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1. Einf�hrung

Die Einf�hrung leistungsf�higer Verkn�pfungsreaktio-
nen, die den Aufbau funktionaler Proteine �ber die Ver-
kn�pfung von Peptidsegmenten erm�glichen, war ein Mei-
lenstein in der chemischen Proteinforschung.[1,2] Unter den
zahlreichen Methoden, die eine chemoselektive Kupplung
von Peptiden erm�glichen, ist die von Kent et al. entwickelte,
native chemische Verkn�pfung besonders hervorzuheben.[3]

Hierbei erm�glicht die Reaktion eines ungesch�tzten C-ter-
minalen Peptidthioesters mit dem N-terminalen Cysteinrest
eines zweiten ungesch�tzten Peptidsegments die Bildung ei-
ner nat�rlichen Amidbindung im Verkn�pfungsprodukt.
Peptidthioester werden aber auch f�r andere Segmentkupp-
lungen wie die erweiterte native chemische Peptidverkn�p-
fung,[2, 4] die Ag+-vermittelte Thioesterverkn�pfung[5] und die
spurlose Staudinger-Verkn�pfung[6] ben�tigt. Zudem wird die
Reaktivit�t der Thioesterfunktion f�r die Modifikation von
Proteinen und f�r Immobilisierungsstrategien in der Peptid-
und Protein-Array-Technik genutzt.[7]

Die Anwendungsgebiete sind also vielf�ltig, allerdings ist
die Synthese von Peptidthioestern oftmals schwierig und
zeitaufw�ndig. Typischerweise er�ffnet die Boc/Bn-Chemie
einen Zugang zu diesen wichtigen Bausteinen.[8] Wegen des
wiederholten Einsatzes von TFA ist die Synthese von Pep-
tidthioestern mit s�ureempfindlichen Strukturen wie O-gly-
cosidischen und/oder Phosphatresten allerdings erschwert.
Zus�tzlich behindert der korrosive Charakter von TFA die
Parallelsynthese durch die gebr�uchlichen Peptidsynthese-
automaten. Der Anwendung der milderen Fmoc/tBu-Strate-
gie steht zun�chst die Labilit�t der Thioesterfunktion gegen-
�ber Piperidin, das f�r die Fmoc-Abspaltung ben�tigt wird,
entgegen. In den letzten Jahren wurden jedoch viele Synthe-
sestrategien entwickelt, die auf vielf�ltigste Weise das Pro-
blem der Aminolyse umgehen.

2. Fmoc-basierte Festphasensynthese von
a-Peptidthioestern

2.1. Direkte Synthese von a-Peptidthioestern mit
nichtnucleophilen Reagentienmischungen zur Fmoc-Abspaltung

Die unerw�nschte Aminolyse von Peptidthioestern kann
verringert werden, wenn das nucleophile Piperidin durch
weniger nucleophile Basen bei der Fmoc-Entsch�tzung er-
setzt wird.[9] Eine Mischung aus 25% 1-Methylpyrrolidin, 2%
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Hexamethylenimin und 2 % HOBt in NMP/DMSO (1:1)
wurde beispielsweise bei der Synthese eines 25-meren Pep-
tidthioesters, der �ber ein terti�res Alkylthiol am Harz an-
gebunden war, verwendet. Prim�re Thioesterfunktionen
werden unter den Bedingungen der Fmoc-Abspaltung teil-
weise gespalten. Die Gruppe um Guo zeigte, dass ein 0.88:1-
Mischungsverh�ltnis von DBU/HOBt die besten Ergebnisse in
Bezug auf die Geschwindigkeit der Fmoc-Abspaltung und die
Thioesterstabilit�t liefert.[10] Dennoch kann die Aminolyse der
Thioestergruppierung besonders w�hrend der ersten beiden
Synthesezyklen nicht vollst�ndig verhindert werden.[11]

