ZUSCHRIFTEN

183 mmol) in 1 mL Methanol wurde zu dem in Puffer gel6sten
Antikérper (57 mL, 7 mg/mL, 400 mg) gegeben®! und bei Raum-
temperatur in einem 250 mL-Rundkolben mit einem Magnetrith-
rer gerithrt. Innerhalb von 5 h wurden 80 % des Substrates umge-
setzt, und 5 entstand mit 89—91% ee!l®. Die Losung wurde an-
schlieBend in einen Dialysebeutel liberfiihrt und in 1 L des glei-
chen Puffers bei pH 7.0 dialysiert, wodurch 95 % des Produktes
vom Antikérper getrennt werden konnten!! %1, Nicht umgesetztes
Ausgangsmaterial und das gewiinschte Produkt wurden durch
Extraktion aus dem Dialyse-Puffer gewonnen!"'!!. Das reine Ke-
ton( —)-512! erhilt man durch Kristallisation! 3! mit einer Aus-
beute von 60-65% (bezogen auf eingesetztes Ausgangsmate-
rial) und einem EnantiomereniiberschuB3 von 86 % ee!*#, Dieim
Dialysebeutel verbliebenen Antikérper wurden dann erneut mit
1 L Puffer bei pH 6.0 dialysiert, wodurch die urspriinglichen
Bedingungen wiederhergestellt und verbliebenes Produkt durch
Verdiinnung entfernt wurde. Die Antikdrper enthaltende Lo-
sung wurde schlieBlich fiir einen weiteren Reaktionscyclus in
den Glaskolben iiberfiihrt. Die Prozedur wurde fiinfmal 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 Aktivitit der Antikérper nahm in jedem Reaktionscyclus
um 5% ab, was auf Verluste bei der Uberfﬁhrung der Losungen
hinweist. Die Umsatzzahl (turnover number) betrug pro kataly-
tisches Zentrum 4700 (940 pro Lauf)!*31,

Wihrend wir in dem detailliert beschriebenen Experiment ger-
einigte Antikorper einsetzten, wurden alle Vorversuche mit dem
rohen Ammoniumsulfat-Prizipitat durchgefiihrt. In beiden Fil-
len wurde die fiir die Hydrolyse von 4 beobachtete katalytische
Aktivitdt des Antikorpers vollstindig durch das Hapten inhi-
biert, d.h. es findet eine spezifische Bindung im katalytischen
Zentrum des Antikorpers statt. Tatsdchlich scheint die katalyti-
sche Aktivitiit des gereinigten Antikérpers pro Gewichtseinheit
geringer zu sein als jene des Ammoniumsulfat-Prizipitats, wes-
halb wir annehmen, daB die Reinigung mit eciner teilweisen,
irreversiblen Denaturierung des Proteins einhergeht. In beiden
Fillen entspricht die beobachtete Aktivitat 20~40 % der fiir ein
reines Protein erwarteten Aktivitit. Der Einsatz roher Antikor-
per spart Arbeit und Kosten, da weitere Reinigungsschritte zeit-
und materialaufwendig sind.

Antikorperkatalysierte Reaktionen koénnen also mit konven-
tionellen Labortechniken im Gramm-MaBstab durchgefithrt
werden. Der katalytisch wirksame Antikérper wird zuriickge-
wonnen und kann erneut verwendet werden. Die fiir diese Stu-
die ausgewihlte Reaktion ist exemplarisch. Sie kann mit keinem
anderen Katalysator enantioselektiv durchgefiihrt werden, und
sie veranschaulicht die Rolle, die AntikSrper als Katalysatoren
in der praparativen Organischen Chemie spielen konnen.

Eingegangen am 28. September 1993  [Z 6380]
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[4] Dieses Verfahren ist einfacher als bisher verffentlichte Experimente. Untersu-
chungen iiber dessen Allgemeingiiltigkeit finden zur Zeit statt,

[5] Ausgewiihlte physikalische Eigenschaften von 4: farblose Kristalle, Schmp.
74-75°C; "H-NMR (500 MHz, CDCl,): § =7.67,7.22 (2 m, 2 x 2H), 6.69 (br,
t, 1H), 3.82 (1d, 2H, 7 = 5, 4.5), 3.61 (dt, 2H, J = 8, 4), 3.40 (br, 5, 2H), 2.48
(m, 2H), 2.10 (m, 2H), 1.81 (m, 2 H); *3C-NMR (125 MHz, CDCl,): § =168.7,
152.3,145.1, 131.4, 128.8, 126 .9, 112.9, 62.5, 56.8, 42.8, 32.4, 31.0, 28.8, 19.5;
IR (KBr): ¥ = 3287, 2937, 2850, 1689; 1639, 1546, 1339, 1292, 1163, 1108,
1060, 1033, 860, 704 cm .

