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Chemische Ligationsreaktionen sind in den letzten Jahren
tiberaus populédr geworden, da sie chemoselektive Verkniip-
fungen unter milden Reaktionsbedingungen und oftmals in
wissrigen Medien mit hohen Ausbeuten moglich gemacht
haben.!"! Chemische Ligationen sind besonders niitzlich, wenn
sie die Kupplung von komplex funktionalisierten Molekiilen
ohne Schutzgruppen unter physiologischen Bedingungen
oder in Gegenwart von lebenden Zellen bewirken. Reversible
Ligationen wurden kiirzlich auch im Fragment-basierten
Screening und in der Wirkstoffentwicklung angewendet.?
Ein Ligationsverfahren, das konformativ fixierte, biologisch
aktive Molekiile liefert, wiirde die vorhandenen Methoden
ideal ergédnzen. Eine solche Strategie konnte fiir das Struktur-
basierte Design und die Synthese von Inhibitoren fiir Protein-
Protein-Wechselwirkungen und Peptidylisomerasen beson-
ders wertvoll sein.®!

Unser Ziel war es, den direkten Einbau von 1,5-disubsti-
tuierten Triazolringen in Peptide ausgehend von Standard-
Aminosdurebausteinen zu etablieren. Eine Reaktion, die
diese Produkte liefert, wiirde einen unmittelbaren Zugang zu
konformativ fixierten cis-Peptidmimetika — oder ,Klack-
Peptiden“ — eroffnen (Schema 1).! Die erhaltenen 5-Pep-
tidyl-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-peptide sollten es ermdglichen,
die Effekte der cis-Peptid-Geometrie zu untersuchen, sei es in
offenkettigen Konformationen (O) oder in Peptidschleifen
(,,turns“, T1 und T2), die durch die cis-Peptidbindung indu-
ziert werden (Schema 1).P! Dariiber hinaus sollten 5-Peptidyl-
1H-1,2,3-triazole (NH-Triazole) ohne Substituent in 1-Stel-
lung, die bislang noch nicht synthetisiert worden sind, als
proteolytisch stabile Bioisostere der C-Termini von Peptiden
und Proteinen dienen (Schema 1, unten).

1,2,3-Triazole sind interessante Ligationsprodukte, da sie
thermodynamisch und physiologisch stabil sind. Entspre-
chend sind sie in einigen oral verabreichten Medikamenten zu
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Schema 1. Die Ersetzung einer Peptidbindung durch ein 1,5-disubstitu-
iertes 1,2,3-Triazol liefert 5-Peptidyl-1H-1,2,3-triazolylpeptide als konfor-
mativ fixierte cis-Peptidmimetika oder ,Klack-Peptide“. cis-Peptidmime-
tika sollten entweder offenkettige Konformationen (O) oder Schleifen-
strukturen (T1, T2) bilden. Ahnlich wie natiirliche Peptide sollten 5-
Peptidyl-1H-1,2,3-triazole (,NH-Triazole") uiber einen enzymatisch sta-
bilen C-Terminus mit einer Wasserstoffbriickenakzeptor- und -donor-
funktion verfiigen.

finden.®” 1,3-Dipolare Cycloadditionen, die 1,2,3-Triazole
ausgehend von Alkinen und Aziden liefern, wurden zuerst
von Huisgen beschrieben!™ und sind sehr populir geworden,
nachdem mit Kupfer(I) als Katalysator in Kombination mit
einer Base ein regioselektiver Zugang zu den 1,4-disubstitu-
ierten 1,2,3-Triazolen gefunden wurde.”! 1,5-Disubstituierte
1,2,3-Triazole hingegen werden unter Verwendung eines
Ruthenium(II)-Katalysators regioselektiv aus Alkinen und
Aziden gebildet."”! Leider erfordern alle publizierten Me-
thoden fiir regioselektive Triazol-Ligationen — gleich ob sie
zum 1,4- oder zum 1,5-Isomer fiihren — die Verwendung von
Schwermetallsalzen und sind deshalb fiir Anwendungen in
Gegenwart lebender Zellen nicht geeignet. Deshalb wurde
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die Entwicklung einer metallfreien, und daher biokompati-
blen, regioselektiven Triazol-Ligationsmethode als ein wich-
tiges Ziel angesehen.!'!]

