Tabelle 2. Wichtige Diederwinkel [°] zwischen aromatischen Ringen.

Phenyl phen Phenyl phen Phenyl phen Phenyl

A A A B B B’ B
phen A 43 64 29 60 19 24 45
PhenylA 25 37 16 26 52 23
phen A’ 43 20 46 60 22
PhenylA’ 50 20 18 22
phen B 42 67 32
Phenyl B 28 38
phen B’ 39

Innerhalb der Komplex-Einheiten der Knoten-Verbin-
dung betragen die Diederwinkel zwischen den beiden Phen-
anthrolinringen 64 bzw. 67°; dies spiegelt die starke Verzer-
rung des Koordinationspolyeders aus der Tetraedergeome-
trie wider. Jeder Phenylring bildet dariiber hinaus mit der an
ihn gebundenen Phenanthrolin-Einheit einen Diederwinkel
von anndhernd 42°.

Alle Sauerstoffatome der Polyoxyethylenketten weisen
nach innen, so daB das Molekiil eine rechteckige, hydropho-
be duBere Gestalt hat. Die Ketten sind eigentlich etwas zu
lang, wie die gefaiteten Teilstiicke um die zentralen Sauer-
stoffatome O32A und O32B zeigen.

Die Zentren der kurzen (CH,),-Briicken liegen sehr nahe
beieinander mit geringen Abstinden zwischen den Was-
serstoffatomen der Methylenkohlenstoffatome C22B und
C22A’. Viele andere kurze Abstinde bestehen insbesondere
zwischen den Wasserstoffatomen der Hexaethylenoxyketten
und der aromatischen Gruppen. Die wichtigsten Daten sind
in Tabelle 3 zusammengefaBt.

Die Rontgenstrukturanalyse ergab des weiteren, daB die
chirale Dikupfer(1)-Knotenverbindung als Konglomerat der

Tabelle 3. Kiirzeste intramolekulare H-H-Abstinde [A] (6 =~ 0.1 A).

Zwischen libereinanderliegenden Zwischen Phenylringen

Phenanthrolinringen H16A-H20A' 2.4
H4A-H4B' 3.5 H16B'-H20B 2.5
H4B-H4A' 3.4 . .
H4B-H3A' 3.4 Zwischen (CH,),-Briicken

H,22B-H,22A’ 2.3

Zwischen Phenanthrolinringen und Zwischen den Methylengruppen einer
Polvoxyethylenketien{a] Ketre[a]

HSA-H,37B 2.8 H,24A-H,27A 24

H4A'-H,27A 2.6 H,31A-H,34A 2.2

HSB-H,31A 2.7 H,31B-H,34B 2.2

HS5B-H,27B 2.4 H,31B-H,36B 2.5

[a] H, und H, sind jeweils die beiden H-Atome einer CH,-Gruppe.

X

Abb. 3. Stereobild der Elementarzelle. Dargestellt sind zwei Komplexe, vier
Anionen (PF2) und zwei Losungsmittelmolekiile (Benzol).
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Enantiomere kristallisiert, d.h. daB ein Kristall nur aus je-
weils einem Enantiomer besteht. Abbildung 3 zeigt das Ste-
reobild der Elementarzelle mit zwei linksgeknoteten Enan-
tiomeren.

Experimentelles

Kristalle von (C,o,H,0,NgO;,Cu, }(PF,), - C¢H, wurden aus CH,Cl,/C H,
durch Dampfdiffusion von Benzol geziichtet. Die dunkelroten, regelmiBigen
Kristalle (0.8 x 0.3 x 0.1 mm) wurden in ein Kapillarrohrchen eingeschmolzen.
Die Intensitdtsdaten wurden mit einem automatischen Philips-PW1100-Dif-
fraktometer mit 1.1A Auflosung (f,., = 45°) gesammelt, Wellenlinge
Cuy (4 = 1.5418 A), Graphitmonochromator. Von 7925 gemessenen Einzelre-
flexen wurden nur 2967 unabhingige mit / > 2g(J) in die Rechnung einbezo-
gen. M = 2183, monoklin, Raumgruppe P2,, a = 13.462(6), b = 27.841(14),
c=13913(T) A, B =93.66(4)°, ¥ = 5204 A%, Z=12.p,.. =1.39g cm™>. Die
Struktur wurde durch Direkte Methoden gelost {11]. Hohe Pseudosymmetrie
erschwerte die kristallographische Untersuchung. Geringe Auflgsung und ther-
mische Bewegung fihrten zu einer Starren-Block-Verfeinerung der aromati-
schen Anteile (auer im letzten Verfeinerungscyclus) und Einschrinkungen bei
den langen Ketten. Der endgiiltige R-Faktor betrigt 0.128. Weitere Einzel-
heiten zur Kristallstrukturuntersuchung werden an anderer Stelle versffentlicht
werden und kénnen beim Direktor des Cambridge Crystallographic Data Cen-
tre, University Chemical Laboratory, Lensfield Road, GB-Cambridge
CB2 1EW, unter Angabe des vollstindigen Literaturzitats angefordert werden.
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Selektive Desamidierung von Peptidamiden **
Von Ddrte Steinke und Maria-Regina Kula*