[6} 14D9 ist eine bei M#usen vorkommende Hybridom-Zellinie, die durch Fusion
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einer 129G1X"-Milzzelle (von einer mit dem Hapten I immunisierten Maus)

mit einer balb/c-Myelomzelle erhalten wurde und einen kvy,-Antikdrper produ-

ziert. Der Antikérper wird durch wachsendes Ascites dieser Zellinie produziert.

Die Ascites-Fliissigkeit wurde durch Fillung mit Ammoniumsulfat, Anionen-

austausch und Protein-Gelchromatographie aufgearbeitet. a) G. K6hler, C.

Milstein, Narure 1975, 256, 495; b) E. Enguall, Methods Enzymol. 1980, 70,

419.

Alle Reaktionen wurden mit HPLC analysiert (Chiralpak-AS-Sdule, 0.45 x

22 em; Hexan/Isopropylalkohol, 7:3, 1 mLmin~?'): #(4) = 5.3 min, £((+)-

5) = 9.2 min, &{{(—~)-5) =12.5 min; UV-Detektion bei 240 nm.

[8] Der Puffer besteht aus 50 mmolL~? Bistris (¥, N-Bis(hydroxyethyl)tris(hy-
droxymethyl)aminomethan), 100 mm NaCl, pH 6.0,

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

[10] Wir benutzten Dialyseschliuche aus Cellulose, die Proteine grofler als 12—
14 kDa zuriickhalten. Der Antikorper hat eine Molekiilmasse von 150 kDa
und wird im Innern des Schiauchs 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, siche: C.-H. Wong, Science 1989, 244, 1145.

{11] Die Extraktion mit Toluol (4 x 50 mL) entfernt selektiv nicht umgesetztes Sub-
strat 4. Der Puffer wird dann mit NaCl gesittigt, und § wird mit Ethylacetat
extrahiert (4 x 200 mL).

[12] Die absolute Konfiguration von(—)-§ wurde durch Vergleich mit (+)-(R)-2-

Benzylcyclopentanon als (S) festgelegt. K. Matsumoto, H. Ohta, Tetrahedron

Lert. 1991, 32, 4729.

Das Rohprodukt (370 mg) wurde in 2 mL heiBem Ethylether geldst und durch

tropfenweisen Zusatz von 1.5 mL Hexan umkristallisiert, die Ausbeute an (—)-

5 betrug 310 mg (65%). Farblose Kristalle, Schmp. 88-90°C, [«]3® = — 134

(c = 0.9 in EtOH); 'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 6 =7.69, 7.21 (2m, 2 x 2 H),

6.78 {br. t, 1 H), 3.81 (br. m, 2H), 3.61 (q, 2H, J= 5).3.15(dd, 1 H, J =14, 4),

3.04 (br. m, 1H), 2.60 (dd, 1H, J =14, 9), 2.36 (m, 2H), 2.08 (m, 2H), 1.96 (m,

1H), 1.81(b, s, 1H), 1.74 (m, 1 H), 1.53 (ddd, 1H, J = 23, 11, 7); *C-NMR

(125 MHz, CDCly): & = 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): # = 3296, 2936, 2874, 1731, 1637, 1557,

1503, 1441, 1404, 1055, 805, 682 cm™?,

[14] Der zusiitziiche Verlust an Enantisomerenreinheit ist auf die Hydrolyse des
restlichen Enolethers 4 wihrend der Dialyse zuriickzufithren. Fithrt man die
Dialyse bei pH 8.0 durch, so wird zwar die Hydrolyse von 4 gestoppt, gleichzei-
tig aber § racemisiert.

[15] Die Konzentration der katalytischen Zentren vor und nach jedem Lauf wurde
wie beschrieben (siehe Lit. [3]) durch quantitative Titration der katalytischen
Aktivitdt mit dem Hapten bestimmt. Der Gesamtgehalt an aktivem Katalysa-
tor im Experiment betrug 1.3 pmol zu Beginn und sank allmihlich auf 0.97 uymol
nach fiinf Reaktionscyclen. Es wurden also nur annihernd 0.06 Mol-% des
Katalysators pro Lauf verbraucht.

