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BN/CC-Isosterie hat sich als praktikable Strategie zur Stei-
gerung der Vielfalt chemischer Strukturen herausgestellt.[1,2]

Besonderes Interesse gilt dabei der Chemie der 1,2-Dihydro-
1,2-azaborine (im Folgenden als 1,2-Azaborine abgek�rzt),
die einen BN-isosterischen aromatischen Ring enthalten und
die als neuartige aromatischen Verbindungen relevant f�r die
biomedizinische Forschung und die Materialwissenschaft sein
kçnnen. W�hrend der letzten Dekade wurden erhebliche
Fortschritte bei der Synthese und Charakterisierung von 1,2-
Azaborinen erzielt.[3,4] Allerdings ist fast nichts �ber das
Verhalten von 1,2-Azaborinen in biologischen Systemen be-
kannt. In einer fr�heren Arbeit haben wir die Bindung von N-
Ethyl-1,2-azaborin und seiner Stammverbindung 1,2-Azabo-
rin in einer hydrophoben Bindetasche der L99A-Mutante des
Phagen-T4-Lysozyms nachgewiesen.[5] Es gab bisher aber
keinen Nachweis einer biochemisch aktiven Rolle von 1,2-
Azaborinen, z. B. als Substrat oder Inhibitor eines Enzyms. Im
Hinblick auf die Bedeutung aromatischer Strukturen in
Pharmazeutika hat die Erforschung biochemischer Reaktivi-
t�ten von 1,2-Azaborinen große Bedeutung: Der neue
Spielraum f�r chemische Synthesen, der sich durch die 1,2-
Azaborine ergibt, kçnnte neue Wege in der Medikamenten-
entwicklung und der biomedizinischen Forschung ebnen.
Hier zeigen wir, dass die BN-Isostere des Ethylbenzols, N-

und B-Ethyl-1,2-azaborin, tats�chlich starke Inhibitoren der
Ethylbenzol-Hydroxylierung durch Ethylbenzol-Dehydroge-
nase (EbDH) sind. Damit wird erstmals nachgewiesen, dass
BN/CC-Isosterie prinzipiell zu neuartigen biochemischen
Reaktivit�ten f�hren kann (Schema 1). EbDH ist ein Mo-
lybd�nenzym, das eine Sauerstoff-unabh�ngige Hydroxylie-
rung von Ethylbenzol zu (S)-1-Phenylethanol katalysiert und
damit den anaeroben Abbau von Ethylbenzol im denitrifi-
zierenden Betaproteobacterium „Aromatoleum aromaticum“
einleitet.[6–10] Die Sauerstoff-unabh�ngige Hydroxylierung
eines nichtaktivierten Kohlenwasserstoffs ist dabei eine un-
gewçhnliche und einzigartige Eigenschaft dieses Enzyms.[8]

Ein mçglicher Reaktionsmechanismus der EbDH, bei dem
aufeinanderfolgende radikalische und carbokationische Sub-
stratderivate als Reaktionsintermediate auftreten, wurde aus
quantenchemischen Rechnungen und experimentellen Daten
vorhergesagt.[11–16] Das Enzym hydroxyliert ein �ußerst brei-
tes Spektrum alkylierter aromatischer und heteroaromati-
scher Verbindungen[12] in einer enantioselektiven Reaktion.
Deshalb bietet es ein sehr geeignetes Testsystem zur �ber-
pr�fung der 1,2-Azaborine als mçgliche Substrate.

Hier untersuchten wir spezifisch N-Ethyl-1,2-azaborin
und B-Ethyl-1,2-azaborin als Substrate f�r EbDH
(Schema 1). �berraschenderweise wiesen wir dabei mit

keinem der beiden 1,2-Azaborine eine enzymatische Umset-
zung nach, weder mit dem photometrischen Enzymtest noch
durch GC-MS-Analyse von Ethylacetat-Extraktionen von
Reaktionsgemischen, die bis zu zwçlf Stunden inkubiert
wurden. Allerdings konnten wir sowohl N-Ethyl-1,2-azaborin
als auch B-Ethyl-1,2-azaborin als potente Inhibitoren von
EbDH identifizieren (Abbildung 1a). Besonders N-Ethyl-
1,2-azaborin erwies sich als sehr effizienter Inhibitor mit
einem IC50-Wert von 2.8 mm, w�hrend B-Ethyl-1,2-azaborin
einen IC50-Wert von 100 mm aufwies. Die Natur der Inhibition
mit N-Ethyl-1,2-azaborin wurde in einer detaillierteren inhi-
bitionskinetischen Analyse weiter untersucht (Abbil-
dung 1b). Wir identifizierten N-Ethyl-1,2-azaborin dabei als

Schema 1. Effekt der BN/CC-Isosterie auf Enzymreaktivit�t.
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einen Inhibitor des gemischten Typs mit einer sehr niedrigen
kompetitiven Inhibitionskonstante (Kic = 0.55 mm), die fast
identisch zum Km-Wert f�r Ethylbenzol (0.45 mm) ist.[11] Die
nichtkompetitive Inhibitionskonstante (Kiu = 9 mm) liegt 16-
mal hçher, was auf das Vorhandensein einer zweiten Binde-
stelle schließen l�sst. Die experimentellen Beobachtungen
sind konsistent mit der großen Struktur�hnlichkeit zwischen
N-Ethyl-1,2-azaborin und dem nativen Substrat Ethylbenzol
auf molekularer und geometrischer Ebene, durch die eine
Unterscheidung der beiden Verbindungen f�r das Enzym
schwierig werden sollte.