2.2. Peptidthioester aus vollst�ndig gesch�tzten Peptids�uren

Die aminolytische Spaltung der Thioesterfunktion kann
verhindert werden, wenn der Thioester im Anschluss an den
Aufbau der Peptidkette eingef�hrt wird. Bei einer weit ver-
breiteten Methode werden vollst�ndig gesch�tzte Peptids�u-
ren in L�sung zu den entsprechenden Thioestern umgesetzt.
Die Peptide werden dabei meist an einem stark s�ureemp-
findlichen Harz wie dem Chlortrityl- oder dem HMPB-Harz
synthetisiert.[12] Nach milder acidolytischer Freisetzung der
vollst�ndig gesch�tzten Peptids�uren erfolgt die Bildung des
Thioesters unter Verwendung von Thiolen und Aktivie-
rungsreagentien. Diese Methode wurde bei der Synthese
funktionaler Proteindom�nen, synthetischer Proteine und
cyclischer Peptide angewendet.[13] Nachteilig gestalten sich
allerdings die oft geringe L�slichkeit vollst�ndig gesch�tzter
Peptide und die h�ufig beobachtete Epimerisierung am C-
Terminus.[14] Ein k�rzlich von Flemer beschriebenes Synthe-
severfahren f�r eine In-situ-Thioveresterung k�nnte das be-
schriebene L�slichkeitsproblem umgehen.[15] Als alternative
Methode zur Synthese von Thioestern wurde weiterhin eine
dreistufige Reaktionssequenz basierend auf der Reaktion
vollst�ndig gesch�tzter Peptids�uren mit Tosylisocyanat mit
nachfolgender N-Alkylierung des resultierenden N-Tosyl-
peptidamids und Thiolyse beschrieben.[16]

2.3. Umwandlung harzgebundener Peptidallylester in
a-Peptidthioester

L�slichkeitsprobleme k�nnen vermieden werden, wenn
die Umwandlung von Peptids�uren in die jeweiligen Thio-

ester am Harz erfolgt. Das Peptid wird �ber eine Seitenkette
(siehe Abschnitt 2.3.1) oder das R�ckgrat (siehe Ab-
schnitt 2.3.2) am Tr�ger verankert, wobei die C-terminale
Carboxygruppe als a-Allylester gesch�tzt ist. Nach dem Zu-
sammenf�gen des Peptids und Desallylierung des C-Terminus
wird die Thioesterfunktion an der festen Phase eingef�hrt.
Dies erfolgt entweder direkt durch Umsetzung mit einem
Thiol oder indirekt �ber Kupplung eines Aminos�urethio-
esters. Die direkte Thioveresterung geht mit einem h�heren
Epimerisierungsrisiko des C-Terminus einher. Die Freiset-
zung des Peptidthioesters und die Abspaltung der Seiten-
kettenschutzgruppen gelingen abschließend unter sauren
Bedingungen.

2.3.1. Seitenkettenverankerte a-Peptidallylester als Vorstufen f�r
Peptidthioester

Nakahara et al. nutzten einen Fluorid- und s�ureemp-
findlichen Silyl-Linker, um glycosylierte und nichtglycosy-
lierte Serin- und Threoninallylester �ber deren Seitenkette zu
verankern.[17] Nach Fmoc-basierter Festphasensynthese und
Desallylierung wurden die seitenkettengebundenen Peptide
am Harz C-terminal durch Fragmentkupplung oder Thio-
veresterung modifiziert (Schema 1). Dieser Ansatz wurde auf
Lysin-, Glutamat- und Aspartat- sowie Cystein- und Tyro-
sinverankerungen an Wang- oder Chlortritylharz ausge-
dehnt.[18] Ficht et al. beschrieben die Fixierung von Aspartat
und Glutamat an Rinkamidharz, was nach acidolytischer
Spaltung Asparagin- und Glutaminreste lieferte.[19] In einem
�hnlichen Ansatz wurden die Seitenketten von Serin,
Threonin, Tyrosin und Cystein an (4-Methoxyphenyl)methyl-
Polystyrolharz gebunden, und im weiteren Verlauf wurde die
Synthese eines Glycopeptidthioesterfragments von Erythro-
poietin (EPO; 1–28) realisiert.[19] Seitenkettenverankerung
diente ferner auch der Synthese cyclischer Peptide durch in-
tramolekulare native chemische Verkn�pfung am Harz.[20]

