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Abstract: Die Synthese von Disulfidbr�ckenmimetika ist eine
wichtige Strategie zur Optimierung disulfidreicher Peptide
beim Wirkstoff-Design. Wir beschreiben Mimetika des Cono-
toxins MrIA, die durch selektiven Austausch einzelner Disul-
fidbindungen gegen Br�cken aus einem 1,4-disubstituierten
1,2,3-Triazol erhalten wurden. Eine sequenzielle, Kupfer-ka-
talysierte Azid-Alkin-Klick-Reaktion (CuAAC) mit nachfol-
gender Disulfidbildung f�hrte regioselektiv zu hybriden Tri-
azol-Disulfid-Analoga von MrIA. Mimetika, in denen Triazol
die Cys4-Cys13-Disulfidbindung ersetzte, behielten ihre Terti-
�rstruktur sowie die volle In-vitro- und In-vivo-Aktivit�t als
Inhibitoren der Noradrenalin-Wiederaufnahme bei. Diese
Mimetika sind resistent gegen Reduktion mit Glutathion, was
zu einer verbesserten Plasmastabilit�t f�hrt und dadurch in-
teressant f�r die Wirkstoff-Entwicklung ist.

Die Zielrezeptoren von Giftpeptiden sind G-Protein-ge-
koppelte Rezeptoren (GPCRs), Transporter und Ionenka-
n�le;[1] eine Reihe solcher Peptide hat bereits klinische Test-
phasen erreicht.[2] Diese Peptide enthalten Disulfidbr�cken,
die ein stabiles Ger�st f�r gut definierte Strukturen und to-
pologische Orientierung ihrer Pharmakophore ergeben, wo-
durch stabile, potente und selektive Peptide resultieren.[3]

Disulfidreiche Peptide sind relativ stabil gegen Proteasen,
sind jedoch anf�llig f�r einen „S-S-Austausch“[4] �ber Thiol-

Disulfid-Austausch,[4b, 5] was in struktureller Umlagerung,
geringerer Aktivit�t[6] und zunehmender Schleifengrçße re-
sultiert und so den enzymatischen Abbau in vivo fçrdert.[6,7]

Orthogonale Cystein-Schutzgruppenstrategien[8] ermçglichen
regioselektive Disulfid-Faltung, aber das inh�rente Potenzial
f�r den S-S-Austausch verbleibt (Schema 1A).[9] Stabile Di-

sulfidbr�ckenmimetika[10] kçnnen diesen Austausch verhin-
dern, allerdings mangelt es ihnen an breiter Anwendbarkeit
wegen ihrer komplexen Chemie oder der Unvereinbarkeit
der mimetischen Gruppierung mit Bioaktivit�t.[10a] Sele-
nocysteinsubstitution ist die tragf�higste Strategie[9b, 10f, 11] und
hat bereits zur regioselektiven Disulfid-Faltung in Kombina-
tion mit erhçhter Stabilit�t gegen Reduktion gef�hrt.[7, 12]

Der Ersatz von Disulfidbr�cken durch 1,4-disubstituierte
1,2,3-Triazole,[13] die mithilfe einer Kupfer-katalysierten Azid-
Alkin-Klick-Reaktion (CuAAC) synthetisiert wurden,[14]

kçnnte in Anbetracht der Stabilit�t der Triazole gegen pro-
teolytische Hydrolyse in vivo[15] n�tzlich sein. Ihre Einf�h-
rung kçnnte Disulfidaustausch verhindern und die Faltung
verbleibender Cysteinreste beschleunigen, wie es in a-Sele-
noconotoxinen beobachtet wurde.[12a]

Wir stellen hier eine Strategie vor (Schema 1B), die Di-
sulfidbr�ckenbildung mit orthogonaler CuAAC[14] verbindet.

Schema 1. A) Disulfid-Faltung f�hrt zu mehreren Isomeren, disulfidrei-
che Peptide sind anf�llig f�r „S-S-Austausch“. B) Disulfid-/1,2,3-Triazol-
Faltung liefert nur eines der mçglichen Isomere.
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Dies ermçglichte die regioselektive Synthese von Triazolmi-
metika von Inhibitoren der Noradrenalin-Wiederaufnahme
(c-Conotoxine MrIa und 1) mit verbesserter Stabilit�t in
thiolreicher Umgebung (Hintergrundinformationen (SI):
Abbildungen 7S–10S).

