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Untersuchungen an chemischen Modellen auf Metallkom-
plexbasis für hydrolytische Metalloenzyme[1±3] haben einen
Einblick in die mechanistische Rolle des Metallions (oder der
Metallionen) am aktiven Zentrum und des koordinierenden
nucleophilen Wassermoleküls in diesen Enzymen gebracht.[4]

Infolge des Fehlens eines genau definierten aktiven Zentrums
mangelt es diesen Modellkomplexen jedoch an einer spezi-
fischen Erkennung und Katalyse von Peptidsubstraten vor
Phosphoestersubstraten oder umgekehrt. Dagegen haben

Polymeren, z. B. den [n]-Nylons,[9] schmelzen die [n]-Poly-
urethane mit einer ungeraden Zahl von Methylengruppen in
der Hauptkette der Monomeren bei niedrigeren Temperatu-
ren als die [n]-Polyurethane mit einer geraden Zahl von
Methylengruppen.[10] Die beobachteten Schmelzpunkte lie-
gen um 10 bis 20 8C niedriger als die nach van Krevelens
Theorie der additiven Gruppen vorhergesagten.[11] Es sollte
erwähnt werden, daû man die Schmelzpunkte um etwa 5 8C
anheben kann, wenn man die Fraktionen niedrigerer Mole-
kulargewichte in einer langwierigen Soxhlet-Extraktion mit
heiûem Methanol entfernt.

Ein zufällig zusammengesetztes Copolymer aus 5-Isocya-
natpentanol und 6-Isocyanathexanol in einem Molverhältnis
von 1:1 wurde auf dem gleichen Weg wie die Homopolyme-
rere hergestellt. Anders als die Homopolymere sind die
Copolymere in Chloroform löslich und vollständig amorph
mit einer Glasübergangstemperatur von 8 8C laut DSC. Durch
TGA wurde belegt, daû all diese Polymere bis 200 8C stabil
sind, oberhalb dieser Temperatur zerfallen sie wegen der
Umkehrbarkeit der Urethanbildung wieder.

Die einfache Synthese der aliphatischen [n]-Polyurethane
unter Verwendung von Di-tert-butyltricarbonat 2 zur Herstel-
lung der geeigneten Monomere lieferte eine neue Klasse von
Polymeren. Sie ist besonders im Hinblick auf biologisch
abbaubare Polymere interessant, da die präparative Vorge-
hensweise auf alle Aminoalkohole mit einem Spacer von
mindestens vier Kohlenstoffatomen zwischen den beiden
funktionellen Einheiten anwendbar ist. Schlieûlich zeigt diese
Arbeit auch, daû die Verwendung neuer Synthesemethoden
aus der Organischen Chemie auch in der Polymersynthese
sehr vielversprechend ist.

Experimentelles

Die Synthese der [6]-Polyurethane wird an an einem typischen Beispiel
verdeutlicht: Eine Lösung von 5-Amino-1-pentanol (9.69 mmol, 1.00 g) in
Chloroform (2 mL) wurde unter Rühren unter die Oberfläche einer
Lösung von 2 (10.66 mmol, 2.80 g) in Chloroform (30 mL) injiziert. Die
Lösung wurde 10 min bei Raumtemperatur unter Argon gerührt. 1H-NMR
(400 MHz, CDCl3): d� 3.67 (q, 3J� 6.0 Hz, 2H; CH2OH), 3.32 (t, 3J�
6.6 Hz, 2 H; CH2NCO), 1.55 (br.m; 4H; CH2CH2OH�CH2CH2NCO),
1.40 (m, 3J� 6.7 Hz, 2 H; CH2CH2CH2CH2CH2); IR (CHCl3): nÄ � 3396
(br, s), 2971 (m), 2274 (s) cmÿ1.