2.3.2. R�ckgratverankerte a-Peptidallylester als Vorstufen f�r
Peptidthioester

Eine Alternative zur Seitenkettenverankerung bieten
R�ckgrat-Amid-Linker (BAL). Urspr�nglich wurde das
BAL-Konzept f�r die organische Festphasensynthese nie-
dermolekularer Verbindungen entworfen.[21] Barany et al.
waren die ersten, die die Anwendung der BAL-Strategie bei
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der Fmoc-basierten Synthese von Peptidthioestern demon-
strierten.[22] Die a-Aminogruppe der C-terminalen Amino-
s�ure wird �ber reduktive Aminierung an das Tris(alk-
oxy)benzaldehyd-Harz 5 gebunden (Schema 2). Die Verl�n-

gerung der Peptidkette ergibt das Peptid 7, das nach Des-
allylierung f�r die Kupplung mit einem Aminos�urethioester
zur Verf�gung steht. Anders als die Strategie der Seitenket-
tenverankerung ist die Anbindung �ber das Peptidr�ckgrat
unabh�ngig von der Peptidsequenz. Eine wesentliche Ein-
schr�nkung dieser Methode ist jedoch die geringe Ausbeute
bei der Kupplung der zweiten Aminos�ure an das sekund�re
Amin des Linkers. Außerdem wurde die Bildung von Dike-
topiperazinen w�hrend der Fmoc-Entsch�tzung der zweiten
Aminos�ure beobachtet. Diese Nebenreaktion kann aller-
dings signifikant verringert werden, wenn die Thioester-
funktion als Trithioorthoester maskiert ist.[23]

2.4. Umwandlung harzgebundener Peptidester in
a-Peptidthioester mit Alkylaluminiumthiolaten

Hilvert et al. verwendeten Alkylaluminiumthiolate, um
harzgebundene Peptidester abzuspalten. Auf diese Weise
wurde eine Mischung aus vollst�ndig gesch�tzten Peptidtri-
thioorthoestern 9, -ketendithioacetalen 10 und -thioestern 11
isoliert (Schema 3).[24] Die vollst�ndige Umwandlung der
Produktmischung in 12 gelang unter Einwirkung von TFA.
Die Methode ist jedoch auf Glycin als C-terminale Amino-
s�ure beschr�nkt, da chirale Aminos�uren unter diesen Be-
dingungen epimerisieren. Zudem besteht die Gefahr der
Aspartimidbildung und der Umwandlung gesch�tzter As-
partat- und Glutamatseitenketten in Thioester.

2.5. Festphasensynthese von a-Peptidthioestern durch O!S-
und N!S-Acyltransfer

In den letzten f�nf Jahren wurde eine Vielzahl von Me-
thoden entwickelt, die auf der Fmoc-basierten Festphasen-
synthese von Peptidthioestern durch O!S- oder N!S-
Acyltransferreaktionen basieren. Bei diesem Ansatz vermit-
telt ein thiolfunktionalisierter Baustein die Anbindung der
Peptidester oder Peptidamide an den Polymertr�ger (Sche-
ma 4). Nach der Abspaltung vom Harz wirkt die Mercapto-

Schema 2. R�ckgrat-Amid-Linker-Strategie.

Schema 3. Umwandlung harzgebundener Peptidester in Peptidthio-
ester unter Einwirkung von Alkylaluminiumthiolaten.

Schema 4. b-Mercaptosubstituierte a) Peptidester und b) N-alkylierte
Peptidamide unterliegen einem partiellen O!S- bzw. N!S-Acyltrans-
fer. X= organische Struktur.

Schema 1. Bildung des Thioesters an seitenkettenverankerten Peptid-
allylestern.
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gruppe als inneres Nucleophil. In einer Gleichgewichtsreak-
tion werden so die Peptidthioester 14 und 17 gebildet, die in
einem nachfolgenden Thiolaustausch zum Peptidthioester 15
abgefangen werden k�nnen.

2.5.1. Methoden auf Basis eines O!S-Acyltransfers

Danishefsky und Mitarbeiter entwickelten die erste Pep-
tidthioestersynthese durch O!S-Acyltransfer.[25] Vollst�ndig
gesch�tzte Peptids�uren wurden in L�sung in Disulfid-ge-
sch�tzte a-2-Mercaptophenylester umgewandelt. Die resul-
tierenden Peptidsegmente konnten direkt in einer nativen
chemischen Peptidkupplung zur Reaktion gebracht werden.
Botti et al. waren die ersten, die einen Peptidester-Linker
beschrieben, der auch als latenter Thioester in der Festpha-
sensynthese diente. Sie stellten den Peptidester 18 her, der in
b-Position eine als Disulfid gesch�tzte Thiolfunktion aufwies.
Nach acidolytischer Freisetzung vom Harz wurde das Seg-
ment 19 in der Verkn�pfung mit dem Cysteinylpeptid 21
eingesetzt (Schema 5).[26] Die reduktiven Bedingungen der

