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Zur Photomodulierung konformativer, physikalisch-chemi-
scher und biologischer Eigenschaften von Peptiden, Pro-
teinen und Phospholipiden wird vielfach die cis/trans-Isome-
risierung von Azobenzolderivaten genutzt. Der Azobenzol-
Baustein wird dazu in spezifische Positionen solcher Natur-
stoffe oder verwandter Modellsysteme eingeführt.[1, 2] Da eine
lichtinduzierte Isomerisierung der Azobenzoleinheit mit
signifikanten Veränderungen in der Geometrie und Polarität
des Chromophors einhergeht,[3] ist dieser auch gut geeignet,
gezielte topochemische ¾nderungen in konformativ stärker
eingeschränkten, kleinen Systemen zu induzieren.[4±10] Nieder-
molekulare cyclische Peptide wurden wegen ihrer starren
Strukturen vielfach zum Aufbau von Bibliotheken von Kon-
formeren mit definierten Bioaktivitäten verwendet.[11, 12] Da-
her ist zu erwarten, daû durch die Einführung eines Azoben-
zol-Bausteins in das Peptidrückgrat solcher cyclischer Peptide
die Effizienz dieses ¹Lichtschaltersª zur Induktion von Kon-
formationsübergängen untersucht werden kann. Wir konnten
nun ein sehr starres, konformativ eingeschränktes cyclisches

Peptid mit dem w-Aminosäurerest 4-(4-Aminophenyl-
azo)benzoyl (APB) in der trans-Konfiguration herstellen,
das nach der Bestrahlung als cis-Isomer in einen überwiegend
freien Konformationsraum relaxiert.

Der Abstand der beiden para-Kohlenstoffatome der Azo-
benzoleinheit beträgt in der trans-Konfiguration 9 � und in
der cis-Konfiguration 5.5 �. Um diese Strukturänderung
optimal auf Peptidrückgrate zu übertragen, wurde zunächst
H-APB-OH nach bekannten Methoden[13] synthetisiert und in
seinen photochemischen Eigenschaften vollständig charakte-
risiert.[14, 15] Anschlieûend wurde dieser Baustein in ein
Octapeptid mit der Sequenz des aktiven Zentrums der
Thioredoxin-Reduktase eingebaut (Schema 1). Wegen der

Schema 1. Synthese von 1 und 2 : a) Die Kupplungen erfolgten mit HBTU/
HOBt/DIEA (1/1/2), nur bei Fmoc-Cys(StBu)-OH wurde HBTU/HOBt/
DIEA (1/1/1.2) eingesetzt; H-APB-OH wurde ohne Amino-Schutz einge-
baut; Fmoc-Abspaltung mit 20% Piperidin in NMP; b) DIEA, CH3CON(-
SiMe3)2; Fmoc-Phe-F; c) 20% Piperidin in NMP; CH2Cl2/Trifluorethanol/
AcOH/Triethylsilan (8/1/1/0.15); d) PyBOP/HOBt/DIEA (1/1/2); Trifluor-
essigsäure/CH2Cl2/Triethylsilan (95/3.5/1.5). ± HBTU�O-(Benzotriazol-1-
yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOBt� 1-Hydro-
xybenzotriazol, DIEA�Ethyldiisopropylamin, NMP�N-Methylpyrrolidon,
PyBOP� Benzotriazolyl-1-oxytris(pyrrolidino)phosphonium-hexafluoro-
phosphat.

geringen Nucleophilie seiner para-Aminogruppe muûte H-
APB-OH bei der Acylierung des am Harz gebundenen
Peptids nicht weiter geschützt werden. Allerdings führte die
geringe Nucleophilie auch zu Schwierigkeiten bei der darauf-
folgenden Acylierung der Aminogruppe. Diese konnten
durch Silylierung überwunden werden, wobei dann allerdings
zur Peptidkettenverlängerung die Aminosäurefluorid-Metho-
de eingesetzt werden muûte. Schlieûlich führte die saure Ab-
spaltung vom Harz unter milden Bedingungen zum linearen,
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seitenkettengeschützten Pseudo-Nonapeptid 1, das unter Ver-
wendung von PyBOP/HOBt/DIEA cyclisiert wurde. Die ab-
schlieûende saure Entschützung ergab das gewünschte cy-
clo(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-APB) 2.

