
Systeme des Klasse-II-Typs zu 1090 cm�1 ergeben; die An-
nahme eines Klasse-III-Verhaltens entsprechend dem IR-
spektroskopischen Resultat liefert eine Sch‰tzung[3a] vonHAB

zu ñmax/2= 2890 cm�1.
Wir haben hier f¸r einen weitverbreiteten Typ gemischt-

valenter Verbindungen (p-Ligand-verbr¸ckte Diruthenium-
Komplexe)[1,3,6a] gezeigt, dass ein gro˚er Metall-Metall-Ab-
stand zwar die Coulomb-bestimmte, aus elektrochemischen
Potentialdifferenzen ermittelte Komproportionierungskon-
stante Kc beeinflusst, hingegen die elektronische Wechselwir-
kung st‰rker von der Korrelation zwischen den Metallkon-
figurationen und den Eigenschaften des Br¸ckenliganden
abh‰ngt. W‰hrend die hervorragende Eignung Kumulen-
artiger Cn-Br¸cken zur Vermittlung elektronischer Wechsel-
wirkungen wohletabliert ist,[6] bleibt es bemerkenswert, dass
eine derartige starkeWechselwirkung durch das polare, wenig
kovalente Ru-O-Interface unter Einbeziehung des b-Diketo-
nato-Ligandsystems in einer nicht h‰ufig anzutreffenden[16]

RuIV;III
2 - (d4/d5-) gemischtvalenten Konfiguration nachweisbar

ist. Offenbar kˆnnen Cn-Spacer mit robusten Koordinations-
verbindungen des Werner-Typs kombiniert werden, wobei
eine variable, potenziell jedoch auch starke elektronische
Kopplung ¸ber weite Distanzen auftritt.

Eingegangen am 21. August 2002,
ver‰nderte Fassung am 20. November 2002 [Z50020]

[1] W. Kaim, A. Klein, M. Glˆckle, Acc. Chem. Res. 2000, 33, 755.
[2] a) N. S. Hush, Prog. Inorg. Chem. 1967, 8, 391; b) N. Sutin, Prog.
Inorg. Chem. 1983, 30, 441.

[3] a) C. Creutz, Prog. Inorg. Chem. 1983, 30, 1; b) A.-C. Ribou, J.-P.
Launay, K. Takahashi, T. Nihira, S. Tarutani, C. W. Spangler,
Inorg. Chem. 1994, 33, 1325; c) C. Patoux, J.-P. Launay, M. Beley,
S. Chaodorowski-Kimmes, J.-P. Colin, J. Stuart, J.-P. Sauvage, J.
Am. Chem. Soc. 1998, 120, 3117.

[4] D. O. Cowan, F. Kaufmann, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 219.
[5] Y. Kasahara, Y. Hoshino, M. Kajitani, K. Shimizu, G. P. SatÙ,
Organometallics 1992, 11, 1968.

[6] a) M. I. Bruce, P. J. Low, K. Costuas, J.-F. Halet, S. P. Best, G. A.
Heath, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 1949, zit. Lit.; b) N.
Le Narvor, L. Toupet, C. Lapinte, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,
7129; c) M. Brady, W. Weng, Y. Zhou, J. W. Seyler, A. J.
Amoroso, A. M. Arif, M. Bohme, G. Frenking, J. A. Gladysz, J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 775.