Wir hatten die Idee, dass 5-Peptidyl-(1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-peptide durch eine Festphasensynthese ausgehend von
dem polymergebundenen Phosphoranylidenacetat 1 (Sche-
ma 2) zuginglich sein sollten. Racemisierungsfreie C-Acy-
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Schema 2. Reaktionsbedingungen: a) Fmoc-Leu-OH, MSNT, Lutidin in
CH,Cl, oder: BTFFH, DIPEA, DMF (R=TMSE oder tert-Butyl), 14 h;
b) 20% Piperidin/DMF; c) Fmoc-Phe-OH, DIC, HOBT, DMF, 2 h;

d) 20% Ac,0/DMF; e) TAS-F/DMF oder TFA/CH,Cl, (R=TMSE oder
tert-Butyl); f) 4-14, CH,Cl, oder THF. MSNT = 1-(Mesitylen-2-sulfon-
yl)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol, BTFFH = Bis(tetramethylen)fluorformami-
diniumhexafluorphosphat, DIPEA = N, N-Diisopropylethylamin, TMSE
= Trimethylsilylethyl, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, TAS-F =
Tris(dimethylamino) sulfoniumdifluortrimethylsilicat, TFA = Trifluores-
sigsdure.

lierungen polymergebundener Phosphoranylidenacetate mit
Fmoc-geschiitzten Aminosduren wurden kiirzlich erfolgreich
zur Bildung der Fmoc-Aminoacylphosphoranylidenacetate 2
eingesetzt.">1¥l Nach der Fmoc-Abspaltung aus 2 konnte das
Peptid iiber die freie Aminogruppe durch Standardsynthe-
seschritte verlingert werden. Entfernen der Trimethylsilyl-
ethyl(TMSE)- oder tert-Butylester-Schutzgruppe ergab das
decarboxylierte Peptidylphosphoran 3 als einziges Produkt.

Hier berichten wir nun iiber die Reaktionen des Pep-
tidylphosphorans 3 mit den Aziden 4-14. Bei Raumtempe-
ratur reagierte das Polymer 3 glatt mit 4-Toluolsulfonylazid
(4) unter Bildung des 5-Peptidyl-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-tosy-
lats 15 in hoher Ausbeute. Das Produkt wurde durch bloBes
Waschen des Harzes und Verdampfen des Losungsmittels in
hervorragender Reinheit erhalten. Das Triphenylphosphan-
oxid als zweites Produkt verblieb an das Polymer gebunden.
Nicht einmal Spuren von 1,4-substituiertem Triazol oder von
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epimerisierten Nebenprodukten wurden detektiert. Die Pro-
duktbildung kann durch eine 1,3-dipolare Cycloaddition er-
klart werden, wenn man das Phosphorylid 3a als ein Phos-
phoniumenolat mit der Resonanzstruktur 3b betrachtet. Das
cyclische Zwischenprodukt kann dabei entweder iiber einen
konzertierten oder einen mehrstufigen Mechanismus gebildet
werden. Nach unserer Kenntnis wurde diese Reaktion von
Peptidylphosphoranen bislang noch nicht beschrieben und ist
zugleich das erste Beispiel einer dipolaren Cycloaddition von
Phosphoranen an einem polymeren Trager. Frithere Arbeiten
hatten 1,3-dipolare Cycloadditionen von Phosphoranen mit
elektronenreichen Olefinen"! zum Gegenstand. Rechnungen
zu den Ubergangszustinden dieser Reaktionen erkliren die
beobachtete 1,5-Selektivitat durch die Wechselwirkung des
Olefin-HOMO mit dem Azid-LUMO.!"*!