nativen chemischen Verkn�pfung bewirkten die Spaltung des
Disulfids, wodurch der O!S-Acyltransfer in 20 initiiert
wurde. Als Einschr�nkung stellte sich die Hydrolyse des Es-
ters (10–20 %) w�hrend der Verkn�pfung heraus. Dennoch
gelangen auf diesem Weg die Synthesen von cyclischen Pep-
tiden sowie von phosphoryliertem und acetyliertem Histon
H2B.[27] K�rzlich nutzten Liu et al. die unterschiedliche Re-
aktivit�t von O-Alkylestereinheiten. In einer kinetisch kon-
trollierten sequenziellen Verkn�pfung der drei Peptidseg-
mente 23, 24 und 26 (Schema 6) gelang so der Aufbau des 46-
meren Polypeptids Crambin[V15A] (27).[28]

2.5.2. Methoden auf Basis eines N!S-Acyltransfers

Vorherr et al. beobachteten den N!S-Acyltransfer als
Nebenreaktion, wenn die Dmmb-Gruppe als Verkn�pfungs-
auxiliar an N-terminalem Glycin verwendet wurde.[29] Dieser
Befund begr�ndete die Dmmb-vermittelte Synthese von
Peptidthioestern (Schema 7a).[30] Nach Entsch�tzen der tri-
tylgesch�tzten Mercaptogruppe in 28 f�hrt ein s�ureindu-

zierter N!S-Acyltransfer zur partiellen Bildung eines Pep-
tidthioesters, der durch ein externes Thiol wie MesNa abge-
fangen wird. Diese Umlagerung kann sowohl in L�sung als
auch am Harz erfolgen. Zur Erh�hung der Reaktionsge-
schwindigkeit wird der Acyltransfer bei 37 8C �ber 3 h
durchgef�hrt. Mit dieser Methode gelangen die Synthesen
eines 41-meren Segments von TRF2 (telomere repeat-bind-
ing factor 2) sowie von phosphorylierten und methylierten
Peptidthioestern.[31]

Hojo, Nakahara et al. untersuchten ein mercaptomethy-
liertes Prolinderivat (Schema 7b).[32] Der Acyltransfer in 30
wird durch Umsetzen mit 10–40-proz. w�ssriger MPA indu-
ziert. F�r akzeptable Reaktionsgeschwindigkeiten ist Mikro-
wellenbestrahlung vonn�ten. Unter diesen Bedingungen
wurde jedoch die partielle Spaltung der Asp-Ser-Bindung
beobachtet. Die a-mercaptomethylierten N-Peptidyloxazoli-
dinone 32 sind wesentlich reaktiver (Schema 7c).[33] Sie k�n-
nen daher direkt in Peptidverkn�pfungen eingesetzt werden,
sind jedoch auch empfindlich gegen Piperidin, was den Ein-
satz nichtnucleophiler Reagentienmischungen f�r die Fmoc-
Abspaltung in der SPPS bedingt. Als Haupteinschr�nkung
dieser Methode ist die Epimerisierung der C-terminalen
Aminos�ure w�hrend der Fmoc-Entsch�tzung zu nennen.
Robustere, aber auch weniger reaktive Verankerungen finden
sich bei den Peptidanilidderivaten 34 (Schema 7d).[34] Der
N!S-Acyltransfer wird durch Umsetzen mit 4m HCl/DMF in
Gegenwart von 1 % TCEP �ber 8 h bei 37 8C erreicht. Die
abschließende Thiolyse mit MesNa bewirkt die Freisetzung
des Thioesters 29.

Hojo beschrieb den N-Alkylcystein-Linker in 35, der
Peptidthioester ohne das Problem der C-terminalen Epime-
risierung liefert (Schema 7e).[35] Die N!S-Acylwanderung
und der Thiolaustausch werden durch saure Behandlung mit
5% MPA �ber zwei bis drei Tage bei Raumtemperatur aus-
gel�st. Dieser Ansatz wurde in den Synthesen des 95-meren
Chemokins CCL27 und des glycosylierten Mausproopiome-
lanocortins (1–74) angewendet.[36] In einem aktuellen Beispiel
gelang Dawson, Brik et al. die Totalsynthese eines Ubiqui-
tinthioesters durch native chemische Peptidverkn�pfung.[37]

Schema 5. Der Peptid-2-mercaptocarboxyamidester 19 wird direkt in
der nativen chemischen Peptidverkn�pfung eingesetzt.