[7] Kristallisation aus CH2Cl2/C2H5OH (10/1, v/v). Kristalldaten f¸r
1: M= 1179.42, monoklin, Raumgruppe P21/n, a= 12.0875(3),
b= 29.0406(8), c= 20.8946(7) ä, b= 106.175(1)8, V=
7044.3(4) ä3, T= 293(2) K, Z= 4, 7313 unabh‰ngige Reflexe,
R1= 0.0884 und wR2= 0.1864 f¸r 5144 beobachtete Reflexe [I>
2s(I)]. Die meisten Methylgruppen sind fehlgeordnet und
wurden mit Teil-Besetzung verfeinert. CCDC-191410 enth‰lt
die ausf¸hrlichen kristallographischen Daten zu dieser Verˆf-
fentlichung. Die Daten sind kostenlos ¸ber www.ccdc.cam.ac.uk/
conts/retrieving.html erh‰ltlich (oder kˆnnen bei folgender
Adresse in Gro˚britannien angefordert werden: Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge
CB21EZ; Fax: (+ 44)1223-336-033; oder deposit@ccdc.cam.ac.
uk).

[8] a) Die spektroelektrochemischen Experimente wurden bei tie-
fen Temperaturen mit einer verbesserten Version der optisch
transparenten D¸nnschicht-Elektrochemie(OTTLE)-Zelle
durchgef¸hrt: F. Hartl, H. Luyten, H. A. Nieuwenhuis, G. C.
Schoemaker, Appl. Spectrosc. 1994, 48, 1522; b) Die Messungen

Peptide mit d-Aminos‰uresequenzen

all-d-Polypeptide: Zielmolek¸le f¸r die
Semisynthese**

Nicole Wehofsky, Sven Thust, Jens Burmeister,
Sven Klussmann und Frank Bordusa*

d-Aminos‰uren treten in der Natur zwar nur sp‰rlich auf,
spielen aber eine wichtige Rolle f¸r die Struktur und bio-

[*] Dr. F. Bordusa, Dr. N. Wehofsky
Max-Planck-Forschungsstelle f¸r Enzymologie der Proteinfaltung
Weinbergweg 22, 06120 Halle (Deutschland)
Fax: (+49)345-5511-972
E-mail: bordusa@enzyme-halle.mpg.de

Dr. J. Burmeister, Dr. S. Klussmann
NOXXON Pharma AG
Max-Dohrn-Stra˚e 8±10, 10589 Berlin (Deutschland)

Dr. S. Thust
Universit‰t Leipzig
Institut f¸r Organische Chemie
Johannisallee 29, 04103 Leipzig (Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(SFB610 und BO1770/1-1) und dem Fonds der Chemischen
Industrie (Liebig-Stipendium f¸r F.B.) unterst¸tzt. Wir danken Dr.
G. Jahreis f¸r seine Hilfe bei der Peptidsynthese und Prof. G. Fischer
f¸r die Fˆrderung dieses Forschungsvorhabens.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kˆnnen beim Autor
angefordert werden.

wurden in CH2Cl2/0.1m Bu4NPF6 bei �40 8C durchgef¸hrt.
Hˆhere Temperaturen oder der Gebrauch von CH3CN f¸hrten
zu langsamen Zersetzungsreaktionen von 12� und 12+ auf der
Zeitskala des Experiments (1±5 Minuten).

[9] M. B. Robin, P. Day, Adv. Inorg. Chem. Radiochem. 1967, 10,
247.

[10] Y. Hoshino, B. Schwederski, B. Sarkar, W. Kaim, unverˆffent-
lichte Ergebnisse.

[11] C. E. B. Evans, G. P. A. Yap, R. J. Crutchley, Inorg. Chem. 1998,
37, 6161.

[12] a) W. Kaim, Coord. Chem. Rev. 2002, 230, 127; b) S. Chellamma,
M. Lieberman, Inorg. Chem. 2001, 40, 3177.

[13] p-Donor-verbr¸ckte RuIII;II2 - und RuIII;III2 -Systeme: a) V. Kasack,
W. Kaim, H. Binder, J. Jordanov, E. Roth, Inorg. Chem. 1995, 34,
1924; b) A. Dei, D. Gatteschi, L. Pardi, Inorg. Chem. 1990, 29,
1442.

[14] D. Lin-Vien, N. B. Colthup, W. G. Fateley, J. G. Grasselli, The
Handbook of Infrared and Raman Characteristic Frequencies of
Organic Molecules, Academic Press, San Diego, 1991, S. 95 und
213.