Die Peptide 1 und 2 wurden spektroskopisch charakteri-
siert (Tabelle 1). Verglichen mit H-APB-OH [lmax� 420 nm

(p-p*) und 440 nm (n-p*)][14] sind die p-p*-Übergänge so-
wohl im linearen als auch im cyclischen Peptid erheblich
blauverschoben, während die n-p*-Übergänge bei annähernd
unveränderter Wellenlänge lokalisiert sind. Die spektrosko-
pische Verfolgung der cis/trans-Photoisomerisierung durch
Einstrahlen von Licht der Wellenlänge 360 nm bzw. 450 nm
ergab für beide Peptide zwei isosbestische Punkte bei jeweils
330 und 440 nm, die auf eine Photoreaktion erster Ordnung
hinweisen. Das Spektrum von 2 ist in Abbildung 1 wieder-

Abbildung 1. Absorptionsspektren von 2 in DMSO (Konzentration 10ÿ5m,
T � 25 8C) vor der Belichtung (0) und nach der Belichtung (360 nm) mit
einer Lichtintensität von 0.5 mW cmÿ2 für 0.1, 0.25, 0.5, 0.6, 1 und 4 min.
Die quantitative Auswertung der zugehörigen 1H-NMR-Spektren ergab,
daû der Grundzustand zu nahezu 100 % trans-konfiguriert ist und daû im
photostationären Zustand (PSS) das cis/trans-Isomerenverhältnis etwa
78:22 beträgt; die Ungenauigkeit ist �2 bis �3.

gegeben. Die thermischen Isomerisierungsgeschwindigkeiten
der beiden Peptide deuten darauf hin, daû die cis!trans-
Isomerisierung durch das Peptidrückgrat im cyclischen Peptid
2 stärker behindert ist als im linearen Peptid 1 (Tabelle 2).
Der Unterschied der Aktivierungsenergien von 24 kJ molÿ1

entspricht der Erhöhung der Energiebarriere des cis!trans-
Übergangs durch die Einschränkung des Konformations-
raums in 2. Die thermische Isomerisierung beider Peptide
bei 22 8C ist merklich langsamer als die des freien Azoben-
zolderivats H-APB-OH, bei dem dieser Prozeû nach ungefähr

10 min abgeschlossen ist. Die langsame thermische Relaxie-
rung von 2 (t1/2� 62 h bei 22 8C) ermöglichte eine Konforma-
tionsanalyse am cis-Isomer mittels 1H-NMR-Experimenten.

Das Octapeptid-Fragment des aktiven Zentrums der Thio-
redoxin-Reduktase, H-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-
OH, weist in der oxidierten Form die gleiche 310-Helixschleife
auf, die auch im intakten Enzym vorliegt.[16] Dies deutet auf
eine hohe Tendenz der Teilsequenz Ala-Thr-Cys-Asp zur
Schleifen-Konformation hin.[17] Hauptziel unserer Arbeit war
das Auffinden eines photoschaltbaren Zwei-Zustände-Sy-
stems mit einem Übergang von einer starren in eine flexible
Peptidkonformation. Deshalb wählten wir dieses Bis(cystei-
nyl)-Peptid, das, falls notwendig, eine zusätzliche konforma-
tive Restriktion über Disulfidverbrückung zur bicyclischen
Verbindung erlaubt. Wie aus Abbildung 2 ersichtlich, ist

Abbildung 2. Darstellung der zehn energieärmsten Strukturen von
cyclo(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-APB-) 2 in der
trans- (A) und cis-Konfiguration (B).

bereits das monocyclische Peptid mit trans-konfigurierter
Azobenzoleinheit in seinem Konformationsraum sehr stark
eingeschränkt. Die Azobenzoleinheit ist planar, und das
Peptidrückgrat liegt weitgehend gestreckt und starr vor,
wobei nur der Rest 5 die typischen Diederwinkel einer a-
Helix aufweist. Während im trans-Isomer primär ein Flip-
Flop der Azobenzoleinheit um 1808 beobachtet wird, ist die
freie Rotation der beiden Benzolringe im cis-Isomer durch

