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Cyclische Peptide sind wichtige Naturstoffe mit diversen
biologischen Aktivit�ten, die von der Immunsuppression
�ber antibakterielle Eigenschaften bis hin zur Aktivit�t gegen
Krebszellen reichen.[1] Viele Cyclopeptide wirken als potente
Inhibitoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen oder von
enzymatischen Aktivit�ten, indem sie als partiell rigidifizierte
Strukturen eine verbesserte Erkennung ihrer Proteinziel-
strukturen („Targets“) mit vorteilhaften pharmakokineti-
schen Eigenschaften und metabolischer Stabilit�t verbin-
den.[2] Deshalb werden bereits seit Jahrzehnten Cyclopeptide
erfolgreich als klinisch zugelassene Wirkstoffe verwendet,
und viele weitere Cyclopeptide und Pseudocyclopeptide
f�llen die Pipelines der pharmazeutischen Industrie mit
neuen Wirkstoffkandidaten.[3,4]

Triazolylcyclopeptide sind j�ngst als Pseudocyclopeptide
mit reduzierter Flexibilit�t eingef�hrt worden; bei ihnen
wurde mindestens eine Peptidbindung durch den Heterocy-
clus ersetzt, der die entsprechende Position entweder in der
trans- oder cis-Peptidgeometrie fixiert.[5] Bislang wurden be-
reits f�r mehrere biologische Targets cis-fixierte Cyclopeptide
mit einem 1,5-disubstitutierten 1,2,3-Triazol mit signifikant
erh�hter Bindungsaffinit�t und biologischer Aktivit�t im
Vergleich zum nat�rlichen Cyclopeptid oder dem 1,4-disub-
stituierten Derivat gefunden.[5] Aufgrund dieser Beobach-
tungen lassen sich 1,5-disubstituierte Triazolylcyclopeptide
als privilegierte Proteinbinder ausmachen.

Allerdings stellt die Synthese von Triazolylcyclopeptiden,
wie auch der Wildtyp-Cyclopeptide, nach wie vor eine gr�-

ßere Herausforderung dar, sodass verbesserte Methoden
n�tig sind. Cyclisierungen in L�sung verlaufen oft mit gerin-
gen Ausbeuten und liefern Gemische monomerer, oligome-
rer, cyclischer und offenkettiger Produkte, wenn die inter-
molekulare Reaktion mit einem intramolekularen Reakti-
onspfad konkurriert.[6] Durch Immobilisieren der Substrate
an einer festen Polymerphase l�sst sich die Oligomerbildung
aufgrund der damit verbundenen r�umlichen Trennung der
Reaktionszentren erheblich zur�ckdr�ngen (Prinzip der
Pseudoverd�nnung).[7] Allerdings lassen stark quellbare Po-
lymere, wie z. B. gering vernetztes Polystyrol, Reaktionen
zwischen Reaktionszentren (Interzentrenreaktionen) zu,
wobei das Ausmaß dieser Reaktionen durch die L�nge und
Flexibilit�t der immobilisierten Molek�le bestimmt wird.[8]

Wenn es jedoch gelingt, Cyclisierung und Abspaltung in
einem Schritt auszuf�hren (cyclisierende Abspaltung), so
bleiben die offenkettigen, oligomeren Nebenprodukte an der
Festphase fixiert und werden mit dem Auswaschen des
Harztr�gers leicht abgetrennt, w�hrend cyclische Monomere
und – falls vorhanden – cyclische Oligomere in die L�sung
freigesetzt werden (Schema 1).[9] Dar�ber hinaus k�nnen
Parameter wie die Beladungsdichte des Harzes oder die
Flexibilit�t des Polymers genutzt werden, um Intrazentren-
reaktionen gegen�ber Interzentrenreaktionen zu beg�nsti-
gen.