[15] J. Heck, G. Lange, M. Malessa, R. Boese, D. Bl‰ser, Chem. Eur.
J. 1999, 5, 659.

[16] Oxoverbr¸ckte RuIV;III
2 -Systeme: a) J. A. Baumann, T. J. Meyer,

Inorg. Chem. 1980, 19, 345; 1,4-Dicyanamidobenzol-verbr¸cktes
RuIV;III

2 -System: b) M. L. Naklicki, C. A.White, V. V. Kondratiev,
R. J. Crutchley, Inorg. Chim. Acta 1996, 242, 63.

Angewandte
Chemie

701Angew. Chem. 2003, 115, Nr. 6 ¹ 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 0044-8249/03/11506-0701 $ 20.00+.50/0



logische Aktivit‰t der Polypeptide, in denen sie vorkommen.
In Bakterien z.B. wirken d-Aminos‰uren als Schl¸sselbau-
steine in der Zellwand oder in antibakteriellen Wirkstoffen,[1]

in S‰ugetieren sind sie zur Aufrechterhaltung der Aktivit‰t
einer Reihe von Hormonen und neuronalen Transmittern
essenziell.[2] Abgesehen von diesen nat¸rlichen Funktionen
haben synthetische all-d-Polypeptide eine gro˚e Bedeutung
als Spiegelmere, d.h. Proteine, die f¸r das Screening von
spezifisch bindenden Liganden an Nucleins‰uren oder ge-
netisch kodierte Proteinbibliotheken verwendet werden.[3]

Diese vielf‰ltigen Funktionen ± zusammenmit ihrer Stabilit‰t
gegen proteolytischen Abbau ± f¸hrten zu einem gro˚en
Interesse an der Synthese von d-Aminos‰ure-haltigen Poly-
peptiden zur Verwendung als langwirkende Therapeutika und
als Reagentien f¸r die Wirkstoffsuche.

Gegenw‰rtig kˆnnen kurz- oder langkettige d-Amino-
s‰ure-haltige Peptide ausschlie˚lich durch chemische Metho-
den erhalten werden. Gentechnologische oder enzymatische
Ans‰tze hingegen beschr‰nken sich auf die Synthese von all-
l- und l,d-Peptiden.[4] Sp‰rlich beschriebene Ausnahmen
hiervon umfassen den Einsatz von d-Aminos‰ure-spezifi-
schen Peptidasen, Esterasen und Acyltransferasen[5] sowie
Lˆsungsmittel-modifizierten[6] oder chemisch ver‰nderten
Enzymen.[7] Solche Enzyme weisen zwar modifizierte Stereo-
spezifit‰ten auf, ihre Anwendung beschr‰nkt sich aber auf die
Verkn¸pfung einzelner d-Aminos‰urereste, w‰hrend die
Ligation entsprechender Peptidfragmente nicht mˆglich ist.

Wir berichten hier ¸ber den ersten biokatalytischen
Ansatz zur Synthese von d-Aminos‰ure-haltigen Peptiden
durch die Ligation von all-d-Peptidfragmenten. Die Syn-
thesemethode ist weder durch die Kettenl‰nge noch durch die
Aminos‰uresequenz des Acyldonors oder -acceptors be-
schr‰nkt. Weitere Vorteile sind milde Reaktionsbedingungen,
die einfache Durchf¸hrbarkeit, die Verwendung von Reak-
tanten mit ungesch¸tzten Seitenketten sowie die prinzipielle
Vermeidung von organischen Lˆsungsmitteln und k¸nstlich
modifizierten Enzymen, anstelle derer eine normale Pepti-
dase, die Cysteinprotease Clostripain, eingesetzt wird. Die
Verwendung von Wasser als Reaktionsmedium gew‰hrleistet
eine hohe Enzymaktivit‰t und -stabilit‰t w‰hrend der Syn-
these. Die Affinit‰t der all-d-Peptid-Donorkomponenten zur
inh‰rent l-Arg-spezifischen Protease wird mithilfe der Sub-
stratmimetika-Strategie erzwungen.[8] Diese Strategie in Ver-
bindung mit der Anwendung von Clostripain, das nur eine
geringe Stereospezifit‰t f¸r den Acylacceptor aufweist, er-
mˆglicht die Synthese eines breiten
Spektrums von all-d-Peptiden, Ver-
bindungen also, f¸r die das Enzym
an sich vˆllig unspezifisch ist.

