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Die ThioxopeptidbindungÿCSÿNRÿ (R�H, Alkyl) ist ein
isosterer Ersatz der Peptidbindung, in dem die Elektronen-
verteilung im Grundzustand nur wenig beeinflusst ist.[1]

Trotzdem findet diese O/S-Substitution in Oligopeptiden
Interesse wegen der erhöhten Stabilität gegenüber proteoly-
tischem Abbau[2] sowie wegen der modulierten Aktivität und
Selektivität biologisch aktiver Peptide.[3] Prolin spielt als
einzige cyclische der genkodierten Aminosäuren eine
besondere Rolle für die Rückgratkonformation. Die
Peptidyl-Prolyl-Bindungen liegen in den energetisch ähnli-
chen cis- und/oder trans-Konformationen vor und die Pep-
tidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung ist durch Halbwertszei-
ten zwischen 10 und 100 s bei 298 K charakterisiert.[4] Auf-
grund dieser Eigenschaften werden biologische Effekte mit
dem Phänomen der isomerspezifischen Wechselwirkung in
Beziehung gebracht.[5] Der Isomerenstatus der Peptidyl-Pro-
lyl-Bindungen ist somit eine empfindliche Sonde für die
biologisch aktive Konformation, und das ¹Einfrierenª der
Dynamik dieser Peptidrückgratkonformation durch Thioxy-
lierung[2a,c, 6] ist hilfreich für die Analyse solcher Wechselwir-
kungen.

Hier soll über die Nutzung der Thioxopeptidbindung als
Sonde für den Isomerenstatus und als photoschaltbares
Element im Peptidrückgrat am Beispiel von Endomorphi-
nen[7] berichtet werden. Die thioxylierten Endomorphine Tyr-
y[CS-N]-Pro-Trp-Phe-NH2 1 und Tyr-y[CS-N]-Pro-Phe-Phe-
NH2 2 sind effektive m-Rezeptor-Agonisten, die eine Affinität
zum m-Rezeptor aufweisen, welche derjenigen natürlicher
Endomorphine ähnelt (unveröffentlichte Ergebnisse). Sie
wurden durch Thioacylierung des harzgebundenen Tripeptids
Pro-Xaa-Phe mit dem thioxylierten Tyrosyl-6-nitrobenzotri-
azolid Boc-Tyr(tBu)-TNB[8] synthetisiert (Boc� tBuOCO).
Um die beschriebenen Schwierigkeiten bei der acidolytischen
Entschützung von Thioxopeptiden[9] zu umgehen, nutzten wir
eine von uns entwickelte, milde Methode[10] für die Abspal-
tung vom Harz und die gleichzeitige Entfernung der Tyrosin-
Schutzgruppen in Anwesenheit von Thioxopeptidbindungen
(Schema 1).

Die UV/Vis- und CD-Spektren der Peptide 1 und 2 in
wässriger Lösung zeigen die charakteristische Absorptions-

Schema 1. Synthese der Peptide 1 und 2 am Sieber-Amid-Harz (Anker):
a) 5 ¾quiv. Fmoc-Aminosäure, Kupplungsbedingungen: TBTU/HOBt/
DIEA (1/1/2) in NMP; Fmoc-Abspaltungen: 20 % Piperidin in NMP;
b) 2 ¾quiv. Boc-Tyr(tBu)-TBT, 6 ¾quiv. DIEA, 277 K, CH2Cl2; c) 2m
SnCl4 in CH3CN, CH2Cl2, 1 h, 298 K, oder 2.2m ZnCl2 ´ Et2O, CH2Cl2,
10 h, 298 K. Xaa�Trp (Peptid 1), Phe (Peptid 2). TBTU�O-(1-Benzo-
triazolyl)tetra-N-methyluronium; HOBt� 1-Hydroxy-1H-benzotriazol;
DIEA�Diisopropylethylamin; NMP�N-Methylpyrrolidon.