Zur �berpr�fung dieser Hypothese modellierten wir die
Strukturen der gebundenen 1,2-Azaborine und von Ethyl-
benzol in der Substratbindetasche von EbDH mit Molecular

Modeling (Abbildung 2; siehe Hintergrundinformationen).
Tats�chlich passen beide 1,2-Azaborine gut in die Bindeta-
sche. Gegen�ber dem N-Ethyl-1,2-azaborin, das sich mit ge-
bundenem Ethylbenzol nahezu deckt, scheint das B-Ethyl-
1,2-azaborin in einer leicht ver�nderten Orientierung im ak-
tiven Zentrum zu liegen. Wie aus Abbildung 1a zu ersehen,
ist B-Ethyl-1,2-azaborin ein schw�cherer Inhibitor als N-
Ethyl-1,2-azaborin. Unsere Modellierung l�sst vermuten, dass
diese schw�chere inhibitorische Wirkung auf eine schw�chere
Bindung des B-Ethyl-1,2-azaborin aufgrund ung�nstigerer
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit hydrophoben Resten
des aktiven Zentrums zur�ckgeht (siehe Hintergrundinfor-
mationen f�r Einzelheiten).

Alle bislang bekannten Substrate f�r EbDH sind alkyl-
aromatische Verbindungen, die an C-Atomen des aromati-
schen Rings substituiert sind.[11, 12] Deshalb war noch nach-
zuweisen, dass die inhibitorischen Eigenschaften der 1,2-
Azaborine tats�chlich auf der Kombination von geometri-
scher �hnlichkeit und unterschiedlicher elektronischer
Struktur zwischen Ethylbenzol und den entsprechenden 1,2-
Azaborinanaloga beruhen (BN/CC-Isosterie), nicht jedoch
auf einfachen �nderungen der elektronischen Struktur
wegen der Alkylsubstitution an einem Heteroatom. Aus
diesem Grund untersuchten wir die Umsetzung von N-
Ethylimidazol und N-Ethylpyrrol durch EbDH als Beispiele
f�r andere Heteroatom-substituierte heterocyclische Sub-
stratanaloga. Bei diesen Experimenten erwies sich N-Ethyli-
midazol als eine weitere inhibitorische Verbindung, allerdings
mit einem sehr schwachen inhibitorischen Effekt (IC50 =

2200 mm) gegen�ber dem der 1,2-Azaborine. Auf der anderen
Seite wiesen wir eine klare enzymatische Aktivit�t mit N-
Ethylpyrrol nach, wenn auch diese Verbindung dreimal
langsamer als Ethylbenzol umgesetzt wurde (kcat = 0.16 bzw.
0.4 s�1) und die Affinit�t zur EbDH relativ schlecht war (Km-
(app) = 130 mm). Die Hydroxylierung von N-Ethylpyrrol fand
mit einem beobachteten Enantiomeren�berschuss von 60%
f�r das S-Enantiomer des Produkts 1-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanol
statt, wie �ber Gaschromatographie an chiraler Phase in
Kopplung mit Massenspektrometrie nachgewiesen wurde
(siehe Hintergrundinformationen). Wir wiesen dabei auch ein
dehydriertes Nebenprodukt (1-Vinyl-1H-pyrrol) nach, das
sich wahrscheinlich von einem Carbokation-Intermediat ab-
leitet, dessen Bildung w�hrend des hypothetischen Reakti-
onsablaufs der EbDH postuliert wurde.[12] 1-Vinyl-1H-pyrrol
kçnnte dann nichtenzymatisch mit Wasser zu einer racemi-
schen Mischung der 1-(1H-Pyrrol-1-yl)ethanol-Enantiomere
reagieren, was die relativ geringe beobachtete Stereoselekti-
vit�t der N-Ethylpyrrol-Hydroxylierung erkl�ren kçnnte.