Tabelle 1. Spektroskopische Parameter von 1 und 2 in DMSO. Die
Extinktionskoeffizienten (mÿ1 dm3 cmÿ1) wurden aus zwei Isomerengemi-
schen berechnet, wobei die unterschiedlichen cis/trans-Isomerenverhält-
nisse quantitativ 1H-NMR-spektroskopisch ermittelt wurden.

Verbin-
dung

Konfiguration der
Azobenzoleinheit

p-p* n-p*
lmax [nm] e� 10ÿ4 lmax [nm] e� 10ÿ3

1 trans 370 2.0 450 4.7
1 cis 260 1.3 450 5.2
2 trans 370 3.4 450 2.8
2 cis 260 2.4 450 3.6

Tabelle 2. 1H-NMR-spektroskopisch ermittelte Reaktionsgeschwindig-
keitskonstanten kct der thermischen cis!trans-Isomerisierung von 1 und
2 in DMSO bei mehreren Temperaturen (Peptidkonzentration 3� 10ÿ3m) .
Die Aktivierungsenergie Ea wurde aus Arrhenius-Plots abgeleitet; die
Fehlergrenze beträgt �10 kJmolÿ1.

Verbindung kct [hÿ1] Ea [kJ molÿ1]
22 8C 30 8C 40 8C 45 8C 50 8C

1 0.057 0.16 0.57 0.91 1.6 96
2 0.011 0.042 0.20 0.38 0.72 120
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gegenseitige Hinderung und durch sterische Effekte des
Peptidgerüsts eingeschränkt. Sogar das Peptidrückgrat rela-
xiert im cis-Isomer in einen signifikant weniger stark ein-
geschränkten Konformationsraum (Abbildung 2 B). Im C-ter-
minalen Sequenzbereich ist eine g-Schleife um Gly-7 häufig
populiert, die aber in einer mit dem Rest des Peptids
unkonzertierten Weise fluktuiert. Der übrige Teil des Peptids
wölbt sich in einer lockeren Schleifenstruktur mit einem stark
310-helicalen Rest in Position 4 und schwächer helicalen Ala-
3- und Cys-5-Resten, was wiederum die inhärente Tendenz
dieses Peptidteils reflektiert, geordnete Strukturen zu bilden.
Daraus resultiert für das cis-Isomer ein frustriertes System,
das aus einer Ansammlung energetisch entarteter Zustände
besteht. Der N-Terminus des Peptidteils bildet schlieûlich
eine kurze Schleife zum Azobenzol-Baustein.

Mit 4-(4-(Aminomethyl)phenylazo)benzoesäure als Bau-
stein in einem cyclischen Octapeptid, wie früher von Ulysse
et al. vorgeschlagen,[9] führt die cis> trans-Photoisomerisie-
rung zwar auch zu Konformationsübergängen, doch diese sind
weitaus weniger stark ausgeprägt. Es entstehen bereits bei
trans-konfigurierter Azobenzoleinheit unter identischen Be-
dingungen zwei durch NMR-Konformationsanalyse ermittel-
te Konformationen im Verhältnis 3:1. Mit dem Chromophor
APB als ¹Lichtschalterª dagegen entstand ein Peptidtemplat,
dessen Photoisomerisierung als Zwei-Zustände-Übergang
verläuft. Es ist deswegen ein vielversprechendes System für
spektroskopische Analysen dieses Konformationsübergangs
auf verschiedenen Zeitskalen, auch aufgrund der hohen
Quantenausbeuten (Ftc� 20 % und Fct� 50 % für den n-p*-
Übergang).[18] Entsprechend sollten sich mit diesem Templat
biologische Eigenschaften peptidischer Rezeptorliganden
ebenfalls photomodulieren lassen.