Zirconium(iv)-acetylacetonat (0.1 Mol-%) wurde zugegeben, dann wurde
20 h in einer Argonatmosphäre unter ständigem Rühren bei Raumtempe-
ratur polymerisiert. Die trübe Reaktionsmischung wurde in Diethylether
ausgefällt (150 mL) und das polymere Produkt durch Vakuumfiltration in
63% Ausbeute (0.81 g) erhalten. Schmp. 127 8C; Zers. bei 200 8C; 1H-NMR
(400 MHz, [D6]DMSO): d� 7.04 (br. t, 0.9 H; NH, trans-Konformer), 6.72
(br.m, 0.1H; NH, cis-Konformer), 3.89 (t, 3J� 6.2 Hz, 2H; CH2O), 2.95 (q,
3J� 6.0 Hz, 2H; CH2N), 1.50 (m, 3J� 7.2 Hz, 2H; CH2CH2O), 1.40 (m, 3J�
7.7 Hz, 2 H; CH2CH2N), 1.28 (m, 3J� 6.6 Hz, 2 H; CH2CH2CH2CH2CH2);
13C-NMR (100 MHz, [D6]DMSO, 100 8C): d� 156.4 (C�O), 63.5 (CH2O),
40.1 (CH2N), 29.4 (CH2CH2O), 28.7 (CH2CH2N), 26.0
(CH2CH2CH2CH2CH2); IR (KBr): nÄ � 3318 (br, s), 2944 (m), 2870 (w),
1684 (s), 1535 (s), 1263 (s) cmÿ1; Elementaranalyse für (C6H11NO2)n : C
55.46 % (ber. 55.80 %), H 8.67 % (8.58 %), N 10.55 % (10.85 %).
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Enzyme die Fähigkeit entwickelt, einen speziellen Substrat-
typ zu erkennen, und sind in der Lage, die entsprechenden
Übergangszustände zu stabilisieren,[5] etwa den tetraedri-
schen Übergangszustand der Peptidhydrolyse, der sich stark
von dem trigonal-bipyramidalen Übergangszustand der Phos-
phoesterhydrolyse unterscheidet.[4] Daher kann jede Klasse
von hydrolytischen Metalloenzymen nur eine Art von Hy-
drolyse katalysieren, ungeachtet der Anwesenheit eines stark
aktivierten koordinierenden Wassermoleküls (107fache er-
höhte Acidität), das für einen Angriff am Substrat zur
Verfügung steht. Zudem gleichen anionische tetraedrische
Phosphoester,[6] Phosphonate,[7] Phosphoamidate[8] und Halb-
acetale[9] dem geminalen Übergangszustandsdiolat von Pep-
tiden, Estern und Amiden, die bei der Hydrolyse durchlaufen
werden; sie sind also potentielle Inhibitoren für die entspre-
chenden Enzyme. Deshalb ist es unwahrscheinlich, daû ein
Enzym mit einem einzigen aktiven Zentrum sowohl Phos-
phoester- als auch Peptidsubstrate hydrolysieren kann, weil
die spezifische Erkennung und Hydrolysewege für diese
beiden Substrattypen sehr verschieden sind.

Wir berichten hier über eine einzigartige ¹alternativeª
Enzymkatalyse, bei der eine Dizink-Aminopeptidase aus
Streptomyces griseus (sAP) bemerkenswerte hydrolytische
Aktivität sowohl gegenüber Peptid- als auch gegenüber
Phosphodiestersubstraten zeigt. So kann dieses Enzym als
ein Zwei-Zentren-Modell dienen, um einen tieferen Einblick
in den Katalysemechanismus der durch zwei Metallzentren
katalysierten Hydrolyse zu geben.

Die während der Reinigung von sAP erhaltenen Aktivi-
tätsprofile[10, 11] und dessen Thermodesaktivierung bei 69 8C
zeigen, daû die Aktivität gegenüber der Hydrolyse des Phos-
phodiesterasesubstrats Bis-p-nitrophenylphosphat (BNPP)[12]

immer parallel zur Aktivität gegenüber den Aminopeptida-
sesubstraten Leu-p-nitroanilid (Leu-pNA) und Lys-pNA ver-
läuft (siehe Daten in Lit. [13] und Tabelle 1). Diese Beob-
achtung führt zur Annahme, daû diese beiden unterschiedli-
chen Typen von Hydrolysereaktionen möglicherweise durch
ein einziges Enzym katalysiert werden und daû die Abnahme
beider Aktivitäten der Thermodenaturierung von sAP zuge-
schrieben werden kann. Beide Aktivitäten werden kompetitiv
durch die Dizink-Aminopeptidase-Inhibitoren Bestatin,[14]

1-Aminobutylphosphonat[7] und Leu-Hydroxamat[15] inhibiert
(Tabelle 1). Zudem wirkt das ¹langsame Substratª BNPP
selbst als kompetitiver Inhibitor (Ki� 5.1 mM) gegenüber der
Hydrolyse von Leu-pNA durch sAP. Basierend auf den
kompetitiven Inhibitionsmustern schlieûen wir, daû die

Hydrolyse von BNPP im zweikernigen aktiven Zentrum von
sAP stattfindet.