Zun‰chst wurde allgemein die
Reaktivit‰t von Clostripain gegen
d-Aminos‰ure-abgeleitete Acyldo-
nor- und Acylacceptorkomponen-
ten untersucht. Dazu wurden Mo-
dellreaktionen mit einfachen d-
Aminos‰ure-4-guanidinophenyles-
tern (OGps) als Acyldonoren und
d-konfigurierten Aminos‰ureami-
den und Peptiden als Acylaccepto-

ren ausgef¸hrt. Die OGps wurden wegen ihrer bekannten
spezifit‰tsvermittelnden Eigenschaft ausgew‰hlt, die Affini-
t‰t von inh‰rent unspezifischen Acylresten zu Clostripain
erzwingen zu kˆnnen.[9] Des Weiteren wurde ein analoger
Glycinester umgesetzt, der wegen der Achiralit‰t des Glycins
und der damit verbundenen Mˆglichkeit, sowohl in all-l- als
auch in all-d-Peptiden aufzutreten, von speziellem Interesse
war.

Die enzymatischen Reaktionen wurden in w‰ssrigen
Pufferlˆsungen beim pH- und Temperaturoptimum des
Enzyms ausgef¸hrt.[10] Die Konzentrationen der Acyldonor-
und Acylacceptorkomponenten betrugen 2 mm bzw. 10 mm

(siehe Hintergrundinformationen). In einigen F‰llen wurde
2.5% DMF zugesetzt, um die Reaktanten vollst‰ndig zu
lˆsen. Kontrollreaktionen ohne Enzym wurden parallel aus-
gef¸hrt. Bei einer Enzymkonzentration von 5 mm (Bz-Gly-
OGp) oder 20 mm (d-Aminos‰ureester) gen¸gten laut HPLC
Inkubationszeiten von weniger als 60 min zur kompletten
Umsetzung des Eduktesters. Eine spontane, nichtenzymati-
sche Synthese wurde in diesem Zeitraum nicht beobachtet,
und der Anteil der spontanen chemischen Esterhydrolyse
betrug weniger als 5%. Die Ergebnisse der enzymatischen
Reaktionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst; sie best‰ti-
gen, dass Clostripain nicht nur die Verkn¸pfung des achiralen
Glycinesters, sondern auch die der analogen d-Aminos‰ure-
abgeleiteten Ester katalysiert. Wie in fr¸heren Untersuchun-
gen unter Verwendung von l-Arg-Estern bereits festgestellt
wurde,[11] kann das Enzym d-Aminos‰ureamide und sogar all-
d-Peptide acylieren. Bemerkenswerterweise katalysiert das
Enzym auch die Umsetzung von H-d-Pro-NH2, das in Unter-
suchungen mit l-Arg-Estern als unreaktiv beschrieben wur-
de.[11] Dieses ¸berraschende Ergebnis weist darauf hin, dass
Substratmimetika nicht nur die Spezifit‰t des Enzyms gegen
die Carboxykomponente, sondern auch gegen die Amino-
komponente erweitern, ein Befund, der ¸ber die Verwendung
von d-Aminos‰ure-haltigen Reaktanten und Clostripain hin-
aus von allgemeiner Bedeutung sein kˆnnte. Wie sich aus
Tabelle 1 weiter ablesen l‰sst, h‰ngt die Produktausbeute von
den Eigenschaften der Acyldonoren und -acceptoren ab. Im
Allgemeinen verlaufen die Umsetzungen der d-Aminos‰u-
reamide und des Tripeptids H-(d-Ala)3-OH mit hˆheren
Ausbeuten als die der Dipeptide. æhnlich geringe Ausbeuten
wurden auch bei den analogen all-l-Peptiden beobachtet und
auf ung¸nstige Wechselwirkungen der negativ geladenen
Carboxylatgruppe am C-Terminus der Dipeptide zur¸ckge-

