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Komplexe zelluldre Funktionen werden durch ein Netzwerk
von Protein-Protein-Wechselwirkungen kontrolliert. Diese
Wechselwirkungen werden oft durch eine spezifische post-
oder cotranslationale Funktionalisierung der Proteinseiten-
ketten gesteuert, einen Prozess, der haufig als Proteinmodi-
fizierung bezeichnet wird.""? Zur Untersuchung der biologi-
schen Auswirkungen einer bestimmten Proteinmodifizierung,
beispielsweise einer Glycosylierung oder Phosphorylierung,
werden modifizierte Proteine synthetisiert und anschlieBend
mit ihren nicht modifizierten Analoga verglichen.””! Die effi-
zienteste semisynthetische Strategie in der Proteinsynthese ist
die Ligation exprimierter Proteine (,,expressed protein liga-
tion“, EPL).% In diesem chemoselektiven Prozess wird ein
ungeschiitztes synthetisches Peptidfragment, das die zu un-
tersuchende Proteinmodifikation enthélt, mit einem expri-
mierten Protein durch native chemische Ligation (NCL)
unter Zuhilfenahme einer Thiolfunktion eines N-terminalen
Cysteinrestes ligiert.”!
Wihrend es bereits beeindru-

ckende Untersuchungen zu den A

stabil, was sie zu idealen Modellverbindungen fiir Studien
macht, in denen der Einfluss der Cyclisierung auf Struktur-
stabilitit und biologische Aktivitit untersucht wird.[

Ubliche Synthesestrategien fiir cyclische Peptide beruhen
entweder auf der Cyclisierung von Peptiden mit geschiitzten
Seitenketten unter Verwendung von Aktivierungsreagentien
in Losung oder an der festen Phase!” oder auf einer intra-
molekularen chemoselektiven Amidbildung durch NCL.®!
Der zweite Weg fiihrt direkt zu ungeschiitzten Cys-haltigen
cyclischen Peptiden und nutzt damit die Vorteile eines
strukturassistierten intramolekularen Ringschlusses.”) Nicht
Cys-haltige Peptide konnen durch anschlieende chemische
Umwandlungen, wie die Cys-Desulfurisierung,'”! oder durch
Auxiliarmethoden erhalten werden.!'!

Im Rahmen der Entwicklung einer direkten Synthese-
route zu nicht Cys-haltigen Kopf-Schwanz-verbriickten cy-
clischen Polypeptiden, die einen direkten Zugang zu wichti-
gen Représentanten der posttranslational modifizierten cy-
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Schema 1. A) Spurlose Staudinger-Ligation.' B) Baseninduzierte Staudinger-Cyclisierung.
DABCO =1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan.
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clischen Proteine wie dem 70-gliedrigen Bacteriocin AS48
ermoglicht,™? sollte in der hier vorgestellten Studie die
spurlose Staudinger-Ligation!"” fiir die Konjugation der
Peptidtermini in kleinen peptidischen Modellverbindungen
verwendet werden. Die spurlose Staudinger-Ligation, die
zuerst von den Arbeitsgruppen um Raines und Bertozzi be-
schrieben wurde,"***! beruht auf der Staudinger-Reaktion!"
eines Azides mit einem Phosphan zu einem Iminophosph-
oran, das intramolekular als Aza-Ylid mit einem internen
Elektrophil, in diesem Fall einem Thioester, unter Bildung
einer nativen Amidbindung reagiert (Schema 1A). Daher
bendotigt die spurlose Staudinger-Ligation, im Unterschied zur
NCL, keinen Cys-Rest an der Ligationsstelle. Seit ihrer ersten
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Schema 2. Synthesestrategie fiir die peptidische Staudinger-Cyclisierung a) mit und b) ohne Seitenketten-geschiitzte Peptide.