Dieser Reaktionsmodus deutet auf einen negativen
Effekt der Elektronendichte am Azid auf die Reaktionsge-
schwindigkeit hin. Daher haben wir die Anwendungsbreite
der Reaktion unter Verwendung von Aziden mit unter-
schiedlicher Elektronendichte untersucht (Schema 2, Tabel-
le 1). Azide, die mit elektronenziehenden Gruppen wie Sul-
fonyl oder Acyl substituiert waren, reagierten bereits in wenig
polaren Losungsmitteln wie Dichlormethan rasch zu den 1,5-
disubstituierten Triazolylsulfonamiden bzw. -carboxamiden.
4-Nitrobenzoylazid (6) fiihrte zum 1-Acyl-1,2,3-triazol 16.
Das aromatische Azid 4-Azidobenzoesdure (7) erforderte
langere Reaktionszeiten, um das entsprechende 1-Aryl-5-
peptidyltriazol 17 in hoher Reinheit und Ausbeute zu erhal-
ten. Der Einsatz von Trifluormethansulfonylazid (5; Triflyl-
azid, Tf-N;) als Dipol ergab hingegen nach wissriger Aufar-
beitung direkt das 5-Peptidyl-1H-1,2,3-triazol 18. Aliphati-
sche Azide wie Benzylazid (8), 2-Azidoessigsduremethylester
(9) und 2-Azidoacetamid (10) reagierten selbst nach einigen
Tagen nicht in Dichlormethan. Polarere Losungsmittel wie
Tetrahydrofuran oder DMF hingegen ermdglichten effiziente
Reaktionen, die nach leichter Temperaturerhhung glatt zu
den Triazolen 19-21 fiihrten. Die beobachteten Reaktivi-
tiatstrends von Aziden wie auch der Effekt der Solvenspola-
ritit passen zu einem polaren Ubergangszustand und einer
LUMO-kontrollierten 1,3-dipolaren Cycloaddition.

Dariiber hinaus birgt das polymergebundene Pepti-
dylphosphoran 3 das Potenzial fiir einen direkten Zugang zu
5-Peptidyl-(1,2,3-triazol-1-yl)-peptiden. Um diese Hypothese
zu belegen, wurden 2-Azidoaminoséduren ausgehend von un-
geschiitzten Aminosduren durch die Diazotransferreaktion
mit Trifluormethansulfonylazid (5) hergestellt.™ Die N-ter-
minalen Azidopeptidamide 11-13 wurden anschlieBend auf
dem Rink-Harz synthetisiert, indem die entsprechenden 2-
Azidoaminosduren im letzten Kupplungsschritt eingesetzt
wurden, wihrend die N-terminale Azidopeptidsdure 14 auf
einem 2-Chlortrityl-Harz erhalten wurde. Die Azidopeptide
11-14 wurden im Uberschuss mit dem Peptidylphosphoran
umgesetzt, wobei die Bedingungen gewéhlt wurden, die zuvor
fiir elektronenreiche Azide definiert worden waren. Die ge-
wiinschten Peptidyltriazolyl-Peptide 22-25 wurden in guten
Ausbeuten erhalten.

Alle neuen Produkte wurden — wenn notig — durch Séu-
lenchromatographie gereinigt und durch HR-MS und voll-
standige Zuordnung der 'H- und “C-NMR-Spektren cha-
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Tabelle 1: Ausgewihlte Produkte der Triazol-Ligation.
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Produkt Ausbeute [%] Reinheit [%]

Nr. Produkt Ausbeute [%] Reinheit'd [%]

88kl 96

744

958!

80k 92

88l 92l

621! 88

700! 91

720 95

680! 82

720 96
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741! 97

o) 730! 98

25 NH,

[a] Reaktion in CH,Cl, bei RT. [b] Reaktion in THF bei 60°C. [c] HPLC-
Reinheiten nach Chromatographie wurden UV/Vis-spektroskopisch bei
220 nm bestimmt. Die Verbindungen 15 und 17-21 waren im Rohpro-
dukt nach Triturierung mit Acetonitril >80% sauber. [d] Reinheit im
Rohprodukt; Verbindung 16 zersetzt sich wihrend der Aufreinigung und
Lagerung langsam zu 18.