Tabelle 1: Produktausbeuten bei der Clostripain-katalysierten Synthese von all-d-Peptiden.[a]

Acylacceptor Acyldonor
Bz-Gly-OGp Bz-d-Ala-OGp Bz-d-Leu-OGp[b] Bz-d-Phe-OGp[b]

H-d-Pro-NH2 72.6 60.7 46.2 44.0
H-d-Leu-NH2 99.1 89.7 65.7 61.9
H-d-Phe-NH2 98.4 90.5 66.3 67.4
H-(d-Met)2-OH 43.6 43.1 37.3 38.1
H-(d-Leu)2-OH 45.8 55.2 41.9 41.6
H-(d-Ala)3-OH 62.4 64.8 45.8 46.6

[a] Synthesebedingungen: 0.1m HEPES-Puffer (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfons‰ure), 0.1m
NaCl, 0.01m CaCl2, pH 8.0, 25 8C. Konzentrationen: [Donor]=2 mm, [Acceptor]=10 mm, [Clostri-
pain]=5 mm (Bz-Gly-OGp) oder 20 mm (Bz-d-Xaa-OGp). [b] Reaktionsans‰tze enthielten 2.5 Vol.-%
DMF.
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f¸hrt.[12] Der Einfluss des Acylacceptors auf die Syntheseaus-
beute korreliert mit dem Platzbedarf der Aminos‰ureseiten-
kette. Demnach bevorzugt das Enzym Aminos‰uren ohne
oder mit kleinen Seitenketten, sodass die Reaktionen mit den
sterisch anspruchsvolleren Estern Bz-d-Leu-OGp und Bz-d-
Phe-OGp mit niedrigeren Ausbeuten verlaufen. Aber selbst
in diesen F‰llen wird nur eine geringf¸gig kleinere Ausbeute
erhalten als in Reaktionen mit spezifischen l-Arg-Estern und
H-d-Leu-NH2 oder H-d-Phe-NH2.[11]

Des Weiteren untersuchten wir die Anwendbarkeit des
Syntheseansatzes f¸r die Ligation von l‰ngeren all-d-Peptid-
fragmenten. Als Targets w‰hlten wir das Modellpeptid 1 und
die all-d-Form der trifunktionellen, aus 34 Aminos‰uren
aufgebauten WW-Dom‰ne der humanen Peptidyl-Prolyl-cis/
trans-Isomerase hPin1 (2 ; Schema 1). Die biologische Rele-
vanz von hPin1 beruht auf dem Befund, dass WW-Dom‰nen-
haltige Proteine u.a. eine Rolle bei der Alzheimerkrankheit,
bei Chorea Huntington und dem Liddle-Syndrom spielen.[13] 1
und 2 wurden durch eine einstufige Enzymligation der N- und
C-terminalen Fragmente synthetisiert. Die C-terminalen
Fragmente waren durch Festphasenpeptidsynthese am
Wang-Harz, die N-terminalen Fragmente am 4-Sulfamylbu-
tyrylaminomethyl-Safety-Catch-Harz erhalten worden (Sche-

ma 1; Details siehe Hintergrundinformationen). Die nach
Peptidabspaltung, Entsch¸tzung und Reinigung erhaltenen
Peptidfragmente wurden zur enzymatischen Ligation unter
den oben beschriebenen Bedingungen und Konzentrationen
eingesetzt (mit Ausnahme der Synthese von 2, bei der aus
Gr¸nden der Syntheseˆkonomie die Esterkonzentration von
2 mm auf 5 mm erhˆht wurde; um zu untersuchen, ob die
Synthese von 2 auch mit niedrigeren Reaktantenkonzentra-
tionen gelingt, wurde eine analoge Umsetzung mit 2.5 mm