Beschreibung im Jahr 2000 ist die spurlose Staudinger-Liga-
tion intensiv untersucht worden;" zu nennen sind hier ins-
besondere eine kiirzlich publizierte Variante mit wasserlosli-
chen Phosphanylthiolen,!'! zahlreiche mechanistische Studi-
enl'l sowie Anwendungen wie die ortsspezifische Immobili-
sierung von Peptiden auf Oberflichen!" und die Ligation von
geschiitzten (Glyco-)Peptid-Fragmenten.'” Allerdings wurde
die spurlose Staudinger-Ligation nur selten auf ihre Chemo-
selektivitit untersucht!®1*2" _ anders als die ,,bioorthogo-
nale“ Staudinger-Ligation, die von Bertozzi etal. fiir die
chemoselektive Funktionalisierung von metabolisch veridn-
derten Azidoglycanen in zellulirer Umgebung entwickelt
wurde.”!! Des Weiteren ist die spurlose Staudinger-Ligation
noch nicht auf die Ligation ungeschiitzter Peptidfragmente
angewendet worden.

Bei der hier vorgestellten Strategie sollte das Konzept der
Boran-geschiitzten Phosphanylthiole zum Einbau der fiir eine
Staudinger-Ligation benotigten reaktiven Gruppen — Azid
und Phosphan — in einem Molekiil zur Anwendung kommen
(Schema 1B).*? Nach basischer Boran-Entschiitzung®®"
kann eine intramolekulare Variante der spurlosen Staudin-
ger-Ligation ablaufen, die bereits auf die Synthese von Lac-
tamen und Biaryl-haltigen Naturstoffanaloga angewendet
wurde. Dieses Verfahren einer
induzierten spurlosen Staudin-
ger-Ligation  ermoglicht im

a) Fmoc-Xaa-OH oder

weiter modifiziert oder entschiitzt werden muss (Schema 2b).

Die zuvor genutzten Bedingungen der Boran-Entschiit-
zung eines Phosphanylthioesters in der ersten Syntheseroute
(70°C)™ lieBen eine generelle Anwendung fiir Polypeptid-
ligationen schwierig erscheinen. Die Entschiitzung eines
Boran-geschiitzten ~ Acetylphosphanylthiols 4  (siche
Schema 4), das nach Literaturvorschriften erhalten werden
kann, verlief unter vollstindigem Umsatz bei 40°C mit
DABCO als Base.”**! Fiir eine intramolekulare Anwendung
in einer Peptidcyclisierung haben wir uns auf die Festpha-
senpeptidsynthese (,,solid phase peptide synthesis“, SPPS)
eines difunktionalen Azido-Peptid-Phosphanylthioesters 2
konzentriert. Die Aminosdurensequenz 1-11 von Micro-
cin J25 (GAGHVPEYFVG) wurde als Modellsequenz aus-
gewidhlt, da sie der terminalen zirkuldren Schleife dieses mi-
krobiellen Peptides #hnelt.” Eine 9-Fluorenylmethoxycar-
bonyl(Fmoc)-Peptid-Festphasensynthese, in der Azidoglycin
5 im letzten Kupplungsschritt auf einem sdurelabilen Trityl-
harz (TGT-Harz) gekuppelt wurde, lieferte nach Abspaltung
mit 0.5% TFA in CH,Cl, mit 2.5% TIS das C-terminal ent-
schiitzte Peptid 6 (Schema 3). Dieses Peptid wurde durch
Aktivierung mit DIC/DMAP in CH,Cl, in den Phosphanyl-
thioester 2 tiberfiihrt. HPLC- und HRMS(ESI-ToF-)Analyse
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Schema 3. Staudinger-Peptidcyclisierung tiber baseninduzierte Boran-Entschiitzung: Festphasensynthe-
se des difunktionalen Azido-Peptid-Phosphanylthioesters 2. Reagentien und Bedingungen: a) 1. Fmoc-
Xaa-OH oder 5, HBTU/HOBt, DIPEA, NMP; 2. 20% Piperidin, NMP; b) 0.5% TFA, 2.5% TIS, CH,Cl,,
2 h; ) 7 (1.5 Aquiv.), DIC (3 Aquiv.), DMAP (kat.), CH,Cl,, 8 h; d) DABCO (3 Aquiv.), DMF, 40°C (4 h),
dann 25°C (36 h). HBTU = 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat,
HOBt = N-Hydroxybenzotriazol, TFA=Trifluoressigsiure, DIPEA = Diisopropylethylamin, NMP = N-
Methyl-2-pyrrolidon, TIS =Triisopropylsilan, DIC = Diisopropylcarbodiimid.
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(Abbildung 1 A und Hintergrundinformationen) zeigten
einen vollstindigen Umsatz zu 2, auch wenn nur 1.1 Aqui-
valente des Phosphanylthiols 7 verwendet wurden, das durch
Entschiitzung von 4 erhalten worden war.”!! Die basenindu-
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Abbildung 1. HRMS(ESI-ToF-)Analyse des difunktionalen Azido-Peptid-
Phosphanylthioesters 2 (A) und des entschiitzten Azido-Peptid-Phos-
phanylthioesters 10 (B). C) HRMS(ESI-ToF-)Analyse und HPLC-Spek-
trum des cyclischen Peptides 1a nach Aufreinigung.