Angesichts dieser �berlegungen erschien uns die Her-
stellung von Triazolylcyclopeptiden durch cyclisierende Ab-
spaltung als ein lohnendes Unterfangen. Obwohl 1,3-dipolare
Cycloadditionen von Aziden und Alkinen unter CuI- oder
RuII-Katalyse erfolgreich eingesetzt wurden, um 1,4- und 1,5-
disubstituierte Triazole in Peptide einzuf�gen,[10] sank die
Effizienz der CuI-katalysierten 1,4-selektiven Reaktionen
betr�chtlich bei Cyclisierungen,[11] insbesondere wenn diese
an der Festphase durchgef�hrt wurden.[12] Deshalb wurde das
1,4-disubstituierte Triazol in den meisten dieser F�lle durch
die Reaktion von Peptiden mit einem terminalen Azid- und
Alkinrest in L�sung zu Cyclopeptiden eingef�hrt.[11–13] Al-
ternativ wurde das 1,4-disubstituierte Triazol zun�chst in die
lineare Peptidsequenz eingebaut und das Cyclopeptid durch
eine finale Lactamisierung erhalten.[14]

Leider erwies sich die Synthese der biologisch privile-
gierten 1,5-disubstituierten Triazolylcyclopeptide als beson-
ders schwierig. Cyclisierungen von Azidoalkinpeptiden zu
1,5-disubstituierten Triazolen wurden bislang nicht beschrie-
ben, weder in L�sung noch an der Festphase. Da die Ruthe-
nium-katalysierte Cycloaddition bei relativ hohen Konzen-
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trationen (0.5–1.0m) durchgef�hrt werden muss, ist sie f�r
hohe Verd�nnungen, die zur Reduktion der Oligomerbildung
erforderlich sind, nicht geeignet.[19] Stattdessen wurde die
einzige Synthese von 1,5-disubstituierten Triazolylcyclopep-
tiden �ber einen finalen Lactamisierungsschritt realisiert.[5a]

K�rzlich haben wir die Synthese von 1,5-Peptidyl-
triazolylpeptiden �ber eine metallfreie regioselektive 1,3-di-
polare Cycloaddition entwickelt.[15] Die Methode erm�glichte
die Herstellung von Triazolylpeptiden ausgehend von kom-
merziell erh�ltlichen Aminos�urebausteinen und lieferte die
Produkte in hoher Reinheit. Als Abspaltungsreaktion wurde
eine dipolare Cycloaddition verwendet. Durch ROESY-
NMR-Messungen und simuliertes Tempern (simulated an-
nealing) konnte gezeigt werden, dass das erhaltene 1,5-di-
substituierte Triazol als cis-Peptid-Mimetikum fungiert und
Schleifenstrukturen in kurzen Peptiden induziert. Werden
hingegen Azidopeptidylphosphorane in einer cyclisierenden
Abspaltung eingesetzt, sollte die selektive und ausschließli-
che Bildung von cyclischen Produkten m�glich sein, da alle
offenkettigen Monomere und Oligomere an den polymeren
Tr�ger gekn�pft bleiben sollten (Schema 1).

Um diese Hypothese zu pr�fen, wurden N-terminale
Azidopeptidylphosphorane an der Festphase hergestellt
(Schema 2).[16] Ausgehend von tert-Butylphosphoranyliden-
acetat 1 wurden die Aminoacylphosphorane 2 �ber eine
racemisierungsfreie C-Acylierung in Ausbeuten von 76–82%
f�r die Aminos�uren Glycin, Leucin, Phenylalanin und tert-
Butylserin erhalten. Die Fmoc-gesch�tzten Aminos�uren
wurden dabei mit BTFFH aktiviert. Verbindung 2 wurde
anschließend mit weiteren Aminos�uren unter Bildung von

Harz 3 verl�ngert, wobei Standardkupplungen von Fmoc-
Aminos�uren unter Aktivierung mit Diisopropylcarbodiimid/
1-Hydroxybenzotriazol zum Einsatz kamen. Es wurden ver-
schiedene Aminos�uren mit und ohne Seitenkettenschutz-
gruppen verwendet, darunter Pro, Leu, Val, Trp, Ser, Thr, Met
und Tyr. Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe aus 3
wurden die erhaltenen freien Amine mit einer 2-Azidos�ure 6
oder 7 acyliert. Die 2-Azidoessigs�ure 6 („Azidoglycin“)
wurde durch die Substitution von Bromessigs�ure mit Natri-
umazid, d-2-Azidopropans�ure 7 („d-Azidoalanin“) durch
Diazotransfer aus d-Alanin und frisch hergestelltem Triflyl-
azid erhalten.[17] Die Reaktion lieferte das Azidopep-
tidylphosphoranylidenacetat 4, das mit Trifluoressigs�ure
behandelt wurde, um die Seitenkettenschutzgruppen zu ent-
fernen. Die Spaltung des C-terminalen Acetatesters f�hrte
zur sofortigen Decarboxylierung des Phosphoranylidenace-
tats und lieferte die Azidopeptidylphosphorane 5a–j.