Bei der Synthese von Peptiden ist die Wahl der Schutz-
gruppen von entscheidender Bedeutung!!-2l. Die selektive
Entfernung bestimmter Schutzgruppen ist oft wiinschens-
wert, aber nur schwer realisierbar. So ist in Peptidamiden die
selektive Spaltung der Sdureamidbindung aufgrund von de-
ren chemischer Ahnlichkeit mit den Peptidbindungen ohne
zumindest partielle Hydrolyse dieser Bindungen bislang

[*] Prof. Dr. M.-R. Kula, Dipl.-Biol. D. Steinke

Institut fir Enzymtechnologie der Universitdt Diisseldorf
Forschungszentrum Jiilich
Postfach 2050, D-5170 Jilich

[**] Diese Arbeit wurde vom Bundesministerium fir Forschung und Technolo-
gie (Projekt-Nr. 031900713) und von der Degussa AG gefordert. Wir dan-
ken Dr. Drauz (Degussa AG) und Dr. Bernd: (Deutsches Wollforschungs-
institut, Aachen) fiir die Uberiassung von Substraten.
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nicht moglich. Aus diesem Grund wurde die Amidfunktion
in der Peptidsynthese als C-terminale Schutzgruppe kaum
genutzt, obwohl die Amide einige Vorteile bieten wie die
Senkung des pK; gegeniiber dem der entsprechenden freien
Aminosiure, die Erhohung der Loslichkeit des Peptids und
eine gute chemische Bestdndigkeit. Mit einem von uns erst-
mals isolierten und beschriebenen Enzym gelang es nun,
Peptidamide anscheinend beliebiger Lange zu Peptiden mit
freiem C-Terminus zu hydrolysieren, ohne die Peptidbin-
dung zu spalten. Damit wird eine hochselektive C-terminale
Deblockierung méglich (Schema 1).

A A
o=cC Pepti . 0o=cC

~ eptidamidase N

NH H,0 NH
- _NHy ¢—m+—— e
Hg\ v 2 H A C/o + NH?
RS ] R® |

o] o]

Schema 1. Amidspaltung durch die Peptidamidase. R' = Aminosiurerest,
Peptidrest oder N-terminale Schutzgruppe eines Aminosdureamids, R? = Sei-
tenkette beliebiger Aminosiure.

Die Peptidamidase wurde aus dem Flavedo von Orangen
isoliert und charakterisiert. In Abbildung 1 ist beispielhaft
die pH-Abhingigkeit der enzymatischen Desamidierung von
Z-Gly-Tyr-NH, dargestellt. Das breite pH-Optimum von

100+

1 ./-—-_.-\I
{
4
80
1 .
4
9 [ .
60
4
Arel‘°/°] 1
404 "
20+— T T — T T 7 1
5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

pH—

Abb. 1. pH-Abhingigkeit der enzymatischen Desamidierung von Z-Gly-Tyr-
NH,. Reaktionsbedingungen: 10 mm Z-Gly-Tyr-NH,, 50 mm Na-Citrat-,
Na-Phosphat- oder Na-Carbonatpuffer, 40 ygmL ™' Peptidamidase, 30°C.
A, = relative Aktivitit der Peptidamidase.

rel

pH 6.8 bis 8.4 sowie das breite Substratspektrum (siche Ta-
belle 1) ermoglichen einen universellen Einsatz des Enzyms.
Die Peptidamidase akzeptiert als Substrate sowohl N-termi-
nal geschiitzte Peptide als auch Peptide mit freiem N-Termi-
nus, und die Seitenkette der C-terminalen Aminosdure ist
von untergeordneter Bedeutung. Von den vierzig bisher un-
tersuchten Peptidamiden wurden nur die mit C-terminaler
D-Aminosiure von der Peptidamidase nicht umgesetzt. Eine
Auswahl der umgesetzten Substrate enthdlt Tabelle 1.