Schema 6. Synthese von Crambin [V15 A] durch kinetisch kontrollierte
Peptidkupplung unter Verwendung latenter Peptidthioester unter-
schiedlicher Reaktivit�t.[28]
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W�hrend der Synthese war die C-terminale Peptidthioester-
einheit als gesch�tztes N-Methylcysteinamid maskiert und
wurde im letzten Schritt durch Umsetzen mit MPA einge-
f�hrt.

Aimoto et al. berichteten, dass die Cystein-Prolin-Einheit
in 36 als autoaktivierende Einheit fungiert (Schema 7 f).[38] Es
wurde angenommen, dass das durch den N!S-Acyltransfer
freigesetzte Cysteinamin in einer irreversiblen Folgereaktion

unter Bildung des Diketopiperazins 37 abgefangen wird. Die
Reaktionssequenz ist nach 24 h bei Raumtemperatur und ca.
pH 7 beendet. Um eine verfr�hte Diketopiperazinbildung zu
vermeiden, ist es notwendig, die Cys-Pro-Einheit als Dipeptid
an die feste Phase zu binden.

Macmillan et al. beobachteten, dass Peptide mit inneren
Gly-Cys-, His-Cys- und Cys-Cys-Einheiten unter Einwirken
von MPA zu Gly-, His- bzw. Cys-Thioesterfragmenten zer-
setzt werden (Schema 7 g).[39] Diese reverse native chemische
Verkn�pfung wurde optimiert und in der Synthese eines 33
Aminos�uren langen Neoglycopeptidthioesters von EPO (1–
33) verwendet.[40] Das optimierte His-Cys-Motiv wurde in-
nerhalb von 48 h bei erh�hten Temperaturen (60 8C) gespal-
ten. Sequenzinterne Cysteine sollten w�hrend der s�urein-
duzierten Thioveresterung gesch�tzt bleiben.

2.6. Das „Safety-Catch“-Prinzip in der Festphasensynthese von
a-Peptidthioestern

Bei einem „Safety-Catch“-Linker wird die Reaktivit�t der
Peptid-Acyl-Gruppe durch eine chemische Modifikation er-
h�ht. Die gew�nschten Peptidthioester resultieren aus der
nucleophilen Spaltung der aktivierten Peptidverankerung.

2.6.1. Festphasensynthese von a-Peptidthioestern am Sulfonamid-
Linker

Weithin gebr�uchlich ist die Festphasensynthese von
Peptidthioestern an Ellmans Modifikation (39) von Kenners
Sulfonamid-Linker (Schema 8).[41] Nach der Verl�ngerung

der Peptidkette wird die Peptid-Sulfonamid-Bindung in 40
durch Iodacetonitril oder Trimethylsilyldiazomethan alky-
liert. Das resultierende N-Alkyl-N-acylsulfonamid 41 ist
nunmehr nucleophilen Angriffen zug�nglich. Thiolyse liefert
die vollst�ndig gesch�tzten Peptidthioester, die abschließend
durch Umsetzen mit TFA entsch�tzt werden.[42]

Verschiedene Peptidthioester mit einer L�nge von bis zu
35 Aminos�uren wurden mit diesem Verfahren herge-
stellt.[43,44] Als Einschr�nkungen sind das Epimerisierungsri-
siko w�hrend der langwierigen Harzbeladung, Nebenreak-
tionen w�hrend der Aktivierung und die Aggregation voll-
st�ndig gesch�tzter Peptidthioester zu nennen.[45,46] Der Ein-
satz von Aminos�urefluoriden und die Kupplung von Ami-

Schema 7. Fmoc-basierte Festphasensynthese von Peptidthioestern auf
Grundlage eines N!S-Acyltransfers: a) Dmmb-vermittelte Peptidthio-
estersynthese; b) b-mercaptomethylierter Prolin-Linker; c) mercapto-
methylierter Oxazolidin-Linker; d) N-Mercaptoethylanilin-Linker; e) N-
Alkylcystein-vermittelte Peptidthioestersynthese; f) CPE-basierte Pep-
tidthioestersynthese; g) reverse native chemische Peptidverkn�pfung.