[7

[13

Silablausiure (Silannitril): Matrixisolierung,
Assoziat mit Wasserstoff **

Giinther Maier * und Jorg Glatthaar

Verbindungen des divalenten Siliciums (Silylene, Silandiyle)!!!
und solche mit Mehrfachbindungen'?! stehen nach wie vor im
Blickpunkt des Interesses von Theoretikern und préparativ ar-
beitenden Chemikern. Unser Augenmerk gilt vor allem den un-
substituierten Stammverbindungen. Von den stickstoffhaltigen
Derivaten 14 sind Aminosilylen 1! und Silaisoblausiure (Fmi-
nosilylen) 31! schon frither in einer Argon-Matrix gefaBt und
identifiziert worden. Wir berichten hier iiber den Nachweis der
beiden noch fehlenden Verbindungen 2 und 4. Dabei ist Silannitril

[*1 Prof. Dr. G. Maier, Dipl.-Chem. J. Glatthaar

Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Heinrich-Buff-Ring 58, D-35392 GieBen
Telefax: Int. + 641/702-5712

[**] Hetero-n-Systeme, 19. Mitteilung; vorgetragen (G. M.) auf den Miinchner Sili-
contagen (3. August 1992). Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen
Industrie geférdert. — 18. Mitteilung: G. Maier, H.-I. Wolf, R. Boese, Chem.
Ber. 1990, 123, 505-511.
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4 von besonderem Interesse, denn wihrend im Gleichgewicht
RCN ==RNC"! die Nitrilform bevorzugt ist, erwartet man in
der Sila-Reihe das umgekehrte. Nach ab-initio-Berechnungen (!
liegt — abhédngig vom verwendeten Basissatz — Silannitril 4 ener-
getisch um 50100 kcalmol ~ ! héher als das Isomer 3.

H H
Si-N '$i=N H—N=S$;i H—Si=N
/ \ / \.
H H H H
1 2 3 4

Den idealen experimentellen Einstieg in die H,SiN- und HSiN-
Hyperfliche bietet Silylazid 51> *1, Wie von uns bereits beschrie-
ben™!, ist nach der Bestrahlung von 5 in Argon bei 10 K mit
Licht der Wellenlidnge 254 nm Aminosilylen 1 [UV: 4_,, = 348,
220,208 nm; IR: % = 866 {vg_,) cm™*; ber.™); 948 cm™*] nach-
zuweisen, Bei Anwendung kiirzerer Wellenldngen (222 nm; KrCl-
Excimerlaser) ist das Hauptprodukt Silaisoblausdure 3 [UV:
Amax = 250 nm (schwach); IR: ¥ = 3585, 3580 (vy_y), 1202, 1200
(Veion), 522 (Bny) em™'; ber.[®l: 3613, 1216.5, 518.4 cm™!].
Aminosilylen 1 wird nicht direkt in Silaisoblausdure 3 umge-
wandelt. In Einklang mit der Theorie!” ist davon auszugehen,
daB zunidchst eine H-Verschiebung 1 — 2 (berechnete Barriere:
74 kcalmol ™ !) und anschlieBend eine Dehydrierung von 2 zu
319! stattfinden. In der Tat 148t sich auf dem Weg 1 — 3 ein
Zwischenprodukt nachweisen, welches als das unsubstituierte
Silanimin 2 aufzufassen ist [UV: A, =240nm; ber.°":
238 nm; IR: ¥ = 2253, 2175 (vg_g)» 1097 (vg.n) cm ™~ 1; ber.l™:
1247 cm™ 1.

Bei der Matrixbestrahlung von Silylazid § mit dem 193 nm-
Licht eines ArF-Excimerlasers verlduft die Reaktion anders. Man
registriert das IR-Spektrum einer neuen Spezies, die nach den
spektralen Daten [UV: A__ = 238, 258, 266, 350 nm; IR: ¥ =

(D)H—Sli——N3
hv(222) H(D) hv(193)
3
hv hv
(254,222) (254)

max

H(D)

OH__ hv(254,222) - o)
/S|=N = Si—N
(D)H \H(D) hv(>310,222) (D)H/ \H(D)
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*Si=N
6
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™
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2151, 2149 (vg_y); 1163, 1161 (vg_n, cm™!] Silannitril 4 sein
muB. Damit ist es unseres Wissens erstmals gelungen, eine Ver-
bindung mit einer formalen Si=N-Dreifachbindung vom Nitril-
typ spektroskopisch zu identifizieren!" °). Ein zusitzlicher Struk-
turbeweis fur 4 ist darin zu sehen, daB es bei Langzeit-Belich-
tung mit der Wellenldnge 193 nm sein Wasserstoffatom verliert
und in das gut bekanntel!!) SiN-Radikal 6 iibergeht [UV: be-
sonders starke Bande bei 410 nm; IR : $ =1144 (vg_y) cm™1].