Das Enzym ist also ausgesprochen unspezifisch beziiglich
der Aminosiureseitenketten des Peptids, und seine Stereose-
lektivitit scheint auf die C-terminale Aminosdure be-
schriankt zu sein: das Substrat H-Gly-D-Phe-Tyr-NH, wird
desamidiert, wihrend H-Gly-Phe-D-Phe-NH, und H-Arg-
Pro-D-Ala-NH, nicht umgesetzt werden.
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Tabelle 1. Substratspektrum der Peptidamidase.

Substrat [a] Umsatz [%] Trennbedingungen Retentionszeit

nach 6 h TBA [b]/Acetonitril  Amid Saure
Ac-Trp-NH, 100 65/35 3.30 4.0
Bz-Arg-NH, 100 90/10 3.5 6.8
Bz-Tyr-NH, 100 60/40 924 212
H-Val-Phe-NH, 100 80/20 11.54 273
H-Asp-Phe-NH, 100 80/20 1212 129
H-Ala-Phe-NH, 100 80/20 48 8.1
H-Arg-Met-NH, 100 80/20 6.7 5.4
H-Phe-Leu-NH, 100 80/20 17.5 2241
Z-Gly-Tyr-NH, 100 65/35 4.16 5.16
Bz-Tyr-Thr-NH, 100 60/40 3.15 3.56
Bz-Tyr-Ser-NH, 100 60/40 2.99 3.35
Bz-Tyr-Ala-NH, 100 60/40 3.33 4.0
Boc-Leu-Val-NH, 20 60/40 7.1 11.4
Trt-Gly-Leu-Val-NH, 80 80/20 3.6 10.6
Z-Pro-Leu-Gly-NH, 100 60/40 49 6.3
Z-Gly-Gly-Leu-NH, 100 60/40 39 5.0
H-Gly-D-Phe-Tyr-NH, 100 80/20 6.9 13.7
H-Gly-Phe-p-Phe-NH, 0[c] 80/20 7.3 114
H-Arg-Pro-p-Ala-NH, 0 [c] 99/1 24
Z-Arg-Arg-pNa 0[c]

[a] Die Substrate wurden von Bachem, Heidelberg, bezogen oder von Dr. Drauz
oder Dr. Berndt zur Verfiigung gestellt. Ac = Acetyl, Bz = Benzoyl, Boc =
tert-Butyloxycarbonyl, Z = Benzyloxycarbonyl, pNa = para-Nitroanilid, Trt
= Trityl. Sofern nicht speziell gekennzeichnet, hatten dic Aminosduren L-Kon-
figuration ((25)-Aminosiuren). [b] TBA = Bu,N(HSO,). [c] Kein Umsatz in
12 h (keine Abnahme der Amid-Peakfliche).

Aminosdureamide mit freiler a-Aminogruppe werden
nicht hydrolysiert, wihrend N-geschiitzte Aminosdureamide
als Substrate akzeptiert werden (siehe die ersten drei Eintra-
gungen in Tabelle 1). Substituierte Amide, wie die hdufig zur
Analyse von Proteasen eingesetzten Peptidanilide, werden
wiederum nicht umgesetzt.

Das Enzym kann sehr gut bei enzymatischen Peptidsyn-
thesen verwendet werden, da es die mit Vorteil als Nucle-
ophile eingesetzten Aminosdureamide!*: 3+ #) nicht spaltet, so
daB diese der Synthesereaktion laufend zur Verfiigung ste-
hen, wihrend das gebildete Peptidamid desamidiert wird. Es
ist also eine Peptidsynthese mit gleichzeitiger Desamidierung
des Produkts méglich 11,

Mit Aminosdureamiden statt Estern als Nucleophilen ge-
niigt bei enzymatischen Peptidsynthesen ein deutlich gerin-

