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Etwa ein Viertel aller makromolekularen Peptidstrukturen,
die in der Protein-Datenbank (PDB) hinterlegt sind, enth�lt
mindestens eine Disulfidbr�cke.[1] In der Natur bilden sich
Disulfidbr�cken in einem oxidativen Milieu, z.B. auf der
Zelloberfl�che oder in der extrazellul�ren Matrix. Viele
Proteine erhalten dadurch eine signifikant erh�hte konfor-
mative Stabilit�t. Bei Oligopeptiden mit weniger als 30
Aminos�uren beruht die Stabilisierung der Terti�rstruktur
aufgrund der begrenzten Zahl an nichtkovalenten intramo-
lekularen Wechselwirkungen haupts�chlich auf der Makrocy-
clisierung durch das Cystin-Motiv. Die Bildung von Disul-
fidbr�cken f�hrt dabei zu einer Versteifung des Peptidger�sts.
Ein prominentes Beispiel ist die Familie der Cystinknoten-
Miniproteine,[2] die aufgrund ihres konformativ fixierten
Grundger�sts eine außergew�hnliche thermische und pro-
teolytische Stabilit�t aufweisen.[2a] Folglich ist die Entwick-
lung von disulfidverbr�ckten Peptiden, die f�r diagnostische
und therapeutische Anwendungen geeignet sind, Gegenstand
intensiver Forschung.[3]

�blicherweise werden Disulfidbr�cken in vitro nach der
Festphasensynthese von Peptiden durch Einwirkung von
DMSO, Luftsauerstoff oder anderen Oxidationsmitteln auf-
gebaut. Obwohl dieser Reaktionsschritt unter relativ milden
Bedingungen in L�sung durchgef�hrt werden kann, ist er
doch besonders im Fall von disulfidreichen Molek�len h�ufig
mit niedrigen Ausbeuten verbunden, da eine kontrollierte
regiospezifische Bildung von mehreren Disulfidbr�cken nicht
trivial zu erreichen ist.[4] Zus�tzlich besteht das Risiko einer
ungewollten intermolekularen Reaktion der freien Thiol-

gruppen, weswegen die oxidative Faltung �blicherweise in
einer hochverd�nnten L�sung durchgef�hrt wird. Trotz des
Einsatzes von gluthathionbasierten Redoxpuffern, polymer-
gebundenen Oxidationssystemen, orthogonalen Schutzgrup-
pen und/oder einer Makrocyclisierung an der festen Phase
bleibt die Kontrolle der Topologie der gebildeten Disulfid-
br�cken eine Herausforderung.[4a,e,f,5]

Um diese Probleme zu vermeiden und dabei die Redox-
stabilit�t von verbr�ckten Peptiden zu verbessern, wurden
verschiedene Konzepte f�r den Ersatz von Disulfidbr�cken
entwickelt.[6] Als Disulfidersatz kommen Thioether, Olefine
oder alkanbasierte Isostere zum Einsatz.[6a,b,d–f] W�hrend
Cystathioninbr�cken mehrere Syntheseschritte und eine
sorgf�ltige Wahl der orthogonalen Schutzgruppen ben�tigen,
erh�lt man im Fall der Dicarbabr�cke cis/trans-Isomere als
Folge einer Ringschlussmetathese (RCM).[6a,b,f] Nur ein zu-
s�tzlicher Aufreinigungsschritt oder eine Pd-katalysierte
Hydrierung der unges�ttigten Spezies zu dem entsprechenden
Alkan f�hrt zu einem Produkt mit definierter Konfigurati-
on.[6b,f]

Im Jahre 2004 beschrieben Meldal et al. die Anwendung
der CuAAC, d.h. der Kupfer(I)-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition, zur Bildung einer Triazolbr�cke als Disulfid-
ersatz.[6c] Wegen ihrer besonderen Eigenschaften und einer
nahezu perfekten Orthogonalit�t zu den Reaktivit�ten der
Aminos�ureseitenketten wurde diese „Klick“-Reaktion aus-
giebig in der Peptidchemie eingesetzt.[7] So wurden unter
anderem 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole in Peptiden instal-
liert, um Konformationen des Amidr�ckgrats zu imitieren
und einzufrieren.[7d, 8] Dar�ber hinaus wurden zahlreiche
CuAAC-Makrocyclisierungen von Peptiden in L�sung und an
der festen Phase beschrieben.[6c,8d, 9]