Schema 8. Fmoc-basierte Peptidthioestersynthese am Sulfonamid-
„Safety-Catch“-Harz.
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nothios�uren zu harzgebundenen Sulfonaziden bieten L�-
sungsans�tze f�r das Epimerisierungsproblem,[47] wohingegen
Nebenreaktionen w�hrend der Aktivierung durch die Ver-
wendung von Trimethylsilyldiazomethan minimiert wer-
den.[48] Unverzagt et al. beobachteten die unerw�nschte
Acetylierung des Acylsulfonamids w�hrend des Capping-
Schrittes (Capping: N-terminale Acetylierung von Peptid-
ketten, die in der Kupplungsreaktion nicht reagierten).[44]

Der zweistufige Ansatz aus Alkylierung der Sulfonamid-
bindung und nachfolgender nucleophiler Spaltung bietet
vielf�ltige M�glichkeiten des Reaktionsdesigns. So waren
beispielsweise polymergebundene Peptidthioester durch eine
Reaktionsfolge zug�nglich, die a) eine Mitsunobu-Reaktion
mit S-silyliertem Mercaptoethanol 42 zur Alkylierung des
Sulfonamids 41, b) Fluorid-vermittelte Entsch�tzung der
Thiolfunktion (!43) und c) nachfolgende intramolekulare
Thiolyse umfasste (Schema 9a).[48] Die Umsetzung des sei-
tenkettengesch�tzten Peptidthioesterharzes mit TFA lieferte
den ungesch�tzten Peptidthioester in 20–25 % Gesamtaus-
beute unter Verwendung von Rinkamidharz. Das Weglassen

des Rink-Linkers erm�glichte die Synthese harzgebundener
Peptidthioester 44, die nachfolgend in einer nativen chemi-
schen Peptidverkn�pfung am Harz Anwendung fanden.

Wir berichteten k�rzlich �ber die automatisierte Paral-
lelsynthese von Peptidthioestern mit Selbstreinigungseffekt
(Schema 9b).[49] Der Aufbau des Peptids erfolgt dabei an ei-
nem carboxyfunktionalisierten Sulfonamidharz. Die N-ter-
minale Modifikation des Volll�ngenpeptids 46 mit dem Cyc-
lisierungs-Linker 45 markiert das harzgebundene Peptid f�r
eine R�ckgrat-zu-Seitenketten-Cyclisierung. Das Acetylieren
nach fehlgeschlagenen Aminos�urekupplungen w�hrend der
Festphasenpeptidsynthese schließt Abbruchsequenzen von
der Einf�hrung des Cyclisierungs-Linkers aus. Somit geht nur
das Volll�ngenprodukt die Cyclisierung ein. Die nachfolgen-
de Alkylierung des N-Acylsulfonamids liefert die aktivierte
Peptid-Sulfonamid-Bindung in 48. Thiolyse �ffnet den Ma-
krocyclus. Der so gebildete Peptidthioester 50 verbleibt an
der festen Phase, w�hrend die nichtcyclischen, acetylierten
Abbruchpeptide 49 in L�sung gehen. Die S�urelabilit�t des
Cyclisierungs-Linkers erm�glicht die Freisetzung des Pep-
tidthioesters 15, die simultan mit der Seitenkettenentsch�t-
zung durch Umsetzung mit TFA erfolgt. Dieser Ansatz lie-
ferte Rohprodukte von bis zu 40 Aminos�uren L�nge in ho-
her Reinheit, die ohne weitere HPLC-Reinigung bei Ver-
kn�pfungsreaktionen und beim Aufbau eines SH3-Dom�nen-
Arrays eingesetzt wurden.

2.6.2. Festphasensynthese von a-Peptidthioestern am Arylhydrazin-
Linker

Die Oxidation von Acylhydraziden zu den reaktiveren
Acyldiazenen ist die Grundlage f�r die Fmoc-basierte Syn-
these von Peptidthioestern am Arylhydrazin-Linker 51
(Schema 10).[50] Das Peptidyldiazen 52 wird durch milde

Oxidation mit N-Bromsuccinimid gebildet. Die direkte
Thiolyse des aktivierten 52 gelingt nicht, weil Mercaptane die
Reduktion der Diazeneinheit bewirken w�rden. Daher wird
aminolytisch mit Aminos�urethioestern 53 gespalten. Die
abschließende TFA-Umsetzung erfolgt in L�sung. Mehrere
Modellpeptide konnten auf diese Weise in 70–90 % Ausbeute
synthetisiert werden. Zudem gelang die Herstellung eines 23-
meren Peptidthioesterfragments der N-terminalen SH3-Do-

Schema 9. a) Synthese harzgebundener Peptidthioester durch intra-
molekularen N!S-Acyltransfer. b) Fmoc-basierte Peptidthioestersyn-
these mit Selbstreinigungseffekt.