zierte Staudinger-Ligation mit 7 mM 2 unter optimierten Be-
dingungen lieferte das cyclische Peptid 3 mit sehr gutem
Gesamtumsatz und nur geringem Anteil eines oxidierten
Nebenproduktes (siche Hintergrundinformationen).

Zusatzlich zu dieser Kopf-Schwanz-Cyclisierung ge-
schiitzter Peptidfragmente iiber baseninduzierte Staudinger-
Cyclisierung wollten wir ein System entwickeln, das die che-
moselektiven Eigenschaften der Staudinger-Reaktion nutzt
(Schema 2b). Fiir eine solche Strategie musste eine Methode
zur Entschiitzung der Peptidseitenketten sowie des Phos-
phanyl-Borans entwickelt werden, die keine abschlieBende
Entfernung der Schutzgruppen des cyclischen Produktes er-
fordert. Daher wurde auf die weniger hdufig genutzten sauren
Bedingungen zur Entfernung der Boran-Schutzgruppe zu-
riickgegriffen.””!

In Modellstudien wurde das Acetyl-geschiitzte Phospha-
nylthiol 4 mit TFA unter anschlieBender Entfernung der
fliichtigen Bestandteile im Hochvakuum in das freie Phos-
phan 8 iiberfiihrt (Schema 4). Detaillierte 'H-, *'P- und "B-
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Schema 4. Modellstudien fiir die intermolekulare spurlose Staudinger-
Ligation tiber saure Boran-Entschiitzung. Reagentien und Bedingun-
gen: a) TFA, 1 h, dann Entfernung von TFA im Hochvakuum, 1 h;

b) Benzylazid (1 Aquiv.), DABCO (2 Aquiv.), [D;]DMF, 25°C.

NMR-spektroskopische Untersuchungen bestdtigten die
vollstindige Boran-Entschiitzung und demonstrierten die
quantitative Umsetzung des vierwertigen Borans in eine we-
niger reaktive dreiwertige Boratspezies (siche Hintergrund-
informationen).”® Eine nachfolgende Testreaktion fiir die
spurlose Staudinger-Ligation, in diesem Fall mit Benzylazid™'
zu N-Benzylacetamid (9), lieferte unter optimierten Bedin-
gungen exzellente Umsétze von bis zu 95%, wenn die Re-
aktionsmischung mit DABCO oder DIPEA versetzt wurde,
um Reste von TFA zu kompensieren (siche Hintergrundin-
formationen), und wenn kurze Entschiitzungszeiten (1 h)
eingehalten wurden, um eine Hydrolyse des Thioesters zu
unterbinden. Die Zugabe der Base ist eine Voraussetzung fiir
hohe Umsétze bei der spurlosen Staudinger-Ligation, da
TFA-Reste zur Protonierung des Iminophosphorans fithren
und so die Elektrophilie des Phosphorzentrums und damit die
Staudinger-Reduktion zum Amin begiinstigen wiirden.

Die Strategie der sauren Entschiitzung hat mehrere Vor-
teile gegeniiber der baseninduzierten Variante: Die Ent-
schiitzung gelingt bei Raumtemperatur, die reaktive Boran-
spezies wurde in ein chemisch weniger reaktives Borat iiber-
fiihrt, und mildere Basen als DABCO konnen in der Reak-
tionssequenz verwendet werden. Der wichtigste Vorteil be-
steht allerdings darin, dass die TFA-induzierte Boran-
Entschiitzung eines Azido-Peptid-Phosphanylthioesters 2 zu
einer gleichzeitigen Entschiitzung der Peptidseitenketten
fithrt, was eine Amidbildung in Gegenwart ungeschiitzter
Peptidfunktionalitidten durch die spurlose Staudinger-Ligati-
on ermoglicht.