Ausgehend von den gleichen azid- und alkinfunktionali-
sierten Bausteinen k�nnen auch 1,5-disubstituierte 1,2,3-
Triazole durch die Ruthenium(II)-katalysierte Variante
(RuAAC) aufgebaut werden.[10] Diese Reaktion erweitert das
Spektrum von selektiv zug�nglichen Peptidmimetika basie-
rend auf den gleichen Vorl�ufermolek�len, wobei unter-
schiedliche biologische Aktivit�ten aus den unterschiedlichen
Architekturen der eingebauten Triazole resultieren k�n-
nen.[10c,f–h]

Unseres Wissens wurden bisher 1,5-disubstituierte 1,2,3-
Triazole nicht als Disulfidbr�ckenersatz in Betracht gezogen.
In dieser Arbeit berichten wir �ber den Einbau von 1,4- und
1,5-disubstituierten 1,2,3-Triazolen in die monocyclische Va-
riante des „Sunflower-Trypsininhibitors I“ (SFTI-1[1,14],
1;[11] Abbildung 1) und zeigen, dass im Unterschied zu den
Peptidmimetika 3 und 4 mit einem „1,4“-Substitutionsmuster
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die „1,5“-Variante 2 fast die gleiche biologische Aktivit�t wie
1 hat.

Verbindung 1 wurde aus mehreren Gr�nden als Modell-
peptid f�r die Untersuchung von Triazolbr�cken als Disulfid-
ersatz ausgew�hlt. SFTI-1 ist ein kleiner, aber hoch potenter
Trypsininhibitor.[11, 12] Folglich lassen sich die Auswirkungen
der verschiedenen Makrocyclisierungsarten anhand der bio-
logischen Aktivit�t der betreffenden synthetischen Varianten
mithilfe eines Serinprotease-Inhibitionstest leicht �berpr�-
fen.[3e, 6e,11, 12c,13]

Craik und Mitarbeiter untersuchten intensiv die Struktur
und die proteolytische Stabilit�t der monocyclischen und der
linearen Variante von SFTI-1 und zeigten, dass die Disulfid-
br�cke f�r die Inhibitoraktivit�t der offenkettigen Spezies
essenziell ist.[12a,b, 14] Des Weiteren haben Roller et al. und
Rolka et al. gezeigt, dass ein Disulfidersatz toleriert wird,
sofern er den sterischen Anspr�chen am Rest 3 gen�gt (Ab-
bildung 1).[6e, 12c,15]

Die publizierte Struktur von SFTI-1[1,14] (PDB-Code:
1JBN)[12a] erm�glichte es uns, die verschiedenen Triazol-ver-
br�ckten Peptidketten zu modellieren und ihre �berein-
stimmung mit der disulfidverbr�ckten Vorlage 1 zu bewerten
(Abbildung 2).

Die �berlagerung der berechneten Strukturen der Pep-
tidmimetika 2–4 mit der von Peptid 1 gab einen Einblick in
die sterischen Gegebenheiten der ausgew�hlten Triazolbr�-
cken und lieferte Hinweise auf eine m�gliche St�rung der
Konformation des Peptidr�ckgrats (Abbildung 2b–d). Die
Implementierung von 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolen
f�hrte zu einem vergr�ßerten Abstand der Ca-Atome zwi-
schen Rest 3 und 11 gegen�ber dem der Cysteine in 1 (Ab-
bildung 2 c,d). Im Fall der 1,5-disubstituierten Spezies hinge-
gen blieb der Abstand nahezu gleich (Abbildung 2a,b). Be-
dingt durch die starre planare Struktur des aromatischen
Heterocyclus sind die „1,4“-Varianten 3 und 4 nicht in der
Lage, die native Konformation von 1 exakt anzunehmen, und
der Abstand zwischen den Resten 3 und 11 wird gr�ßer. Im
Vergleich dazu scheint das „1,5“-Substitutionsmuster von 2
kompatibel mit der intrinsischen Geometrie von 1 zu sein.