bande bzw. einen negativen Cotton-Effekt für den 1p-1p*-
Übergang der Thioxopeptidbindung (Abbildung 1 bzw. 2
sowie Tabelle 1). Für den 1n-3p*-Übergang wird ein positiver
Cotton-Effekt erhalten (Tabelle 1, Abbildung 2), der für die
Konfiguration des Asymmetriezentrums in Nachbarschaft der
Thioxoamidbindung charakteristisch ist.[11] Die durch Anre-
gung des 1n-3p*-Übergangs mit einem N2-Laser bei 337 nm
hervorgerufene cis/trans-Photoisomerisierung der Tyr-y[CS-
N]-Pro-Bindung (Abbildung 3) weist für beide Thioxopeptide
einen isosbestischen Punkt bei 251 nm auf, der auf eine
einheitliche Umwandlung hindeutet (für 2 in Abbildung 1
gezeigt). An thioxylierten Oligopeptiden, die keine aroma-
tischen Aminosäuren enthalten, konnte durch Anregung des
1p-1p*-Übergangs bei 272 nm ebenfalls cis/trans-Photoisome-
risierung nachgewiesen werden. Die in Abbildung 1 gezeigte
Isomerisierung ist reversibel und verläuft ohne Photozer-
setzung. Selbst nach vier Bestrahlungs-/¾quilibrierungs-Cyc-
len wird das Ausgangsspektrum des Thioxopeptids erhalten.
Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der
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Abbildung 1. a) UV/Vis-Absorptionsspektren des Peptids 2 in 0.01m
Natriumphosphatpuffer (pH 7.4), 7� 10ÿ5m, 313 K. ¾quilibrierte Probe
vor der Bestrahlung mit Laserlicht der Wellenlänge 337 nm (ÐÐ), Probe
direkt nach 30 min Bestrahlung (´´ ´ ´), Probe 40 min nach der Bestrahlung
( ± ± ± ), Probe nach vier Bestrahlungs-/¾quilibrierungs-Cyclen (****).
Quantitative Auswertung der 1H-NMR-Spektren unter gleichen Bedin-
gungen ergab für den Grundzustand einen cis-Gehalt von 21% und für das
Photoprodukt eine Erhöhung des cis-Gehaltes auf 58%. b) Zeitabhängig-
keit der cis/trans-Isomerisierung des Peptids 2 : 0.01m Natriumphosphat-
puffer (pH 7.4), 7� 10ÿ5m, 313 K. Die bei 277 nm gemessene ¾nderung der
Extinktion folgt einer Reaktion erster Ordnung mit einer beobachteten
Geschwindigkeitskonstante kobs� (5.23� 0.03)� 10ÿ4 sÿ1. Einschub: ver-
gröûerter Bereich der UV/Vis-Absorptionsspektren von 265 bis 285 nm.

Bestrahlung des sekundären Thioxoamids N-Methylthioacet-
amid mit UV- oder Laserlicht verschiedener Wellenlängen.[12]

Die Autoren konnten Raman- und UV-spektroskopisch
nachweisen, dass die Quantenausbeute für die cis/trans-
Photoisomerisierung der für die Photozersetzung ähnelt.[12c]

Damit scheint diese Modifikation nicht als Sonde für die cis/
trans-Photoisomerisierung sekundärer, ¹normalerª Peptid-
bindungen geeignet zu sein. Jedoch ist die thioxylierte tertiäre
Peptidbindung (Thioxoprolylbindung) gut als photoschaltba-
res Element im Peptidrückgrat verwendbar (Abbildung 3).
Die Wiedereinstellung des Gleichgewichtes nach der Be-
strahlung folgt einer Reaktion erster Ordnung mit kobs�
kcis!trans� ktrans!cis. Die temperatur- und zeitabhängige Analy-
se dieser Reaktion bei 277 nm ermöglicht die Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten der cis/trans-Isomerisierung
(Abbildung 1). Die cis/trans-Isomerisierung der Tyr-y[CS-
N]-Pro-Bindung in 2 ist 245-mal langsamer als die der nativen
Tyr-Pro-Bindung. Somit ist die Trennung der cis/trans-Thio-

Abbildung 2. CD-Spektren der reinen cis/trans-Isomere des Peptids 2 und
der äquilibrierten Lösung in 0.01m Natriumphosphatpuffer (pH 7.4), 2�
10ÿ4m, 313 K; äquilibrierte Probe (****), trans-2 (ÐÐ) und cis-2 ( ± ± ± ).
Einschub: Zeitabhängigkeit der cis/trans-Isomerisierung des Peptids 2 :
0.01m Natriumphosphatpuffer (pH 7.4), 2� 10ÿ4m, 313 K. Die bei 277 nm
gemessene ¾nderung der Elliptizität folgt einer Reaktion erster Ordnung
mit kobs� (5.38� 0.02)� 10ÿ4 sÿ1.

Abbildung 3. a) Elektropherogramm von trans-2 20 min nach Auflösen in
0.05m Natriumphosphatpuffer (pH 7.4) bei 298 K. b) Elektropherogramm
von trans-2 nach 20 min Bestrahlung mit einem N2-Laser (Wellenlänge
337 nm, Pulsbreite 500 ps, Pulsfrequenz 30 Hz, 400 mJ pro Puls, 298 K). CE-
Bedingungen: 0.05m Natriumphosphatpuffer (pH 2.5), 285 K, Quarz-
Kapillare: 60 cm� 50 mm, 30 kV, UV-Detektion bei 200 nm.

Tabelle 1. UV/Vis- und CD-spektroskopische Parameter der Thioxopep-
tidbindung der reinen cis/trans-Isomere des Peptids 2 in 0.01m Natrium-
phosphatpuffer (pH 7.4) bei 277 K.