Cyclisierungen von 5a–j wurden mit Peptidketten unter-
schiedlicher L�nge wie auch mit verschiedenen Aminos�u-
resequenzen untersucht (Schema 3 und Tabelle 1). Tempera-
turen zwischen 60 und 80 8C reichten f�r die cyclisierende
Spaltung von Azidopeptidylphosphoranen aus. Als L�sungs-
mittel wurde DMF ausgew�hlt, das eine gute L�slichkeit der

Schema 1. In Cyclisierungen an fester Phase konkurrieren Intrazentren-
reaktionen (A) mit Interzentrenreaktionen (B). Im speziellen Fall der
cyclisierenden Abspaltung konkurriert Pfad A, der cyclisches Monomer
liefert, mit Pfad B, der zu einem offenkettigen, nach wie vor polymer-
gebundenen Dimer f�hrt. Letzteres kann dem Pfad C zum cyclischen
Dimer (Intrazentrenreaktion) oder dem Pfad D zum polymergebunde-
nen offenen Oligomer (Interzentrenreaktion) folgen. Schema 2. Synthese von Azidopeptidylphoshoranen 5a–i am Polysty-

roltr�ger: a) Fmoc-AA-OH und BTFFH, DIPEA, DMF, 14 h; b) 20 % Pi-
peridin/DMF; c) Fmoc-AA-OH, DIC, HOBt, DMF, 2 h; d) Schritte (b)
und (c) werden n-mal wiederholt; e) 20% Piperidin/DMF; f) Azidos�u-
re (6 oder 7), DIC, HOBt, DMF, 2 h; g) TFA/CH2Cl2 (95% v:v), 5 h;
Behandlung mit Et3N. BTFFH= Bis(tetramethylen)fluorformamidini-
um-hexafluorophosphat, DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin, DIC=Di-
isopropylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, TFA = Trifluores-
sigs�ure.
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Produkte sicherstellte, die in anderen polaren L�sungsmittel
(die außerdem den Polystyroltr�ger aufquellen ließen) nur
zum Teil l�slich waren. Wenn die l�ngeren Azidopenta- und
Azidooctapeptidylphosphorane 5 i,j (n = 3,6) in DMF er-
w�rmt wurden, entstanden ausschließlich die erwarteten
monomeren Triazolylcyclopeptide 15 und 16. Diese Ergeb-
nisse best�tigen eine erhebliche r�umliche Trennung der
Reaktionszentren im festen Polymertr�ger.

Demgegen�ber ergaben die Azidodipeptidylphosphorane
5a,b (n = 0) unter denselben Bedingungen ausschließlich die
dimeren Bistriazolylcyclotetrapeptide 8 und 9 als Ergebnis

von Interzentrenreaktionen (siehe Schema 1). Azido-
tripeptidylphosphoran 5c (n = 1) lieferte ein 3:2-Gemisch des
monomeren Triazolylcyclotripeptids und des entsprechenden
dimeren Produkts. Die Azidotetrapeptidylphosphorane 5e–h
(n = 2) ergaben Triazolylcyclotetrapeptide als Hauptproduk-
te. W�hrend 5g,h ausschließlich die cyclischen Monomere 13
und 14 lieferten, ergaben 5e und 5 f Gemische aus den mo-
nomeren Triazolylcyclopeptiden 11 bzw. 12 und den ent-
sprechenden dimeren Produkten, die laut LC-MS Analyse in
geringer Menge gebildet wurden. Die Bildung dimerer Pro-
dukte deutet auf eine merkliche Wechselwirkung zwischen
reaktiven Zentren im Polymertr�ger hin. Da die r�umliche
Trennung der reaktiven Zentren stark von der Flexibilit�t des
Polymers abh�ngt, sollte sie durch die Verwendung starrerer
Tr�germaterialien, z.B. von makroretikul�rem (makropor�-
sem) Polystyrol, verst�rkt werden k�nnen. Dementsprechend
sollte die Verwendung von makroretikul�rem Polystyrol den
Verlauf der Cyclisierung beeinflussen, indem monomere ge-
gen�ber dimeren cyclischen Produkten bevorzugt werden
sollten.