Nach diesem Modell ist ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Inhibitionseigenschaften der Verbindungen 2, 3
und 4, abh�ngig von der Art ihrer Makrocyclisierung, zu er-
warten.

SFTI-1[1,14] (1) wurde durch mikrowellenunterst�tzte
Fmoc-SPPS synthetisiert und anschließend mit DMSO oxi-
diert (siehe die Hintergrundinformationen). In gleicher Weise
wurden 3 und 4 mithilfe der kommerziell verf�gbaren SPPS-
Bausteine Fmoc-l-Propargylglycin (Fmoc-Pra-OH) und
Fmoc-l-Azidoalanin (Fmoc-Aza-OH) oder Fmoc-l-Azido-
homoalanin (Fmoc-Aha-OH) synthetisiert, was zun�chst je-
weils zu den linearen Vorstufen 5 ([Aza3,Pra11]SFTI-1[1,14])
und 6 ([Aha3,Pra11]SFTI-1[1,14]) f�hrte (Schema 1 a,b). Nach
der Abspaltung von der festen Phase unter sauren Bedin-
gungen wurde die CuAAC-Makrocyclisierung der unge-
sch�tzten Peptide 5 und 6 in verd�nnter L�sung durchgef�hrt.

Die RuAAC-Methode ist, wie erwartet, mit einer Ma-
krocyclisierung des ungesch�tzten Peptids 6 in L�sung nicht
kompatibel, da dies zu einer Mischung mit undefinierten
Nebenprodukten f�hrt. Allerdings konnte der 1,5-disubsti-
tuierte 1,2,3-Triazolring erfolgreich w�hrend der Festpha-
sensynthese mithilfe des Katalysators [Cp*RuCl(cod)] und
Mikrowelleneinstrahlung installiert werden, was zu Verbin-
dung 2 f�hrte, die allerdings in geringer Ausbeute anfiel
(2.1% gem�ß der Anfangsbeladung des Harzes, Schema 1c).
Die aufgereinigten Peptide 1–6 wurden durch RP-HPLC,
ESI-MS, IR- und NMR-Spektroskopie charakterisiert.

Die Bildung einer intramolekularen Triazolbr�cke hat
keine �nderung der Molmasse zur Folge und kann deshalb
durch Massenspektrometrie nicht ohne weiteres detektiert

Abbildung 2. Struktur und �berlagerung der energieminimierten 3D-
Modelle von den SFTI-1-Varianten 1–4 (gezeigt ist die Region der Di-
sulfidbr�cke und der jeweiligen Triazolbr�cken): a) 1, b) 1 und 2, c) 1
und 3, d) 1 und 4.[12a] Die Modelle wurden an dem betreffenden Carbo-
nylkohlenstoffatom, Ca, Cb und dem Amidstickstoffatom des Restes 11
ausgerichtet. Die berechneten quadratisch gemittelten Abweichungen
(RMSD) f�r die Carbonylkohlenstoffatome Ca, Cb und die Amidstick-
stoffatome der Reste 3 und 11 der verglichenen Strukturen sind in �
gegeben. Die gemessenen Abst�nde zwischen den Ca-Atomen der
Reste 3 und 11 der entsprechenden Strukturen sind durch gestrichelte
Linien veranschaulicht, und ihre Werte sind in � angegeben. Blau:
Stickstoff, hellgrau: Kohlenstoffatome von 1, dunkelgrau: Kohlenstoff-
atome von 2–4, rot: Sauerstoff, gelb: Schwefel; Wasserstoffatome sind
aus �bersichtsgr�nden weggelassen (f�r Details siehe die Hinter-
grundinformationen).