Isomer UV/Vis CD
l [nm] l [nm]

(e [cm2 mmolÿ1]) (q [cm2 dmolÿ1])
1p-1p* 1n-3p* 1p-1p* 1n-3p*

trans-2 277 335 277 341
(13 780) (104) (ÿ7366) (1962)

cis-2 276 334 277 340
(15 153) (122) (8988) (1219)
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xoprolylbindungskonformere per HPLC prinzipiell möglich.
Bisher wurden cis/trans-Thioxoprolylbindungskonformere
nur im analytischen Maûstab durch Kapillarzonen-Elektro-
phorese (CE) getrennt.[13] Uns ist es gelungen, cis-1, trans-1,
cis-2 und trans-2 im präparativen Maûstab durch Umkehr-
phasen-HPLC zu isolieren. Die gefriergetrockneten Kon-
formere sind bei 253 K mehr als vier Wochen stabil. In den
CD-Spektren zeigt sich eine erhebliche Isomerspezifität des
Cotton-Effektes für den 1p-1p*-Übergang (Abbildung 2), die
wir für kinetische Untersuchungen der cis/trans-Isomerisie-
rung nutzten. Bei 313 K erhielten wir für die Summe der
mikroskopischen Isomerisierungkonstanten einen Wert von
5.4� 10ÿ4 sÿ1 (Abbildung 2), der gut mit den unter identischen
Bedingungen gemessenen Werten von 5.2� 10ÿ4 sÿ1 aus den
UV-spektroskopischen Messungen (Abbildung 1) und von
5.3� 10ÿ4 sÿ1 aus 1H-NMR-pH-Sprung-Experimenten über-
einstimmt. Aus den Ergebnissen der CE-Messungen wurden
die Quantenausbeuten zu 0.05 für cis-2 und zu 0.19 für trans-2
berechnet. Diese Quantenausbeuten sind niedriger als die der
als Photoschaltsysteme genutzten, allerdings sterisch an-
spruchsvolleren Azobenzole.[14]

Damit sind Thioxopeptidbindungen eine empfindliche
Sonde, die es ermöglicht, durch cis/trans-Photoisomerisierung
Konformationsänderungen im Peptidrückgrat zu induzieren.
Aufgrund der besonderen spektroskopischen Eigenschaften
der Thioxopeptidbindung kann die Kinetik und Thermody-
namik dieser ¾nderungen regiospezifisch analysiert werden.
Es ist besonders hervorzuheben, dass im Unterschied zur
nativen Peptidbindung das Messsignal für die Thioxopeptid-
bindung in einem Bereich liegt, der Messungen im Bereich
der Proteinabsorption erlaubt. Über die Isomerspezifität der
Wechselwirkung der Peptide 1 und 2 mit dem m-Rezeptor
werden wir an anderer Stelle berichten.

Experimentelles

Der Aufbau der Peptide 1 und 2 erfolgte am Sieber-Amid-Harz (Calbio-
chem-Novabiochem, Bad Soden) nach der (9H-Fluoren-9-ylmethoxy)car-
bonyl(Fmoc)-Methode, die Kupplung von Boc-Tyr(tBu)-y[CS-N]-6-Nitro-
benzotriazolid in 12 h bei 277 K in CH2Cl2. Die 1H-NMR-Spektren
entsprechen denen der thioxylierten Verbindungen.

Peptid 1: Simultanabspaltung der Schutzgruppen und des Peptids vom
Harz: 2m SnCl4 in CH3CN, 1 h, 298 K. Die Reinigung erfolgte mit einem
HPLC-Hochdruckgradientensystem der Firma Sykam (LiChrospher, Nu-
cleosil RP-18, 250� 25 mm). Wir nutzten 0.05-proz. Trifluoressigsäure
(TFA) als mobile Phase A und Acetonitril mit 0.05 % TFA als mobile
Phase B. MS: m/z : 627 [M�], ber. für C34H38N6O4S: 626 (monoisotop).

Peptid 2 : Simultanabspaltung der Schutzgruppen und des Peptids vom
Harz: 2.2m ZnCl2 ´ Et2O-Komplex in CH2Cl2, 10 h, 298 K. Reinigung:
HPLC analog Peptid 1. MS: m/z : 588 [M�], ber. für C32H37N5O4S: 587
(monoisotop).

Konformerentrennung: Um den cis-Gehalt zu erhöhen, bestrahlten wir die
wässrigen Peptidlösungen unmittelbar vor der Trennung mit einem N2-
Laser (Wellenlänge 337 nm, Pulsbreite 500 ps, Pulsfrequenz 30 Hz,
400 mJPulsÿ1, 1 h, 277 K). HPLC-Bedingungen: LiChrospher, Nucleosil
RP 18, 250� 25 mm, 29 % Acetonitril, 0.05 % TFA; 277 K. Die reinen
Konformere (tR,trans-1� 12.3 min; tR,cis-1� 19.8 min; tR,trans-2� 10.4 min;
tR,cis-2� 17.2 min) wurden in flüssigem Stickstoff aufgefangen und gefrier-
getrocknet.

Bestimmung der Quantenausbeuten per CE: Unter Nutzung eines N2-
Lasers, dessen Strahl über ein Lichtleiterkabel im rechten Winkel 15 cm
vor dem Detektor auf die Kapillare gerichtet wurde, konnten die
getrennten Isomere, sobald sie den Laserstrahl passieren, einer cis/trans-

Photoisomerisierung unterworfen werden. Die Daten wurden bei 251 nm
(isosbestischer Punkt der Isomerenspektren) aufgenommen. Aus den
gegen die Migrationszeit korrigierten Signalflächen können die isomer-
spezifischen Quantenausbeuten berechnet werden.
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