Um diese Annahme zu pr�fen, wurden die Azidopep-
tidylphosphorane 5a,c,d erneut umgesetzt, aber diesmal an
einem makropor�sen Harz mit > 20% Divinylbenzol (DVB)
als Vernetzer (erheblich mehr als in den standardm�ßigen,
gering vernetzten, mikropor�sen Polystyrolharzen mit nur
2% DVB). Beide Harze hatten eine Ausgangsbeladung von
ca. 1.6 mmol g�1 Triphenylphosphan. Die Cyclisierung des
Azidotripeptidylphosphorans 5c ergab am makropor�sen
Harz 80% des monomeren Produkts, was eine deutliche
Verschiebung hin zur Intrazentrenreaktion anzeigt. Leider
war 5c nicht ausreichend l�slich und bildete w�hrend der

Schema 3. Produkte, die durch die cyclisierende Abspaltung von
Azidophosphoranen 5a–j erhalten wurden. Ausbeuten (A) und Reinhei-
ten (R) von 8, 9, 11, 12 und 14 sind f�r die Rohprodukte angegeben,
die Angaben f�r 10, 13, 15 und 16 gelten nach HPLC-Aufreinigung.

Tabelle 1: Bildung monomerer und dimerer Produkte durch cyclisierende
Abspaltung der Phosphorane 5a–j.[a]

Phos-
phoran

Peptid-
sequenz

n
(Kettenl�nge)

Pro-
dukt

Ring-
gr�ße[b]

Monomer
[%][c]

Dimer
[%][c]

5a,b AG,Fa 0 (Dipeptid) 8,9 12 0 100[d]

5c LPG 1 (Tri-) –[f ] 9 60 40
5c LPG 1 (Tri- –[f ] 9 80[e] 20[e]

5d LSG 1 (Tri-) 10 9 12 88
5d LSG 1 (Tri-) 10 9 75[e] 25[e]

5e LaFG 2 (Tetra-) 11 12 80 20
5 f GvaG 2 (Tetra-) 12 12 85 15
5g SMYG 2 (Tetra-) 13 12 100 0
5h lWMa 2 (Tetra-) 14 12 100 0
5 i SMYTG 3 (Penta-) 15 15 100 0
5 j LSASMYTG 6 (Octa-) 16 24 100 0

[a] Peptidsequenzen sind mit dem Einbuchstabencode bezeichnet,
wobei Großbuchstaben f�r l-Aminos�uren und Kleinbuchstaben f�r d-
Aminos�uren verwendet werden. [b] Zahl der Atome. [c] Das Verh�ltnis
monomerer zu dimerer Produkte wurden aus der UV-Absorption bei
220 nm im LC-MS-Chromatogramm bestimmt. Wenn nichts anderes
vermerkt, wurde von gering vernetztem, mikropor�sem Polystyrol (2%
Divinylbenzol, 1.6 mmolg�1) abgespalten. [d] Produktverh�ltnis f�r die
Abspaltung von gering vernetztem, mikropor�sem Triphenylphosphan-
Polystyrol (2% Divinylbenzol, 1.6 mmolg�1) und von hoch vernetztem,
makropor�sem Polystyrol (>20 % Divinylbenzol, 1.62 mmolg�1).
[e] Produktverh�ltnis f�r die Abspaltung von hochvernetztem, makro-
por�sem Polystyrol (>20 % Divinylbenzol, 1.62 mmolg�1). [f ] Nicht
isoliert; Produkte fallen bei der Aufreinigung auf der S�ule aus.
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Aufreinigung einen Niederschlag, weshalb kein Produkt iso-
liert werden konnte. Im weiteren Verlauf wurde die Tripep-
tidvorstufe 5 d an den mikro- und makropor�sen Harzen
pr�pariert. Gegen�ber 5 c wurde in 5d der Prolinrest durch
Serin ersetzt, um so die L�slichkeit der Produkte zu erh�hen.
Die Cyclisierung am mikropor�sen Harz ergab ein Verh�ltnis
von monomerem zu dimerem Cyclisierungsprodukt von 12:88
(Intrazentren-/Interzentrenreaktion). Dagegen ergab die
Synthese am makropor�sen Tr�ger das monomere Produkt 10
(Intrazentrenreaktion) im �berschuss (75:25), welches iso-
liert und spektroskopisch charakterisiert wurde. Andererseits
bildete das Azidodipeptidylphosphoran 5 a auch am makro-
por�sen Harz nach Erhitzen in DMF lediglich das dimere
Produkt 8, wenn auch mit erheblich verringerter Ausbeute
(46 % statt 78 %). Offensichtlich ist in diesem Fall die Inter-
zentrenreaktion f�r die Cyclisierung so stark beg�nstigt, dass
selbst am starreren Polymer kein monomeres Produkt gebil-
det wird.