Abbildung 1. Chemische Struktur von monocyclischem SFTI-1[1,14]
(1),[11] [Ala3(&1),Ala11(&2)]SFTI-1[1,14][(&1-CH2-1,5-[1,2,3]triazolyl-&2)]
(2), [Ala3(&1),Ala11(&2)]SFTI-1[1,14][(&1-1,4-[1,2,3]triazolyl-&2)] (3) und
[Ala3(&1),Ala11(&2)]SFTI-1[1,14][(&1-CH2-1,4-[1,2,3]triazolyl-&2)] (4),
& = Verkn�pfung des Peptidr�ckgrats mit dem jeweiligen Makrocycli-
sierungsmotiv.
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werden. Allerdings verf�gt die Azidgruppe �ber eine cha-
rakteristische IR-Absorptionsbande um 2100 cm�1.[16] Diese
Bande ist in der Regel durch keines der vielen IR-Signale
eines gew�hnlichen Peptids �berlagert, und ihr Verschwinden
bei den Produkten 2, 3 und 4 zeigt somit die Bildung des
Triazols an (Abbildung 3a). 2D-HSQC-NMR-Studien er-
m�glichten uns, die 1,4- und 1,5-disubstituierten 1,2,3-Tri-
azole durch die Messung der chemischen Verschiebung des
1H,13C-Kopplungssignals des einzigen Kohlenstoff-gebunde-
nen Protons in beiden Heterocyclen zu unterscheiden (Ab-
bildung 3 b). Die Signale dieses einen Protons und des dazu-
geh�rigen Kohlenstoffkerns an Position 5 oder 4 in den 1,4-
bzw. 1,5-disubstituierten 1,2,3-Triazol-verbr�ckten Verbin-
dungen 2, 3 und 4 befinden sich im aromatischen Bereich
zwischen d = 7.8 und 7.3 ppm (1H) bzw. d = 135 und 120 ppm

(13C). Somit konnten diese von nicht Kohlenstoff-gebundenen
Protonen und dem intrinsischen Phenylmultiplett der Sei-
tenkette von Rest 12 eindeutig unterschieden werden. Die
gemessenen 1H- und 13C-chemischen Verschiebungen sind in
guter �bereinstimmung mit publizierten Daten[10d] und zeig-
ten einen signifikanten Unterschied zwischen dem „1,4“- und
dem „1,5“-Substitutionsmuster. Somit konnten die vorher-
gesagten Konstitutionen der RuAAC- und CuAAC-Produkte
2, 3 und 4 best�tigt werden (Abbildung 3b).

Die inhibitorische Aktivit�t der Peptide 1–6 wurde durch
kinetische Studien mit Trypsin, dessen aktives Zentrum zuvor
titriert worden war, bestimmt (siehe Abbildung 4 und die
Hintergrundinformationen).[17]

Die bestimmten Ki
app-Werte f�r die Verbindungen 1–6

sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Das Peptidmimetikum 2
mit dem „1,5“-Substitutionsmuster zeigte eine Inhibition im
nanomolaren Bereich, die mit der der disulfidverbr�ckten
Variante 1 vergleichbar ist. Dagegen zeigten die monocycli-
schen SFTI-1-Varianten 3 und 4, die durch CuAAC-Makro-
cyclisierungen erhalten worden waren, eine wesentlich ge-
ringere inhibitorische Aktivit�t gegen Trypsin. Zwei Ursa-
chen k�nnen als plausible Erkl�rung f�r diesen Befund ge-

Schema 1. a) Die nichtnat�rlichen Aminos�urebausteine Fmoc-l-Azi-
doalanin (Fmoc-Aza-OH), Fmoc-l-Azidohomoalanin (Fmoc-Aha-OH),
Fmoc-l-Propargylglycin (Fmoc-Pra-OH) und der Katalysator f�r die
RuAAC-Makrocyclisierung. b) Synthese der Peptidmimetika 3 und 4,
verbr�ckt durch 1,4-disubstituierte 1,2,3-Triazole. c) Synthese von Pep-
tidmimetikum 2, verbr�ckt durch ein 1,5-disubstituiertes 1,2,3-Triazol.
Cp* = h5-C5Me5, cod = 1,5-Cyclooctadien, DIEA = N,N-Diisopropylethyl-
amin, Fmoc= Fluorenylmethoxycarbonyl, NaAsc= Natriumascorbat,
SPPS = Protein-Festphasensynthese, TFA =Trifluoressigs�ure.