Die genetischen Zusammenhinge zwischen den Spezies 1-6
sind dem Formelschema zu entnehmen. Sie folgen aus der Ab-
oder Zunahme der entsprechenden Banden bei Verwendung der
unterschiedlichen Lichtquellen. Entscheidendes Zwischenpro-
dukt ist Silanimin 2. Dieses entsteht aus Silylazid § iiber das
nicht faBBbare Silylnitren H,SiN:!3L Silanimin 2 bildet ein Pho-
togleichgewicht mit Aminosilylen 1, liefert aber hauptsachlich
durch H,-Eliminierung Silaisoblausdure 3. Der abgespaltene
Wasserstoff verbleibt im Matrix-Kifig. Dafir spricht nicht nur,
daB die Wasserstoff-Abspaltung reversibel ist(!), zumindest so-
lange der Wasserstoff in demselben Matrixkifig wie 3 vorliegt -
es gibt auch spektroskopische Beweise: Zum einen sind die Va-
lenzschwingungs-Banden von 3 verdoppelt. Dies rithrt vermut-
lich daher, daB3 ein Gemisch von freiem 3 (ca. 10%; ¥ = 3585,
1202 cm ™~ 1) und einem H,-Assoziat 3 - H, (ca. 90%; ¥ = 3580,
1200 cm ™ 1) vorliegt. Zum anderen, und dieser Befund ist beson-
ders informativ, ist auch das mit 3 assoziierte Wasserstoffmole-
kiil direkt beobachtbar. Durch die Nachbarschaft zu 3 wird das
aus 2 abgespaltene H,-Molekiil IR-,,aktiv*‘; und man registriert
eine Bande bei 4178 cm ™ !{12], Sie verschwindet zusammen mit
den Banden von 3 - H, beim Auftauen der Matrix auf 30 K.
Parallel dazu ist ein Druckanstieg zu registrieren, der darauf
hindeutet, daf} der abgespaltene Wasserstoff nicht in der Matrix
verbleibt, sondern unter diesen Bedingungen bereits in die Gas-
phase entweicht. Dabei nehmen die Absorptionen von freiem 3
(hohere Wellenzahlen) zu. Gleichzeitig verschwindet die Mog-
lichkeit, durch Belichtung (254 nm) von Silaisoblausdure 3 den
Wasserstoff wieder einzufangen und iiber Silanimin 2 das Ami-
nosilylen 1 zuriickzubilden. Das Phinomen der Assoziat-Bil-
dung mit Wasserstoff ist auch bei Silannitril 4 zu beobachten.
Bei Bestrahlung von 5 mit 193 nm-Licht erhilt man, wie oben
geschildert, Doppelbanden mit zwei etwa gleich intensiven Spit-
zen. Das heiBt, es ist von einem Gemisch von zufillig gleichen
Anteilen an H,-Assoziat 4 - H, (¥ = 2149, 1161 cm™!) und
freiem 4 (Vv = 2151, 1163 cm™!) auszugehen. Die Wasserstofi-
Schwingung erscheint im Falle von 4 - H, bei 4164 cm™!, Er-
neut wird beim Auftauen auf 30 K die Bande fiir das freie 4
intensiver, diejenige von 4 - H, schwicher.

Solange das H,-Assoziat 4 - H, vorliegt, fiihrt Bestrahlung
mit Licht der Wellenléinge 254 nm iiber 3 - H, und 2 zu Aminosi-
lylen 1 zuriick. Diese Reaktion ist nach dem Tempern bei 30 K,
wenn nur noch freies Silannitril 4 prisent ist, nicht mehr mog-
lich. Jetzt beobachtet man bei der 254 nm-Bestrahlung lediglich
die Umwandlung 4 — 3. Beim Wechsel zu 193 nm-Licht findet
die entsprechende Riickreaktion 3 —4 statt {Abb. 1). Diese
wechselseitigen Beziehungen sind ein zusitzlicher Beweis da-
fiir, daB3 die beiden beteiligten Spezies 3 und 4 Isomere sein
missen.