Auf den ersten Blick mag dieses Ergebnis f�r Dipeptide
�berraschend sein, wenn man einen konzertierten Mecha-
nismus der dipolaren Cycloaddition annimmt. Experimen-
telle Befunde wie auch Berechnungen deuten jedoch f�r
andere elektronenreiche Dipolarophile auf einen stufenwei-
sen Reaktionsmechanismus hin.[18] Wenn man Phosphorylide
als elektronenreiche Dipolarophile betrachtet, kann man
auch f�r ihre Cycloadditionen mit Aziden einen schrittweisen
Verlauf postulieren. Dieser schrittweise Mechanismus erfor-
dert allerdings den Angriff des Ylid-Kohlenstoffatom am
terminalen Stickstoffatom des Azids (wie in Schema 3 ge-
zeigt) und benachteiligt daher Intrazentrenreaktionen k�r-
zerer Azidopeptidylphosphorane stark im Vergleich zum
konzertierten Mechanismus, was in der bevorzugten Bildung
der dimeren Produkte 8 und 9 resultiert.

Zusammenfassend wurde erstmals die cyclisierende Ab-
spaltung von Azidopeptidylphosphoranen von Tr�gerharzen
beschrieben. Je nach L�nge der Ausgangsverbindungen, der
Peptidsequenz und der Starrheit der Polymertr�ger liefert die
Methode monomere oder dimere Produkte. Azidodipep-
tidylphosphorane (n = 0) ergaben ausschließlich Dimere,
Tripeptidylphosphorane (n = 1) ergaben Produktgemische
von Monomeren und Dimeren. L�ngere Peptidylphosphora-
ne lieferten ausschließlich (f�r n> 2) oder nur geringf�gig mit
Dimeren verunreinigte Monomere (f�r n = 2). Die Bildung
von Intrazentrenprodukten wurde durch die Verwendung
eines starreren, st�rker vernetzten Polymertr�gers merklich
beg�nstigt. Alle Produkte wurden in guten bis sehr guten
Ausbeuten isoliert, die fr�here Ergebnisse f�r vergleichbare
Cyclisierungen in L�sung erheblich �bertreffen.[5a,19] Die
L�slichkeit der Produkte war f�r die Ausbeuten und die
Realisierbarkeit der chromatographischen Aufreinigung ent-
scheidend. Alle isolierten Produkte 8–16 wurden anhand
hochaufgel�ster Massenspektren sowie vollst�ndig zugeord-
neter ein- und zweidimensionaler 1H- und 13C-NMR-Spektren
charakterisiert. Dar�ber hinaus vermeidet die Methode die
Bildung l�slicher, nicht-cyclisierter oligomerer Nebenpro-
dukte und ist daher Protokollen in L�sung hinsichtlich Syn-
theseeffizienz, Ausbeuten und Reinheit �berlegen.[19] Dieser
Zugang zu cis-fixierten Triazolylcyclopeptiden sollte die sys-
tematische Untersuchung der strukturellen und biologischen

Eigenschaften dieser Verbindungen mit bereits belegter bio-
logischer Relevanz erheblich erleichtern.

Experimentelles
Syntheseprotokolle und Analysedaten (HR-MS, 1H-, 13C-NMR) aller
neuen Verbindungen sind in den Hintergrundinformationen zu-
g�nglich.

Allgemeine Synthese der cis-Triazolylcyclopeptide 8–16 : Das
Azidopeptidylphosphoran 5 (300 mg, 0.315 mmol) wurde in wasser-
freiem DMF (4 mL) zum Aufquellen gebracht und in einem ver-
schlossenen Glasgef�ß 14 h auf 80 8C erhitzt. Nach dem Abk�hlen auf
Raumtemperatur wurde das Tr�germaterial abfiltriert und mit DMF
gesch�ttelt und gewaschen (5 � 2 mL). Die Waschfraktionen wurden
vereinigt, und das DMF wurde unter vermindertem Druck ver-
dampft, um zu den festen Produkten zu gelangen. Die Produkte 8, 9,
11, 12 und 14 waren bereits als Rohprodukte sauber und konnten
direkt durch NMR-Spektroskopie charakterisiert zu werden; 10, 13,
15 und 16 wurden vor der NMR-Analyse durch pr�parative Um-
kehrphasen-HPLC gereinigt.
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ver�nderte Fassung am 22. M�rz 2010
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