Zur Korrelierung der enzymkinetischen Parameter f�r
Substratumsetzung und Enzyminhibition mit den molekula-
ren und elektronischen Eigenschaften der Heteroatom-sub-
stituierten Verbindungen dieser Studie haben wir die ther-
modynamische Stabilit�t der jeweiligen radikalischen und
carbokationischen Intermediate berechnet und mit den ent-
sprechenden Ethylbenzolderivaten verglichen (Tabelle 1).[14]

Die Daten f�r N-Ethylpyrrol zeigen, dass die Bildung eines
Radikalintermediats etwas weniger g�nstig liegt als f�r
Ethylbenzol, w�hrend die Bildung eines Carbokations ener-
getisch g�nstiger ist, was vermutlich die Umsetzung ermçg-

Abbildung 1. a) Nichtlineare Auftragung verbleibender Ethylbenzol-ab-
h�ngiger Aktivit�ten von EbDH nach Vorinkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von N-Ethyl-1,2-azaborin (*) und B-Ethyl-1,2-azaborin
(&). b) Doppelreziproke Auftragung Ethylbenzol-abh�ngiger Enzymakti-
vit�ten nach Vorinkubation mit verschiedenen Konzentrationen von N-
Ethyl-1,2-azaborin: 0 mm (!), 2.5 mm (^), 10 mm (*) 25 mm (&). Eine
mathematische Anpassung an die kinetischen Daten erfolgte mithilfe
eines Modells f�r gemischte Inhibition[17] (siehe auch Hintergrundin-
formationen).

Abbildung 2. �berlagerungsansicht von N-Ethyl-1,2-azaborin (rot), B-
Ethyl-1,2-azaborin (gelb) und Ethylbenzol (grau), hineinmodelliert in
das aktive Zentrum von EbDH. Die Farbe der Proteinoberfl�che gibt
den Grad der Hydrophobie wieder (braun =hydrophob, blau =hydro-
phil). Die Darstellung f�hrt vom Substratkanal in Richtung des Molyb-
d�ncofaktors. Zu beachten ist, dass die Kraftfeldparameter f�r die Mo-
dellierung der 1,2-Azaborine abgesch�tzt wurden, was eventuell zu
kleinen Abweichungen der tats�chlichen Bindung f�hren kçnnte.
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licht. Da die Substrataktivierung durch Bildung eines Radi-
kals vermutlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
ist,[16] kçnnten diese Werte auch die niedrigere Enzymakti-
vit�t mit N-Ethylpyrrol als mit Ethylbenzol erkl�ren. F�r die
inhibitorischen Verbindungen einschließlich der 1,2-Azabo-
rine liegen die berechnete Energiewerte f�r die Bildung der
Radikal- und der Carbokationintermediate deutlich hçher als
f�r Ethylbenzol (Tabelle 1). Deshalb ist es plausibel, dass mit
diesen Verbindungen die Energiebarrieren f�r die Bildung
der Intermediate des Reaktionsverlaufs nicht �berwunden
werden kçnnen, was zur Bildung unproduktiver Enzym-Li-
ganden-Komplexe und damit zur Inhibition des Enzyms
f�hrt. Die neuen Daten sind konsistent mit dem Modell des
katalytischen Mechanismus der EbDH und werden zur wei-
teren Aufkl�rung und Ausweitung der quantitativen Struktur-
Aktivit�ts-Beziehung (QSAR) f�r EbDH beitragen.[11]

Fazit: In dieser Studie wird erstmals gezeigt, dass nicht
nat�rlich vorkommende 1,2-Azaborine als Strukturanaloga
aromatischer Verbindungen Enzymaktivit�ten beeinflussen
kçnnen. Die Unterschiede der elektronischen Strukturen
zwischen Ethylbenzol und den entsprechenden BN-Isosteren
bewirken einen Rollenwandel von Substrat zu Inhibitor
EbDH-vermittelter Hydroxylierungen. Kontrollexperimente
mit anderen Heteroatom-substituierten Alkylarenen weisen
darauf hin, dass f�r die Wirkung als potente Inhibitoren die
kombinierten Effekte von geometrischer �hnlichkeit und
Unterschieden in der elektronischen Struktur ausschlagge-
bend sind, die durch die BN/CC-Isosterie verursacht werden.
Die hier vorgestellten Befunde liefern den Nachweis f�r das
Konzept, dass BN/CC-Isosterie zu neuartigem Verhalten von
Verbindungen in biologischem Kontext f�hren kann. Diese
Ausweitung des Spielraums f�r chemische Synthesen sollte
zur Entwicklung neuer Hilfsmittel f�r die Erforschung von
Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen in der biomedizinischen
Forschung und der medizinischen Chemie beitragen.
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Tabelle 1: Relative berechnete Energieniveaus f�r die Bildung von Radi-
kalen und Carbokationen aus verschiedenen Ethylbenzolanaloga.

Verbindung[a] DDG [kJmol�1]
Radikal

DDG [kJmol�1]
Carbokation

N-Ethyl-1,2-azaborin 23.69 12.28
B-Ethyl-1,2-azaborin 15.41 24.43
N-Ethylimidazol 23.0 37.9
Ethylbenzol 0 0
N-Ethylpyrrol 18.56 �14.46

[a] Verbindungen in Fettdruck sind Substrate, die anderen Inhibitoren
der EbDH.
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