Abbildung 3. a) �bereinandergelegte IR-Transmissionsspektren der
Peptide 4 (c) und 6 (a); die Bande der asymmetrischen NNN-
Streckschwingung der Azidgruppe von 6 erscheint bei 2110 cm�1. b)
Aromatische Region der 2D-HSQC-NMR-Spektren (1H,13C-Korrelation)
f�r die Peptide 1–4. Angegeben sind die zugeh�rigen Strukturen und
die 1H,13C-chemischen Verschiebungen des einzigen Kohlenstoff-ge-
bundenen Protons der 1,4- und 1,5-disubstituierten 1,2,3-Triazole.
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nannt werden. Erstens erscheint eine genaue Einpassung des
„1,4“-Musters in die aktive Konformation aufgrund des star-
ren 1,2,3-Triazolrings nicht m�glich, weswegen sich der Ver-
br�ckungsabstand des Peptidr�ckgrats erh�ht. �ber eine
gewisse Toleranz des R�ckgrats von monocyclischem SFTI-1
bez�glich der L�nge beweglicher, flexibler Linker wurde
k�rzlich berichtet.[15] Allerdings k�nnen, wie unsere Daten
zeigen, die Auswirkungen eines Disulfidbr�ckenersatzes mit
starrer Struktur drastisch sein. Als einen weiteren Grund f�r
die reduzierte Aktivit�t der Verbindungen 3 und 4 sollte man
sterische Aspekte in Nachbarschaft oder direkt am Cb-Atom
des Restes 3 in Betracht ziehen, da zuvor gezeigt wurde, dass
sperrige Reste an dieser Position den inhibitorischen Effekt
stark vermindern k�nnen.[15a]

Hier haben wir die Eignung von 1,5-disubstituierten 1,2,3-
Triazolbr�cken als Disulfidersatz demonstriert. Im Vergleich
zu den nat�rlichen Bausteinen k�nnen f�r diesen Disulfid-
ersatz aufgrund seiner Redoxstabilit�t und seiner Andersar-

tigkeit verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften er-
wartet werden. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden,
dass eine Reihe von biologisch aktiven Molek�len keine
derartig ausgepr�gte Pr�ferenz des „1,5“-Substitutionsmus-
ters gegen�ber den „1,4“-Varianten zeigt wie die hier be-
schriebenen Strukturen. Die Variation zwischen den
RuAAC- und CuAAC-Makrocyclisierungsstrategien bietet
einen modularen Ansatz f�r maßgeschneiderte heterodeti-
sche Verbindungen unter Verwendung kommerziell erh�ltli-
cher Bausteine. Experimente zur Synthese von Peptiden. die
sowohl eine Triazol- als auch eine Disulfidbr�cke enthalten,
werden derzeitig durchgef�hrt. Eine solche Strategie k�nnte
helfen, die Schwierigkeiten zu �berwinden, die oftmals w�h-
rend der oxidativen Faltung von cysteinreichen Peptiden in
vitro auftreten.

Eingegangen am 23. Dezember 2010,
ver�nderte Fassung am 21. Februar 2011
Online ver�ffentlicht am 4. Mai 2011
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Tabelle 1: Zusammenfassung der ermittelten Ki
app-Werte der Verbin-

dungen 1–6.

Nr. Verbr�ckungsmotiv Ki
app [nm][a] relative

Aktivit�t[b]

1 Cystin 1.48�0.1 1
2 1,5-disubstituiertes

1,2,3-Triazol
2.4�0.14 1.6

3 1,4-disubstituiertes
1,2,3-Triazol

1908�261 1288

4 1,4-disubstituiertes
1,2,3-Triazol

742�88 501

5 – 1916�205 1293
6 – 13 845�1835 9347

[a] Standardfehler der nichtlinearen Regression ist angegeben. [b] Rela-
tive Aktivit�t ist gegeben als Verh�ltnis der Ki

app-Werte f�r die betreffende
Verbindung und das Peptid 1.
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