Das gesamte Reaktionsgeschehen 14Bt sich anhand der ent-
sprechenden Spektren der deuterierten Isotopomere bestétigen
([D,]2: ¥ =1638, 1585 (vg_p); 1063 {vg_n) cm™t; ber, 1754,
1704, 1200 cm™*; [D}4: § = 1580, 1578 (vg_p), 1145, 1144 (vg,_)
cm ™). Die Absorption des ,,assoziierten* Deuteriums erscheint
im Falle von [D]3-D, bei 2994, von [D}4-D, bei 3010/
3005 em ™12

Die Struktur von Silannitril 4 folgt aus der Analyse der IR-
Spektren, wobei den Isotopenverschiebungen zusétzliche Be-
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Abb. 1. IR-Spekiren (Differenzspektrum der Photoreaktion 3 — 4 mit Licht der
Wellenléinge 193 nm) von HSiN 4 und HNSi 3 in Argon bei 10 K. 4 = Extinktion.

weiskraft zukommt. Zu erwarten sind fiir 4 drei Fundamental-
schwingungen. Die beiden Valenzschwingungen werden experi-
mentell nachgewiesen, nicht aber die Knickschwingung. Letztere
ist entweder sehr schwach oder liegt auBlerhalb des uns zugéingli-
chen MeBbereichs (bis 220 cm™!). Die Rechnungen (Tabel-
le 1){*31 zeigen abhéingig vom Basissatz eine ungewohnlich starke
Abweichung der Bandenlagen fiir die SiN-Valenzschwingung
(v;). Berechnung auf MP2-Niveau ergibt entgegen unserer Er-
wartung einen niedrigeren als den beobachteten Wert. Dieser
Befund scheint fiir SiN-Mehrfachbindungssysteme nach unseren
Erfahrungen typisch zu sein. Nichtsdestoweniger sind die be-
rechneten Isotopenverschiebungen in guter Ubereinstimmung
mit dem Experiment. Aus den vier gemessenen IR-Banden in
Tabelle 1 errechnen sich folgende Kraftkonstanten: fg; = 2.59,
Sin =708, fuusn = — 0.45Ncem ™. Daraus folgt nach Sie-
bert!*#! eine Bindungsordnung von 2.0. Eine analoge Analyse
fitr HNSI 3 (f5;y = 8.85) gibt einen Wert von 2.3.

Tabelle 1. Beobachtete (Ar-Matrix) und berechnete IR-Spektren von HSiN 4 und
DSiN [D}4; Wellenzahlen in cm ™ !. Integrierte Intensititen (relativ zur stirksten
Bande) in Klammern.

Bande exp. MP2/6-31G* MP2/D95 **

v, o Vit 2152.2 {0.59) 22491 (0.76)  2261.8 (0.45)

Ve 1580.5 (0.31) 1629.2(0.22) 16377 (0.11)
v, n S - 444.4 (0.10) 466.7 (0.18)

s - 338.7 (0.14) 355.5 (0.22)
v c Ve [2] 1162.2 (1.00) 990.2 (1.00)  1004.9 (1.00)

29g; -6.1 -53 53

s0g4 —11.8 ~10.2 ~103

Ve [B] 1145.4 (1.00) 978.2 (1.00) 993.2 (1.00)

2351 -50 —46 —4.6

30g; -95 838 —9.0

{a] HSiN 4. [b] DSiN [DJ4.

Fazit: Die Matrixisolations-Spektroskopie gestattet nicht nur
den Nachweis von Silannitril 4 (und Silanimin 2) — selbst der
photochemisch abgespaltene Wasserstoff 1483t sich spektrosko-
pisch direkt nachweisen. Dariiber hinaus zeigt sich im Wechsel-
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spiel zwischen Experiment und Theorie!®! in wenigstens fiinf
Punkten eine ideale Ubereinstimmung: 1. Die Stabilitit inner-
halb der Serie von H,NSi-Isomeren nimmt in der Reihe Silylni-
tren/Silanimin 2/Aminosilylen 1 zu. Deshalbist es kein Wunder,
daB Silylnitren nicht beobachtet werden kann. 2. Zwischen 1
und 2 besteht eine betrichtliche Barriere, die aber durch Pho-
toanregung uberwunden werden kann. 3. Die vorhergesagte
kleine Barriere (ber. 4-131¢) oder 7.8 kcalmol~1tY) fiir die
Isomerisierung 4 — 3 reicht fiir den spektroskopischen Nach-
weis von 4 in einer Argonmatrix aus. 4. Die a-Eliminierung von
zwel Wasserstoffatomen an einem Siliciumatom ist gegeniiber
der S-Eliminierung, bei der das zweite H-Atom an einem be-
nachbarten C- oder N-Atom steht, bevorzugt. 5. HSiN 4 ist eine
bessere Quelle fiir das SiN-Radikal 6 als HNSi 3.

Eingegangen am 17. September 1993 [Z 6364]
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