Experimentelles

1: Das lineare Peptid wurde nach der Fmoc/tBu-Chemie an einem
Chlortrityl-Harz (PepChem, Tübingen) synthetisiert und von diesem mit
CH2Cl2/Trifluorethanol/AcOH/Triethylsilan abgespalten. HPLC (Nucleo-
sil 300/C18 (Machery & Nagel, Düren), linearer Gradient Acetonitril/
2proz. H3PO4 von 5/95 bis 80/20 in 30 min): tr� 28 min; FAB-MS: m/z : 1320
[(M�Na)�]; Mr� 1297.4 ber. für C60H87N11O13S4; Aminosäureanalyse (6m
HCl; 110 8C; 24 h): Asp 1.00 (1) Thr 0.75 (1) Gly 1.00 (1) Ala 1.94 (2) Cys
1.64 (2) Phe 0.94 (1); Peptidgehalt: 95%.

2 : Das lineare Peptid 1 wurde mit PyBOP/HOBt/DIEA cyclisiert und mit
Trifluoressigsäure/CH2Cl2/Triethylsilan entschützt. Das Rohprodukt wurde
mit Ether gefällt und mit MeOH gewaschen. HPLC (Nucleosil 300/C18
(Machery & Nagel, Düren), linearer Gradient Acetonitril/2proz. H3PO4

von 5/95 bis 80/20 in 30 min): tr� 24.35 min; ESI-MS: m/z : 1168.4 [MH�];
Mr� 1167.4 ber. für C52H69N11O12S4; Aminosäureanalyse (6m HCl; 110 8C;
24 h): Asp 1.01 (1) Thr 0.85 (1) Gly 1.00 (1) Ala 1.96 (2) Cys 1.65 (2) Phe
0.99 (1); Peptidgehalt : 93%.

Die UV-Spektren wurden bei einer Peptidkonzentration von 10ÿ5m in
DMSO mit einem Lambda-19-Spektrometer (Perkin Elmer) aufgenom-
men. Zur Bestrahlung bei 360 nm (Filter Itos, Mainz) mit einer Lichtin-
tensität von 0.5 mW cmÿ2 wurde eine 450-XBO-Xenonlampe (Osram,
München) verwendet.

Die 1H-NMR-Spektren (500.13 MHz, 295 K) wurden mit einem AMX-500-
Spektrometer (Bruker), ausgestattet mit gepulsten Feldgradienten (PFG),
aufgenommen. Die Zuordnung der Signale erfolgte nach der Methode von
Wüthrich.[19] Die 2D-TOCSY-Spektren wurden mit einem Spinlock von
70 ms aufgenommen, wobei die MLEV-17-Sequenz zum isotropen Mi-
schen verwendet wurde.[20] Proton-Proton-Abstände (trans-azo: 44; cis-
azo: 41) wurden mit Hilfe von 2D-NOESY-Experimenten[21] mit Misch-

zeiten von 50 ms und 200 ms und ROESY-Experimenten mit einer
Mischzeit von 100 ms bestimmt. Diederwinkel-Beschränkungen (trans-
azo: 18; cis-azo: 12) wurden aus 2D-DQF-COSY-[22] und einfachen 1H-1D-
Spektren abgeleitet. Strukturberechnungen und Auswertungen wurden mit
dem INSIGHT-II-Programm (Version 97.0) von MSI durchgeführt, wobei
das Lösungsmittel DMSO mit einer relativen Dielektrizitätskonstante von
46.7 simuliert wurde. Die Strukturen wurden zunächst mit einem Distanz-
Geometrie-Algorithmus erzeugt und anschlieûend mit einem kurzen
Simulated-Annealing-MD-Protokoll verbessert. Die experimentell be-
stimmten Beschränkungen wurden in jedem Rechnungsschritt eingesetzt.
Um die Stabilität der resultierenden Strukturen zu überprüfen, wurden
freie Moleküldynamik-Simulationen über eine Zeitspanne von 1 ns für
repräsentative Mitglieder der einzelnen Strukturfamilien durchgeführt.
Keine der berechneten Strukturen zeigte signifikante Verletzungen der
experimentellen Beschränkungen.
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