 (2m, 2 x 2H), 
6.78(br.t,lH),3.81(br.m,2H),3.61(q,2H,J=5).3.15(dd,lH,J=14,4), 
3.04 (br. m, 1 H), 2.60 (dd. 1 H, J = 14.9). 2.36 (m, 2 H), 2.08 (m, 2 H), 1.96 (m, 
lH), l.Sl(b, s, lH), 1.74 (m, lH),  1.53 (ddd, l H ,  J =  23, 11, 7): I3C-NMR 
(125MHz, CDCI,): 6 = 220.0, 168.4, 144.0, 132.1, 129.1, 127.2, 62.1, 50.7, 
42.8, 38.1, 35.3, 29.0, 20.5; IR (KBr): i = 3296, 2936, 2874, 1731, 1637, 1557, 
1503, 1441,1404, 1055, 805, 682 cm-I. 

[14] Der zusdtzliche Verlust an Enantisomerenreinheit ist auf die Hydrolyse des 
restlichen Enolethers 4 wahrcnd der Dialyse zuriickzufiihren. Fuhrt man die 
Dialyse bei pH 8.0 durch, so wird zwar die Hydrolyse von 4 gestoppt, gleichzei- 
tig aber 5 racemisiert. 

[IS] Die Konzentration der katalytischen Zentren vor und nach jedem Lanf wntde 
wie beschrieben (siehe Lit. [3]) durch quantitative Titration der katalytischen 
Aktivitlt rnit dem Hapten bestimmt. Der Gesamtgehalt an aktivem Katalysa- 
tor im Experiment betrug 1.3 pmol zu Beginn und sank allmahlich auf 0.97 pmol 
nach fiinf Reaktionscyclen. Es wurden also nur annahernd 0.06 MOIL% des 
Katalysators pro Lauf verbraucht. 

Silablausaure (Silannitril) : Matrixisolierung, 
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Verbindungen des divalenten Siliciums (Silylene, Silandiyle)['I 
und solche mit Mehrfachbindungent2] stehen nach wie vor im 
Blickpunkt des Interesses von Theoretikern und praparativ ar- 
beitenden Chemikern. Unser Augenmerk gilt vor allem den un- 
substituierten Stammverbindungen. Von den stickstoffhaltigen 
Derivaten 1-4 sind Aminosilylen l L 3 I  und Silaisoblausaure (Imi- 
nosilylen) 3r41 schon friiher in einer Argon-Matrix gefaI3t und 
identifiziert worden. Wir berichten hier iiber den Nachweis der 
beiden noch fehlenden Verbindungen 2 und 4. Dabei ist Silannitril 
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[**I Hetero-x-Systeme. 19. Mitteilung; vorgetragen (G. M.) auf den Miinchner Sili- 
contagen (3. August 1992). D i e s  Arbeit wwrde vom Fonds der Chemischen 
Industrie gefordert. - 18. Mitteilung: G. Maier, H.-J. Wolf, R. Boese, Chem. 
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