Wir haben zuvor gezeigt, daû Co2� nacheinander an die
beiden Metallbindungsstellen von apo-sAP bindet.[11] Die
Hydrolyse von BNPP durch apo-sAP weist ein selektives
Co2�-Aktivierungsprofil auf (Spur &, Abbildung 1), ähnlich zu

Abbildung 1. Aktivierung von apo-sAP (0.112 mm in 0.1m MES-Puffer bei
pH 6.1) durch Co2� für die Hydrolyse von Lys-pNA (2.5 mm, *, v1) und
BNPP (5 mm, &, v2) in 0.1m HEPES-Puffer bei 30 8C und pH 8.0
(HEPES� 2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsäure). Die
durchgezogenen (Lys-pNA) und gepunkteten Linien (BNPP) wurden aus
den Meûdaten unter Annahme idealer selektiver Metallbindung berech-
net. Der obere Einschub ist ein Graph einer Michaelis-Menten-Kinetik für
die Hydrolyse von BNPP, der zu kcat� 0.45 sÿ1 und Km� 4.5 mm führt. Die
abgebildeten 1H-NMR-Spektren (Bruker AMX 360 bei 360.13 MHz,
298 K, 908-Puls und Vorsättigung zur Lösungsmittelunterdrückung) zeigen
das Binden von einem (links) und zwei Co2�-Ionen (rechts) an apo-sAP.

der Hydrolyse eines Peptidsubstrats[11] (Spur *), was ver-
muten läût, daû beide Hydrolysen im zweikernigen aktiven
Zentrum von sAP ablaufen. Diese aufeinanderfolgende
Bindung von Co2� an apo-sAP wurde auch aus NMR-
spektroskopischen Untersuchungen geschlossen (siehe untere
Einschübe in Abbildung 1).[12] Die Hydrolyse von BNPP
durch eine mögliche Verunreinigung mit Phosphodiesterase
kann deshalb durch diese Aktivierungsstudien mit stöchio-
metrischen Metallmengen ausgeschlossen werden.

Es wurde eine vollständige Michaelis-Menten-Analyse der
BNPP-Hydrolyse durch sAP durchgeführt (siehe oberer
Einschub in Abbildung 1 und Tabelle 1). Bemerkenswert ist,
daû die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der
BNPP-Hydrolyse durch sAP (100mÿ1 sÿ1 bezogen auf kcat/
Km) unter milden Bedingungen (30 8C und pH 8.0) die von

Tabelle 1. Hydrolysen von Aminopeptidasesubstraten und BNPP durch sAP (die ersten aktiven von der Ionenaustauschersäule eluierten Fraktionen) in
0.1m HEPES-Puffer bei pH 8.0 in Gegenwart von 2 mm Ca2� bei 30 8C.

Hitzedesaktivierung[a] Ki [mm][b] Kinetische Parameter[c]

Substrate 7 h [%] Bestatin[d] ABP[d] Leu-NHOH[e] kcat [sÿ1] Km [mm] kcat/Km [mÿ1 sÿ1]

BNPP 22 1.3� 0.1 1.5� 0.2 40� 13 0.45� 0.02 4.5� 0.4 100
Leu-pNA 21 1.5� 0.2 1.9� 0.2 38� 10 657� 54 0.45� 0.42 1.46� 106

Ala-pNA 19 1.2 1.9 30 3.6� 0.4 5.0� 0.4 720
Lys-pNA 26 2.1 1.9 52 1.5� 0.2 7.1� 0.8 211