Schema 10. Fmoc-basierte Peptidthioestersynthese am Hydrazinharz.

Festphasensynthese von Peptidthioestern
Angewandte

Chemie

1271Angew. Chem. 2011, 123, 1266 – 1274 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


m�ne des c-Crk-Adapterproteins. Cystein und Methionin
k�nnen allerdings im Oxidationsschritt Nebenreaktionen
eingehen.

2.6.3. a-Peptidarylbenzimidazolone als Vorstufen f�r a-Peptidthio-
ester

Dawson und Blanco-Canosa f�hrten k�rzlich ein neues
„Safety-Catch“-Prinzip ein.[51] Der Aufbau der Peptidkette
erfolgt dabei an einem 3,4-Diaminobenzoyl-Linker (Sche-
ma 11). Die Acylierung der Aminogruppe in 54 durch 4-Ni-

trophenylchlorformiat (55) initiiert einen spontanen Ring-
schluss in 56. In der Gegenwart von Mercaptanen wird das
resultierende N-Acylbenzimidazolon 57 leicht in einen
Thioester �berf�hrt und kann daher direkt in einer nativen
chemischen Verkn�pfung eingesetzt werden. Die Blockie-
rung nicht umgesetzter Peptidketten (Capping) �ber Acety-
lierung sollte jedoch vermieden werden, um der Acylierung
der ungesch�tzten Anilin-Aminogruppe in 54 vorzubeugen.
Die Synthese eines 29-meren Peptidbenzimidazolons gelang
in 36% Ausbeute. Der Nutzen dieser Methode wurde bei der
chemischen Totalsynthese des HIV-1-Tat-Proteins[52] und der
zweiten Typ-1-Wiederholung von Thrombospondin-1
(TSR2)[53] sowie bei der Semisynthese der N-terminalen Do-
m�ne des Anthrax-Lethalfaktors[54] demonstriert.

2.6.4. R�ckgrat-Pyroglutamylimide als Vorstufen f�r a-Peptidthio-
ester

Conde-Frieboes, Hoeg-Jensen et al. entwarfen einen
Peptid-Linker 58, der durch die Bildung einer Pyro-
glutamylstruktur einer nucleophilen Spaltung zug�nglich wird
(Schema 12).[55] Dem Aufbau des Peptids an der festen Phase
folgt die selektive Acidolyse des Phenylisopropylesters in 58.
Die Aktivierung der Seitenketten-Carboxygruppe mit
PyBrOP unter basischen Bedingungen und Mikrowellenbe-
strahlung f�hrt zum Pyroglutamylimid 59. Diese Verbindung
ist nun einer Thiolyse zug�nglich. Wegen der relativ geringen

Reaktivit�t des Pyroglutamylimids sind erh�hte Temperatu-
ren und lange Reaktionszeiten notwendig, um die Peptid-
thioester in 45–60% Ausbeute zu erhalten.

3. Schlussfolgerungen

In diesem Kurzaufsatz haben wir den neuesten Stand der
Forschung bei der Fmoc-basierten Festphasensynthese von
Peptidthioestern aufgezeigt. Als konzeptionell neue Ent-
wicklungen sind latente Thioester zu nennen, die auf Pep-
tidamid- oder Peptids�urestrukturen zur�ckgehen und einen
N!S- oder O!S-Acyltransfer erm�glichen. Das Gleichge-
wicht dieser Umlagerung liegt typischerweise auf Seiten der
Amid- oder Esterstruktur. Externe Mercaptane fangen je-
doch die S-Acylprodukte ab und verschieben somit das
Gleichgewicht zugunsten des Peptidthioesters. Die Reaktivi-
t�t der latenten Thioester kann eingestellt werden, was ki-
netisch kontrollierte zwei- oder dreistufige Verkn�pfungsre-
aktionen erm�glicht.