0.0

v T

2
tld] —=
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Abb. 2. EinfluB organischer Losungsmittel auf die Stabilitdt der Peptidamida-
se. Reaktionsbedingungen: 40 ug mL ™' Enzym wurden bei 30°C in 50 mm
Tris(Tris(hydroxymethyl)aminomethan)-Puffer, pH 7.5 und organischem L6-
sungsmittel/H,0 30/70 vorinkubiert. Zur Zeit r=0 wurde die Reaktion durch
Zugabe von Substrat (Z-Gly-Tyr-NH,) gestartet. In der entsprechenden Blind-
probe (Enzym in 50 mm Tris/HCI, pH 7.5) ohne organisches Lésungsmittel trat
kein Aktivititsverlust auf.s8 = DMF, @ = Aceton, ¢ = Ethanol, v = Acetoni-
tril.
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gerer UberschuB an Nucleophil 2], was die Aufarbeitung der
Peptide erleichtert. Bei einigen Carboxypeptidasen sind
Amide als Nucleophile fiir die Peptidsynthese obligatorische
Substrate (¢!,

Wegen der Schwerloslichkeit vieler Peptidsubstrate in
Wasser wurde der EinfluB organischer Losungsmittel, die
mit Wasser mischbar sind, auf die Stabilitiat der Peptidami-
dase untersucht. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 2. Die ge-
ringsten Aktivitdtsverluste traten mit Dimethylformamid
(DMF) auf: nach drei Tagen Inkubation in DMF/H,0
30/70 bei 30 °C waren noch ca. 30 % der urspriinglichen Ak-
tivitdt vorhanden.

Experimentelles

Das Enzympriparat wurde aus dem Flavedo von Orangen, d. h. aus der duBer-
sten farbigen Schicht der Schalen, tiber eine zweistufige Reinigung durch frak-
tionierende Salzfdllung und lonenaustauschchromatographie gewonnen. Die
Peptidamidase hatte je nach Substrat eine Aktivitit von 2 bis 100 U mg™!,
wobei bei einer Aktivitit von ! U ein pmol Produkt pro Minute bei 30 °C und
pH 7.5 umgesetzt wird. Sofern nicht anders angegeben, wurden 10-50 mm
Peptidamid in 50 mm Tris/HCl-Puffer, pH 7.5 mit 20-40 pg mL~! Peptidami-
dase umgesetzt. Die Bestimmung und Quantifizierung der Peptide erfolgte
durch HPLC an einer RP-18-Séule, die isokratisch mit TBA/Acetonitril unter-
schiedlicher Zusammensetzung als Laufmitte] und einer FlieBgeschwindigkeit
von 1.0 mL min ™"} eluiert wurde. Detektiert wurde im Absorptionsmaximum
des jeweiligen Substrates. Die Laufmittelzusammensetzung ist in Tabelle 1 an-
gegeben. In allen Experimenten wurde nur ein neuer Peak im Chromatogramm
beobachtet, dessen Fliache selbst nach 24-48 h Inkubation unverindert und
dessen Retentionszeit mit der einer Referenzprobe (soweit verfiigbar) identisch
war. Folgende Referenzsubstanzen von Bachem, Heidelberg, wurden zur Pro-
duktidentifizierung verwendet: Ac-Trp-OH, Bz-Arg-OH, Z-Gly-Tyr-OH, H-
Asp-Phe-OH, H-Ala-Phe-OH, H-Arg-Met-OH, H-Val-Phe-OH, Z-Pro-Leu-
Gly-OH, Z-Gly-Gly-Leu-OH und H-Gly-Phe-Phe-OH.
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Ein neuartiger Bindungstyp eines Cyanometallat-
Liganden: Synthese und Struktur des Mn Pd -
Clusters [(OC)Pd(p-NC)Mn(n-CH Me)(CO), |,
mit orthogonal angeordneten helicalen Einheiten **

Von Pierre Braunstein*, Benoit Oswald, Antonio Tiripicchio
und Marisa Tiripicchio Camellini

Cyanokomplexe sind fiir die prdparative und Physika-
lische Chemie von zunehmendem Interesse, da Cyano-Li-