Diese vorteilhaften Eigenschaften wurden anhand des
Azido-Peptid-Phosphanylthioesters 2 demonstriert, der bei
Umsetzung mit einer Losung aus 97.5% TFA und 2.5% TIS
den entschiitzten Azido-Peptid-Phosphanylthioester 10 lie-
ferte (Schema 5 A). Peptid 10, das durch HPLC und HRMS
(ESI-ToF) analysiert wurde, (Abbildung 1B und Hinter-
grundinformationen), zeigte keine Tendenz zur Staudinger-
Cyclisierung ohne Basenzugabe. Es war jedoch schwierig,
Peptid 10 durch HPLC zu reinigen, da eine teilweise Oxida-
tion des Phosphans beobachtet wurde. Aus diesem Grund
beschlossen wir, die Staudinger-Cyclisierung direkt nach der
TFA-Entschiitzung zu induzieren. Nach Ausfillen aus wass-
erfreiem kaltem Diethylether wurde Peptid 10 auf eine
Konzentration von 7 mM in wasserfreiem DMF verdiinnt und
mit DIPEA versetzt, um die Staudinger-Cyclisierung einzu-
leiten. Eine HPLC-Analyse offenbarte als Hauptprodukt der
Ligation das vollstindig entschiitzte cyclische Peptid 1a, das
durch HRMS verifiziert wurde (siehe Hintergrundinforma-
tionen); des Weiteren wurde der oxidierte Phosphanylthio-
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Schema 5. Peptidische Staudinger-Cyclisierung tiber saure Boran-Ent-
schiitzung: A) TFA-Entschiitzung des difunktionalen Azido-Peptid-
Phosphanylthioesters 2 und anschlieRende Staudinger-Cyclisierung.

B) Sequenzen der cyclischen Peptide 1a—c und Ausbeuten an isolier-
tem Produkt nach priparativer HPLC. Reagentien und Bedingungen:
a) 97.5% TFA, 2.5% TIS, 1 h, dann Ausfillen aus wasserfreiem kaltem
Diethylether; b) DIPEA (20 Aquiv.), DMF, 12 h. Details zur HPLC- und
HRMS-Analyse finden sich in den Hintergrundinformationen. [a] Aus-
beute an isoliertem Produkt nach HPLC-Reinigung (iiber drei Stufen,
siehe Text und Hintergrundinformationen).

ester mit einem N-terminalen Azid als Nebenprodukt iden-
tifiziert. Es wurden keine intermolekularen Kupplungspro-
dukte beobachtet. Das cyclische Peptid 1a (cyclo-GAG-
HVEPYFVG) wurde mithilfe priaparativer HPLC gereinigt
und durch HRMS charakterisiert (Abbildung 1C). Da zwi-
schen den einzelnen Stufen keine HPLC-Reinigung stattge-
funden hatte, konnte nur die Gesamtausbeute ermittelt
werden; diese betrug 36% iiber die gesamte dreistufige
Syntheseroute, die die Thioestersynthese, die TFA-Ent-
schiitzung sowie die finale Cyclisierung einschlief3t.

Die gleiche Synthesevorschrift wurde auch auf die Cycli-
sierung zweier weiterer Undecapeptide angewendet: Peptid
1b hat eine weitere Hydroxygruppe und ein Seitenketten-
amid (Sequenz: GGIVPQFYSAG). Gesamtausbeute (31%)
und Nebenprodukte waren &hnlich wie im Fall von 1la
(Schema 5B). AbschlieBend wurde Peptid 1¢, das die restli-
chen Aminosduren der Microcin-J25-Sequenz enthilt (Se-
quenz: GIGTPISFYGG), in einer Ausbeute von 20 % erhal-
ten.