Acyldonor und 5 mm Acylacceptor ausgef¸hrt). Nach 1 h und
vollst‰ndigem Esterumsatz wurden die Reaktionen angehal-
ten und die Produkte mit HPLC und Massenspektrometrie
analysiert (siehe z.B. Abbildung 1). Die Ausbeuten betrugen
58% (1) und ca. 50% (2) und waren unabh‰ngig von der
Reaktantenkonzentration. Mit Ausnahme der hydrolysierten
Peptidester wurden keine Nebenprodukte gefunden, was
darauf schlie˚en l‰sst, dass konkurrierende proteolytische
Spaltungen nicht auftreten.

Ein neuer und vielversprechender Ansatz zur Semisyn-
these von d-Aminos‰ure-haltigen Peptiden wurde entwickelt,
der auf der Ligation von all-d-Peptidfragmenten beruht.
Vorteile dieser Methode sind die breite Akzeptanz von
unterschiedlich langen und sequenziell unterschiedlichen

Acyldonor- und Acylacceptorkomponenten,
milde Reaktionsbedingungen, die Vermei-
dung organischer Lˆsungsmittel sowie die
Verwendung hochaktiver Wildtyp-Enzyme
als Katalysatoren und ungesch¸tzter Peptide
als Reaktanten. Anders als bei der Verwen-
dung von Proteasen zur Synthese von kon-
ventionellen l-Peptiden treten keine pro-
teolytischen Nebenreaktionen auf. Der da-
raus resultierende irreversible Synthesever-
lauf f¸hrt kurioserweise dazu, dass all-d-
Peptide bessere Synthesetargets sind als die
all-l-Analoga, obwohl die eingesetzten Pro-
teasen in der Natur selektiv f¸r all-l-Peptide
sind. Dieser Befund l‰sst hoffen, dass der
hier vorgestellte Ansatz auch zur Herstel-
lung von noch l‰ngeren all-d-Proteindom‰-
nen eingesetzt werden kann.

Eingegangen am 30. August 2002,
ver‰nderte Fassung am 14. November 2002
[Z50072]

Schema 1. Synthese des all-d-Hexadecapeptids 1 und der all-d-Form der WW-Dom‰ne von hPin1 (2) unter Anwendung eines kombinierten Ansat-
zes aus Substratmimetika-Strategie und Safety-Catch-Festphasenpeptidsynthese (SPPS). Fmoc=9-Fluorenylmethyloxycarbonyl.

Abbildung 1. Analyse der Produkte der Clostripain-katalysierten Synthese (0.1m HEPES-
Puffer, 0.1m NaCl, 0.01m CaCl2, pH 8.0, 2.5Vol.-% DMF, 25 8C, [Donor]=5 mm, [Accep-
tor]=10 mm, [Clostripain]=20 mm) der WW-Dom‰ne von hPin1 durch HPLC (a) und MAL-
DI-TOF-MS (b). aI) Vor der Enzymzugabe, aII) nach 60 min Inkubationszeit; 1: abgespalte-
nes OGp, 2: Ac-klppgwekrmsrssg-OGp, 3: Ac-klppgwekrmsrssg-OH, 4: H-rvyyfnhitnasq-
werpsg-NH2, 5: Ac-klppgwekrmsrssgrvyyfnhitnasqwerpsg-NH2; A254=Absorbanz bei
254 nm. b) Ber. Molekulargewicht: 4062.02.
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