[a] BNPP, 10 mm ; Leu-pNA, 1 mm ; Ala-pNA, 10 mm und Lys-pNA, 10 mm in 0.1m HEPES bei pH 8.0 und 69 8C. Die Aktivitäten sind bezogen auf
unbehandelte Vergleichsproben. [b] Aus drei unterschiedlichen Inhibitor-Konzentrationen erhalten.[5b] Der Ki-Wert von BNPP bei der Hydrolyse von Leu-
pNA ist 5.1 mm. [c] Die Substrat-Konzentrationen waren: BNPP: 1.0 ± 20 mm ; Leu-pNA: 0.1 ± 2.0 mm ; Ala-pNA: 1 ± 20 mm und Lys-pNA: 1 ± 20 mm. Die
Ausgangsgeschwindigkeiten wurden über die ¾nderung der Absorption bei 405 nm für Peptidsubstrate (e� 10600mÿ1 cmÿ1) und für BNPP (e�
17500mÿ1 cmÿ1) bestimmt. [d] 1, 2 und 4 mm, 3 h mit sAP vorinkubiert; ABP� 1-Aminobutylphosphonat. [e] 25, 50 und 100 mm, ohne Inkubation.
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Zn2�-enthaltenden Modellen (typischerweise im Bereich von
1.3 ± 12.7� 10ÿ5mÿ1 sÿ1 bei 35 8C und pH 8.6 ± 10.5) minde-
stens um den Faktor 106 übertrifft.[2, 16] Auch die spezifische
Aktivität gegenüber der Hydrolyse von 1 mm BNPP wurde zu
33.7 nmol minÿ1 mgÿ1 bestimmt. Dieser Wert ist höher als der
für die Hydrolyse von 1 mm Gly-pNA durch sAP
(919.3 nmol minÿ1 mgÿ1, aus Lit. [10b] berechnet) und über-
trifft die Aktivitäten von mehreren Phosphoesterasen gegen-
über der Hydrolyse von 1 mm BNPP. Zum Beispiel betragen
die spezifischen Aktivitäten der alkalischen Phosphatase aus
Rinderdarm, Hühnerdarm und Escherichia coli 41.5, 16.5 bzw.
11.1 nmol minÿ1 mgÿ1, und die von saurer Phosphatase aus
Weizenkeimen 1.9 nmol minÿ1 mgÿ1.[12] Die Aktivitäten von 5'-
Nucleotid-Phosphodiesterase aus Rinderdarm und Schlan-
gentoxin, 3'-Nucleotid-Phosphodiesterase aus Rindermilz
und cAMP-Phosphodiesterase aus Rinderherz betragen
2450, 82.3, 0.8 bzw. 0.3 nmol minÿ1 mgÿ1.[12]

Obwohl sich das Phosphodiesterasesubstrat BNPP wegen
der p-Nitrogruppe sehr leicht hydrolysieren läût, ist die
Geschwindigkeit der Autohydrolyse mit einer Geschwindig-
keitskonstante erster Ordnung von 3� 10ÿ10 sÿ1 bei pH 7.0
und 50 8C[2b] und 6.3� 10ÿ8 sÿ1 bei pH 10.0 und 100 8C[17]

immer noch sehr gering. Die Geschwindigkeitskonstante
pseudo-erster Ordnung der BNPP-Hydrolyse durch sAP
kann aus der Michaelis-Menten-Kinetik bei geringen Sub-
stratkonzentrationen, den Bedingungen, die in vielen chemi-
schen Modellstudien verwendet werden, extrapoliert wer-
den.[1±3] Der bei pH 8 und 30 8C erhaltene Wert von 1.0 sÿ1 ist
ungefähr 1010 mal gröûer als die Geschwindigkeitskonstante
erster Ordnung der Autohydrolyse dieses Substrats unter
ähnlichen Bedingungen. Diese Geschwindigkeitserhöhung ist
durchaus bemerkenswert, wenn man berücksichtigt, daû
dieser Phosphodiester ein Übergangszustandsanalogon für
die Peptid- und Esterhydrolyse ist[6] und vermutlich nicht
durch Peptidasen hydrolysiert wird. Zudem ist die Geschwin-
digkeit der unkatalysierten Phosphodiesterhydrolyse generell
ungefähr um den Faktor 104 kleiner als die von Peptiden.[18]

Der wesentlich kleinere Wert für kcat/Km für die Hydrolyse
von BNPP gegenüber der Hydrolyse des besten Peptidsub-
strats Leu-pNA durch sAP ist deshalb durchaus zu erwarten
(Tabelle 1). Die geringere Geschwindigkeit der Hydrolyse
von Phosphodiestern wird der kinetischen Inertheit[19] zuge-
schrieben, da der nucleophile Angriff von Hydroxidionen an
der negativ geladenen Phosphatgruppe aufgrund der La-
dungsabstoûung benachteiligt ist. Dennoch kann ein zwei-
kerniges Zentrum wie in sAP die Ladung an der Phosphat-
einheit sehr effektiv neutralisieren.