Wir haben eine Synthese cyclischer Peptide entwickelt,
die auf zwei Strategien einer induzierten Staudinger-Ligation
fult. Unsere Methode eroffnet einen effizienten Zugang zu
geschiitzten und ungeschiitzten Peptid-Phosphanylthioestern
durch Verwendung eines sdurelabilen Tritylharzes. Bemer-
kenswert ist die Tatsache, dass die saure Boran-Entschiitzung
eine chemoselektive Peptidligation in Gegenwart funktio-
neller Peptidseitenketten und damit die generelle Anwen-
dung der spurlosen Staudinger-Ligation in (Poly-)Peptidliga-
tionen ermoglicht, da keine Cysteinreste fiir die Amidbildung
benotigt werden. Des Weiteren ist keine abschlieende Ent-
schiitzung des Peptidproduktes erforderlich. Obwohl noch
nicht alle funktionellen Aminosiureseitenketten getestet
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worden sind, demonstriert diese Studie bereits das Potenzial
der spurlosen Staudinger-Ligation als eine chemoselektive
Reaktion zur Amidbildung bei der Synthese natiirlicher
Peptidsubstrate.

Die Cyclisierung in Gegenwart ungeschiitzter Seitenket-
ten konnte von einer strukturellen Vororganisation der Ter-
mini profitieren, die eine intramolekulare Amidbildung ge-
geniiber einer intermolekularen begiinstigen wiirde.”) Derzeit
untersuchen wir diesen strukturellen Einfluss in Kombination
mit den Auswirkungen der Peptidkonzentrationen auf die
Gesamtausbeute und arbeiten an der Entwicklung einer in-
termolekularen chemoselektiven Staudinger-Ligation sowie
an der Cyclisierung groBerer Polypeptidsequenzen in wissri-
gen Losungen.

Experimentelles

Synthese des geschiitzten difunktionalen Azido-Peptid-Phosphanyl-
thioesters 2: Das Azido-Peptid wurde durch Standard-Fmoc-Peptid-
Festphasensynthese mit dem Peptidsynthesizer ABI 433a hergestellt
(Fast-moc-Verfahren mit HBTU/HOBt-Aktivierung). Ein TGT-Harz
(Novabiochem) wurde als feste Phase verwendet, wobei die erste
Aminosdure (Gly) schon gekuppelt vorlag. Das Peptid wurde vom
Harz mit 0.5-proz. TFA-Lésung in CH,Cl, (mit 2.5% TIS) innerhalb
von 2 h abgespalten. Das Harz wurde abfiltriert und mit CH,Cl, ge-
waschen. Das Filtrat und die Waschfraktionen wurden vereinigt, und
das Solvens wurde im Hochvakuum entfernt. Das C-terminal unge-
schiitzte Peptid wurde in wasserfreiem CH,Cl, gelost (5 mL/
0.033 mmol). Nach Versetzen mit 3 Aquiv. DIC und katalytischen
Mengen DMAP wurden 1.5 Aquiv. des Boran-geschiitzten Diphe-
nylphosphanylmethanthiols (7) zugegeben, und die Reaktionsmi-
schung wurde 12 h geriihrt. Der Umsatz zum Phosphanylthioester 2
wurde durch HPLC- und HRMS-Analyse bestimmt (siche Hinter-
grundinformationen).

TFA-Entschiitzung von 2 und anschlieBende Staudinger-Cycli-
sierung: Das Rohprodukt 2 der Phopshanylthioestersynthese wurde
zur Entschiitzung 1h mit 97.5% TFA und 2.5% TIS (0.5mL/
0.033 mmol) umgesetzt. Der vollstindig entschiitzte Thioester 10
wurde durch Zugabe von 10 mL wasserfreiem Diethylether ausge-
fallt, durch HPLC und HRMS charakterisiert (siche Hintergrundin-
formationen) und in wasserfreiem DMF aufgelost (5 mL/
0.033 mmol).

Fiir die Cyclisierung wurden 20 Aquiv. DIPEA zugegeben und
12 h umgesetzt. Das cyclische Peptid 1a wurde durch priparative
HPLC gereinigt und durch HRMS analysiert.

Eine HPLC- und eine HRMS-Analyse der Peptide 1a—c, 2, 3 und
10 sind in Abbildung 1 und den Hintergrundinformationen gezeigt.
Eine NMR-Analyse zur TFA-Entschiitzung von 4 zu 8 sowie weitere
Synthesevorschriften finden sich ebenfalls in den Hintergrundinfor-
mationen.
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