rakterisiert. Das Potenzial von Peptidyltriazolyl-Peptiden in
Losung stabile Konformationen zu bilden, wurde am Beispiel
von 22 in DMSO mit NMR-Spektroskopie untersucht. Alle
'H- und "C-NMR-Resonanzen wurden in zweidimensionalen
Spektren zugeordnet. Auf der Grundlage dieser Zuordnung
wurden Atomabstidnde aus einem 2D-ROESY-Experiment
abgeleitet. Mehr als 30 Abstandswerte wurden auf diesem
Weg erhalten und als Randbedingungen in einer Molekiil-
dynamiksimulation verwendet. Unter Verwendung eines
Protokolls zum simulierten Aufheizen wurden Gruppen von
Strukturen berechnet. Eine Uberlagerung von zehn berech-
neten Strukturen zeigte konsistent eine schleifendhnliche
Biegung der den Triazolring flankierenden Aminosiduren an
(Abbildung 1), wobei die Carbonylgruppe des —1-Amids und
die NH-Gruppe des + 1-Amids (Nummerierung in N- zu C-
terminaler Richtung) jeweils ins Innere der Schleife weisen.
Daher &dhnelte die bevorzugte Konformation des Peptidyl-
triazol-1-yl-peptids 22 in DMSO-Losung der in Schema 1
gezeigten T2-Struktur. (Prizise Werte fiir die Dieder- und
Rotationswinkel mit den entsprechenden Standardabwei-
chungen sind in den Hintergrundinformationen tabellarisch
aufgefiihrt.) Detaillierte Untersuchungen, die insbesondere
die Effekte von verldngerten Peptiden, der Aminosdurekon-
figuration und der Cyclisierung von 1,5-Triazolylpeptiden
betreffen, sind in Arbeit und sollten eine umfassendes Bild
vom Potenzial dieser Verbindungsklasse fiir die konformative
Kontrolle von Peptiden liefern.

Zusammenfassend haben wir die erste metallfreie regio-
selektive Triazol-Ligation gezeigt. Die Reaktion hat eine
grof3e Einsatzbreite. Alle Syntheseschritte sind mit gdngigen
Methoden zur Peptidsynthese kompatibel, und die Verwen-
dung von miihsam hergestellten Aminosiurealkinen entfallt.
Die neue Triazol-Ligation kann zur Synthese von konforma-
tiv kontrollierten Produkten verwendet werden. Details zu
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W[5-1H-1,2,3-Triazol-1-yl]

Abbildung 1. Die Struktur des 5-Peptidyltriazol-1-yl-Peptids 22 wurde in
DMSO-Lésung durch ROESY-NMR-Spektroskopie bestimmt. Gemesse-
ne Durchschnittsabstdnde wurden als Randbedingungen in einer Mo-
lekiildynamiksimulation verwendet. Gezeigt ist die Uberlagerung von
zehn Strukturen, die durch simuliertes Heizen und Kiihlen erhalten
wurden. Alle Strukturen weisen eine Schleifenstruktur auf. Die das Tria-
zolmotiv flankierenden Aminosauren sind relativ starr, wobei die Car-
bonylgruppe der —1-Aminosiure und die NH-Gruppe der -+ 1-Amino-
sdure in allen zehn Strukturen nach innen zeigen.

Strukturstudien an Ligationsprodukten werden in Kiirze von
uns beschrieben werden.

Experimentelles

Synthesevorschriften und analytische Daten (HR-MS, 'H-, *C-NMR)
aller neuen Verbindungen sind in den Hintergrundinformationen zu
finden.