[*] Dr. P. Braunstein, B. Oswald

Laboratoire de Chimie de Coordination URA 416 CNRS
Université Louis Pasteur
4 rue Blaise Pascal, F-67070 Strasbourg Cédex (Frankreich)
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ganden in der Lage sind, verschiedenartige Organometall-
Einheiten zu verkniipfen, ungewdhnliche Oxidationsstufen
sowie gemischtvalente Systeme zu stabilisieren, als Charge-
Transfer-Vermittler zu wirken!!) oder katalytisch aktive
Ubergangsmetallkomplexe zu bilden!?. Die Tatsache, daB
der Cyano-Ligand isoster mit CO ist, hat ihn auBerdem zu
einem Modell fiir die CO-Chemie werden lassen!*), obwohl
er ein schlechterer n-Acceptor und ein besserer o-Donor als
CO ist. Zwar ist die Donorstidrke des Cyanid-lons auch die
herausragende Ligandeneigenschaft im komplexen Anion
[Cp'Mn(CN)(CO),]® 1° (Cp’ = n-C;H Me), dennoch ist
die Titelverbindung das erste Beispiel fiir einen mehrkerni-
gen Komplex, der neben direkten Metall-Metall-Bindungen
auch noch M-CN-M’-Briicken aufweist, wodurch eine neu-
artige Molekiilstruktur entsteht.

In dieser Arbeit vergleichen wir die Reaktivititen von
12 1“1 und dem isosteren'®! Anion [CpMo(CO),]® 2° gegen-
iiber Palladiumkomplexen. trans-[PdCl,(PPh,),] reagiert
mit zwei Aquivalenten Na - 1 (THF, 0.5 h, 25°C) unter Er-
satz des Chloro-Liganden zum rotvioletten Komplex trans-
[Pd{(n-NC)Mn(CO),Cp’},(PPh,),] 3 in 89% Ausbeute.

PPh,
CpICO);Mn——C mN——Pd—NmC —Mn(CO),Cp’

PPh,

Unter gleichen Bedingungen entsteht bei der Umsetzung
mit Na - 2 der planare Cluster [Pd,Mo,Cp,(CO)¢(PPh;),] 4,
in dem zwei kantenverkniipfte Dreiecke aus Metallatomen
vorliegen und in dem Pd" zu Pd' reduziert ist!¢l. Dieser Un-
terschied ist auf sterische Einfliisse zuriickzufiihren, da die
trans-Anordnung der Mo-Pd-Mo-Kette nicht stabil ist,
wenn zwei PR;-Liganden am Palladiumzentrum koordiniert
sindfel,

Der zweikernige Pd'-Pd'-Komplex [Pd,Cl,(4-CO)(PPh,),]
reagiert mit 1° (Toluol, 5 h, 0 bis 25 °C) unter Disproportio-
nierung zu 3 (44% Ausbeute) und Palladium-Metall, bei
Umsetzung mit 2° jedoch zur Verbindung 4!"1. Die Griinde
fir die Instabilitdt des primér gebildeten Reaktionsproduk-
tes, das durch einfachen Austausch eines Chloro-Liganden
durch 1° oder 2° entsteht, sind im ersten Fall auf elek-
tronische Einfliisse zuriickzufiihren, im zweiten Fall dagegen
wiederum sterischen Ursprungs, da eine Pd-Mo-Bindung in
Bezug auf die beiden PPh,-Liganden cis-stindig wire.

Der durch dppm (dppm = Ph,PCH,PPh,) stabilisierte
Zweikernkomplex [Pd,(p-dppm),Cl,] reagiert mit zwei
Aquivalenten 1° (THF, 1 h, 25 °C) zu der stabilen, eine Kette
aus acht Atomen enthaltenden Verbindung 5 in 91% Aus-
beute (Schema 1). Die spektroskopischen Daten von § sind
im Einklang mit der abgebildeten symmetrischen Struktur:
die chemische Verschiebung des im *'P{'H}-NMR-Spek-
trum beobachteten Singuletts von é = — 5.33 entspricht der-
jenigen anderer [Pd,(u-dppm),X,]-Komplexe!®!. Die IR-
Absorptionen v(CN) und v(CO) sind vergieichbar mit denen
von Verbindungen, in denen, wie auch bei 3, solche oder
ahnliche Fragmente liber das Stickstoffatom am Metallzen-
trum gebunden vorliegen!*-*. Formal kénnte man 3 und 5
auch als ,,Isocyano*-Pailadiumkomplexe®! betrachten, die
durch das 16-Elektronen-Fragment Cp’Mn(CO), stabilisiert
werden. Im Gegensatz dazu bildet sich aus 2° und [Pd,(p-
dppm),Cl,] der triangulo-Cluster 6, der durch Wanderung
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