Aus der Vielfalt an beschriebenen Methoden werden
wahrscheinlich jene, die auf Seitenkettenverankerung,
R�ckgrat-Amid- oder Sulfonamid-Linker zur�ckgreifen, am
h�ufigsten angewendet. Interessante M�glichkeiten er�ffnet
dabei das Design von Reaktionssequenzen, in denen das
„Safety-Catch“-Prinzip mit anderen chemischen Reaktionen
kombiniert wird. So verbindet beispielsweise die Peptidthio-
estersynthese am neuartigen 3,4-Diaminobenzoyl-„Safety-
Catch“-Linker einen Aktivierungsschritt (Acylierung) mit
einem nachfolgenden O!N-Acyltransfer, was in der Bildung
eines hochreaktiven Peptidbenzimidazolons resultiert, das
eine schnelle Thioveresterung eingeht. Die Verwendung des
etablierten Sulfonamid-Linkers in Kombination mit einer
Makrocyclisierung am Harz, gefolgt von einer thiolytischen
Ring�ffnung, erm�glicht die selektive Freisetzung der Voll-
l�ngenpeptidthioester. Diese Methode mit „Selbstreini-
gungseffekt“ kommt daher meist ohne eine HPLC-Reinigung
der synthetisierten Peptidthioester aus.

Reaktionsschritte in L�sung k�nnen nur schwerlich au-
tomatisiert werden. In einem idealen Syntheseverfahren
w�rden daher alle Reaktionsstufen am Harz durchgef�hrt
werden. Leider erf�llen nur wenige Methoden dieses Krite-
rium. Dies schließt vor allem jene Methoden ein, die auf

Schema 11. Synthese von Peptidbenzimidazolonen als hochreaktiven
Vorstufen f�r Peptidthioester.

Schema 12. Pyroglutamylimidbildung aktiviert das Peptidr�ckgrat f�r
eine thiolytische Spaltung.

O. Seitz und F. MendeKurzaufs�tze

1272 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 1266 – 1274

http://www.angewandte.de


Seitenketten- oder R�ckgratverankerung basieren sowie auf
den Sulfonamid-Linker in Kombination mit entweder intra-
molekularem N!S-Acyltransfer oder einer Reaktionsse-
quenz aus Makrocyclisierung und thiolytischer Ring�ffnung
zur�ckgreifen. Der neue Diaminobenzoes�ure-Linker f�llt
ebenfalls unter diese Kategorie, weil die durch TFA freige-
setzten Peptidylimidazolone unter den Bedingungen der na-
tiven chemischen Peptidverkn�pfung die Peptidthioester lie-
fern.

Die Fortschritte bei der Fmoc-basierten Festphasensyn-
these von Peptidthioestern sind enorm. Eine Vielzahl an
Methoden er�ffnet einen zuverl�ssigen Zugang zu Peptid-
thioestern von bis zu 40 Aminos�uren L�nge. Diese leis-
tungsverbesserten Methoden k�nnen zudem in so gut wie
jedem Labor angewendet werden. Bisher wurde allerdings
noch �ber keine Fmoc-basierte Synthese von 60–80-meren
Peptidthioestern berichtet. Trotz der erzielten Fortschritte
liegen die aktuellen Methoden noch weit hinter den wesent-
lich einfacheren Syntheseverfahren von Peptids�uren und
Peptidamiden zur�ck. Zweifelsohne werden weitere For-
schungen die n�tigen Verbesserungen entweder durch die
Entwicklung neuer Methoden und/oder durch die intelligente
Verzahnung bestehender Methoden erbringen. Dies wird in
Zukunft nicht nur die chemische Synthese modifizierter
Peptidthioester erleichtern, sondern auch die chemische
Synthese von Proteinen und die Proteinforschung im Allge-
meinen bef�rdern.

4. Abk�rzungsverzeichnis

AA Aminos�ure
BAL R�ckgrat-Amid-Linker
Boc tert-Butoxycarbonyl
Bn Benzyl
CPE Cysteinprolinester
DEAD Diethylazodicarboxylat
DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin
DMF Dimethylformamid
Dmmb 4,5-Dimethoxy-2-mercaptobenzyl
DMSO Dimethylsulfoxid
EPO Erythropoietin
Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
HMPB 4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxyphen-

oxy)butters�ure
HOBt Hydroxybenzotriazol
HPLC Hochaufl�sende Fl�ssigkeitschromatogra-

phie
MPA Mercaptopropions�ure
MesNa Mercaptoethansulfons�ure-Natriumsalz
Mmt Monomethoxytrityl
NMP N-Methylpyrrolidon
Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-

5-sulfonyl
Pmb p-Methoxybenzyl
PyBrOP Bromtris(pyrrolidino)phosphoniumhexa-

fluorophosphat
SPPS Festphasenpeptidsynthese

TCEP Tris(2-Carboxyethyl)phosphin
TFA Trifluoressigs�ure
TMS Trimethylsilyl
Trt Trityl
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