Synthese eines 5-Peptidyl-1H-1,2,3-triazols: 18: Zum Phospho-
ranharz 3 (200 mg, 0.254 mmol) wurde ein Uberschuss von frisch
hergestelltem Trifluormethansulfonylazid (5, 3 Aquiv.) in CH,CI,
(5mL) hinzugegeben und 5h bei Raumtemperatur geriihrt. Der
polymere Trager wurde durch Filtration abgetrennt und mit CH,Cl,
gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, und
das Rohprodukt wurde in Acetonitril gelost. Wasser (1 mL) wurde
hinzugefiigt, das Gemisch wurde lyophilisiert und lieferte reine Ver-
bindung 18 als schwach gelber Feststoff (99 mg, 88 % Ausbeute). 'H-
NMR (300 MHz, CD;CN): 6 =0.83, 0.88 (2d, J=6.1, 6.7, 6 H, 2CH;,
Leu), 1.46-1.63 (m, 3H, CH, CH,, Leu), 1.86 (s, 3H, CH;, Acetyl),
2.86-3.11 (m, 2H, CH,, Phe), 4.23-4.32 (m, 1H, CH, Phe), 4.55-4.62
(m, 1H, CH, Leu), 6.93-7.49 (m, 6H, arom.). ®*C-NMR (75.5 MHz,
CDClL): 6=22.0,23.2,25.0, 30.7, 38.5, 46.1, 54.8, 117.7, 122.0, 125.9,
129.0, 129.8,136.4,171.2, 177.6 ppm. HRMS (ESI): m/z berechnet fiir
C,sH,sNO, [M+H]*: 344.20865; gefunden: 344.20845.

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Synthese eines 5-Peptidyl-(1H-1,2,3-triazol-1-yl)-peptids: 22: Das
Phosphoranharz 3 (100 mg, 0.127 mmol) wurde in einem Glasgefil3 in
THF (1 mL) gequollen, und das Azidopeptid 11 (1.5 Aquiv.,
0.19 mmol), gelost in THF (1 mL), wurde hinzugegeben. Das Ge-
misch wurde iiber Nacht in dem verschlossenen Glasgefia3 auf 60°C
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Polymer
durch Filtration entfernt und mit THF und CH,Cl, gewaschen. Die
Losungsmittel wurden unter Vakuum entfernt, und 22 wurde durch
préaparative Umkehrphasen-HPLC abgetrennt, um die Reste des
Azidopeptids zu entfernen. 22 wurde als weiles Lyophilisat erhalten
(48 mg, 68 %). '"H-NMR (300 MHz, [D]DMSO): 6 =0.82, 0.85 (2d,
J=6.1Hz, 6H, CH;, Leu), 1.35-1.52 (m, 2H, Leu), 1.60 (d, 3H, /=
7.3 Hz, CH;, Ala), 1.65-1.67 (m, 1H, C’H, Leu), 1.73 (s, 3H, CH;,
Acetyl), 2.75-3.02 (m, 4H, 2CH,, Phe), 1.53-1.87 (m, 3H, CH,, CH,
Leu), 2.50-3.31 (m, 4H, 2CH,, Phe), 4.39-4.49 (m, 2H, 2CH, Phe),
5.04-5.12 (m, 1H, C*H, Leu), 543 (q,/=7.3, 1H, CH, Ala), 7.02 (d,
J=174,2H, NH,), 7.11-7.24 (m, 10H, arom., Phe), 7.55 (s, 1H, CH,
triazol), 8.01, 8.04,8.53 ppm (3d,/ =7.9,8.3,7.9,3H, 3NH). *C-NMR
(75.5 MHz, [D¢]DMSO): 6 =17.7, 21.6, 22.3, 22.6, 24.2, 37.2, 41.4,
43.2, 53.7, 54.3, 56.7, 126.1, 127.9, 129.0, 131.6, 137.5, 139.7, 167.5,
169.1, 171.1, 172.2 ppm. HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;,H3N,O,
[M+H]": 562.31418; gefunden: 562.31419.

Die Struktur von Verbindung 22 wurde unter Verwendung der
NMR-spektroskopisch ermittelten Abstandsparameter und einer
Kraftkonstante von 200 kcalmol™' durch wiederholtes simuliertes
Heizen und Kiihlen berechnet. Dabei wurde innerhalb von 2000 fs
auf eine Temperatur von 1000 K erhitzt, gefolgt von einer exponen-
tiellen Kiihlphase von 10000 fs auf 0 K. In allen in Abbildung 1 dar-
gestellten Strukturen wurden die Abstandsgrenzen um weniger als
0.2 A verletzt. Fiir alle Rechnungen wurde SYBYL7.3 (Tripos Inc.)
verwendet.

Eingegangen am 31. Dezember 2008,
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