Der Mechanismus der Hydrolyse von BNPP durch sAP
kann auf der Grundlage der Kristallstrukturanalyse von
sAP[20] und von Inhibitor-Komplexen der Leucin-Aminopep-
tidase (LAP) aus Rinderaugen, in denen die Aminogruppe an
ein Zinkatom koordiniert und eine gem-Diolat-artige COÿ-
Gruppe die beiden Zinkionen verbrückt,[7a, 9, 21] postuliert
werden (Abbildung 2). Da BNPP und Leu-pNA kompetitiv
an sAP binden, können sie trotz der fehlenden Aminogruppe
in BNPP in einer ähnlichen Weise an das aktive Zentrum
binden. Bei diesem Modell ist das Phosphoratom von BNPP
gegenüber einem nucleophilen Angriff durch ein koordinier-
tes Wassermolekül zugänglich.

Abbildung 2. Ein möglicher Mechanismus für die Hydrolyse von BNPP
durch die zwei Metallzentren enthaltende Streptomyces-Aminopeptidase,
bei dem die überbrückende P-Oÿ-Einheit die überbrückende Carbonyl-
gruppe eines Peptidsubstrats nachahmt, während die Aminogruppe des
Peptidsubstrates in BNPP fehlt. Vermutlich greift ein koordinierendes
Hydroxidion eines Zn2�-Atoms am Phosphoratom in der trans-Position zur
Abgangsgruppe an. Eine alternative Bindungsmöglichkeit könnte sein, daû
die P�O-Einheit die Aminogruppe des Peptidsubstrates nachahmt, die an
ein Zn2�-Ion bindet.

Wir haben hier einen beispiellosen Fall beschrieben, bei
dem ein Übergangszustands-analoger Phosphodiester wirk-
lich ein Substrat für eine Dizink-Aminopeptidase ist, das mit
einer enormen Geschwindigkeitssteigerung ungefähr um den
Faktor 1010 hydrolysiert wird. Solche Mechanismen wurden
auch bei mehreren anderen Hydrolyseenzymen vorgeschla-
gen, die mehrere Metallzentren enthalten, darunter Ureasen,
Nucleasen und Ribozyme.[4a, 22] Die zwei Metallzentren ent-
haltende Metalloprotease sAP, die diese einzigartige alter-
native Katalyse zeigt, kann so als Modellsystem für weitere
Untersuchungen der Hydrolysen von Peptiden und Phospho-
diestern dienen, die durch zwei Metallzentren vermittelt
werden.
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Isoporphycen, das vierte Porphyrin-
Konstitutionsisomer mit N4-Kern ±
Auftreten von E/Z-Isomerie**
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Christoph Erben, Martin Bröring, Hans Schmickler,
Johann Lex, Georg Hohlneicher,* Dominik Bremm
und Yun-Dong Wu*

Professor Satoru Masamune zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Synthese von Porphycen 1 im Jahr 1986[1] führte zu der
Erkenntnis, daû von Porphyrin ± prinzipiell ± nicht weniger als
sieben Konstitutionsisomere mit einem N4-Kern möglich
sind.[2] Im Unterschied zum Porphyrin kommt bei den Kon-
stitutionsisomeren, bedingt durch die Gegenwart von einer
oder zwei formalen Doppelbindungen, E/Z-Isomerie als
geometrische Variationsmöglichkeit ins Spiel. Nachdem sich
1 als Porphyrin-ähnliche Verbindung erwiesen hatte, war
offenkundig, daû die Isomere ein vielversprechendes neues
Kapitel der Porphyrinchemie einleiteten.[3] Wenn es je eines
weiteren Ansporns zur Synthese der Isomere bedurft hätte,
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