Acht Analoga (2–9) von 1 wurden mithilfe von Fluore-
nylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Chemie synthetisiert, und zwar
durch individuellen Ersatz der Cys5-Cys10- oder der Cys4-
Cys13-S-S-Bindung mit einer Triazolbr�cke, w�hrend die
zweite S-S-Bindung beibehalten wurde (Schema 2). Die 1,2,3-
Triazole wurden mit Direktionalit�t in Abh�ngigkeit von der
Positionierung der Azid/Alkin-Bausteine eingebaut (siehe
Schema 2 und Tabelle 1: Azid in Richtung C-terminal
(2,4,6,8) oder Azid in Richtung N-terminal (3,5,7,9)). Br�-
ckenflexibilit�t wurde eingef�hrt, indem entweder (S)-2-
Amino-3-azidopropions�ure (2,3,6,7) oder (S)-2-Amino-4-
azidobutans�ure (4,5,8,9) verwendet wurde. Propargylglycin
[Prg] wurde als Alkinkomponente f�r die Triazolbildung ge-
nutzt.

Cysteinreste wurden mit S-Acetamidomethyl(Acm)-
Schutzgruppe eingef�hrt, und die Peptid-Faltung erfolgte
durch Cyclisierung zum 1,2,3-Triazol �ber CuAAC (CuSO4/
Ascorbins�ure generieren in situ den CuI-Katalysator);[14]

dem schloss sich die Disulfidbr�ckenbildung durch Iod in

Methanol/Wasser an.[16] Dies lieferte Hybridpeptide (2–9) in
guter Ausbeute (SI: Tabelle 2S). Die Peptide wurden in
einem funktionellen Noradrenalin-Wiederaufnahme-Assay
untersucht und mit 1 und dem gleich aktiven MrIa verglichen.
Tabelle 1 zeigt, dass die Strategie voll funktionale Mimetika
des Stammpeptids liefert, wenn die Triazolgruppe korrekt
positioniert wurde.

Vollst�ndige In-vitro-Aktivit�t wurde beibehalten f�r
Peptide mit einem Cys4-Cys13-Disulfidbr�ckenersatz (!6–
9), w�hrend durch Modifikationen der Cys5-Cys10-Br�cke
Analoga (!2–5) mit reduzierter F�higkeit zur Inhibierung
des Noradrenalin-Transporters (NET) produziert wurden.
Die aktivsten Analoga 7 und 9 waren auch gleichermaßen
aktiv wie MrIA in einer Studie zu neuropathischem Schmerz
unter Verwendung eines Rattenmodells mit verletztem Is-
chiasnerv (SI: Abbildungen 5S und 6S).[17] Der Aktivit�ts-
verlust in 2–5 wird durch die Empfindlichkeit der Schleifen-
region gegen topologische Ver�nderungen verursacht,[17,18]

deren Auftreten wahrscheinlich ist, wenn ein 1,2,3-Triazolring
die Cys4-Cys10-Disulfidbr�cke ersetzt. Die Orientierung der
Triazolgruppe war wichtig f�r die Aktivit�t bez�glich NET
(vgl. Peptide 7, 9 mit 6, 8). Dagegen spielte die L�nge der
Br�cke, die sich um eine CH2-Gruppe unterschied, eine un-
tergeordnete Rolle (vgl. 7 mit 9). Diese Struktureffekte
wurden durch einen Sekund�re-Ha-NMR-Verschiebungs-
Vergleich von MrIA mit den Analoga 2–9 untersucht;[17] diese
Untersuchung ergab, dass die weniger aktiven Analoga 2–5
eine starke Verzerrung der Peptidhauptkette aufwiesen
(Abbildung 1A). Im Unterschied dazu zeigten die aktiven
Analoga 6–9 sehr gute �bereinstimmung der Ha-Verschie-
bung mit der von MrIA, besonders in der entscheidenden
GYKL-Schleifenregion[18] (Abbildung 1B). Die aktivsten
Analoga (7, 9) waren hoch konsistent mit MrIA, w�hrend die
etwas weniger aktiven Isomere (6, 8), mit einer invertierten
Triazolstruktur, eine schwache Stçrung der Ha-Verschiebung
des Peptidr�ckgrats aufwiesen. Eine 3D-NMR-Struktur f�r
das aktivste Peptid 9 wurde mit der von MrIA verglichen
(Abbildung 1C). Die �berlagerung der Faltblattregion
(Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung
(RMSD): 0.3 �) und der Pharmakophor-Seitenketten (Tyr7,

Schema 2. Selektiver Disulfidbr�ckenersatz in 1 durch 1,4-disubstitu-
ierte 1,2,3-Triazole f�hrt zu den Produkten 2–9. Cystein wurde substitu-
iert durch [Aza]/[Aha] (n =1/2) und [Prg] als Alkingegenst�ck. Vorstu-
fen wurden durch CuAAC cyclisiert, gefolgt von I2-initiierter Acm-Ent-
sch�tzung/Oxidation, die die Produkte 2–9 lieferte.

Tabelle 1: Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibition durch hybride Tri-
azol-Disulfid-Analoga (2–9) im Vergleich mit Stammpeptid (MrIA/1).

Sequenz[a] IC50 [mm][f ]

MrIA NGVCCGYKLCHOC[b] 2.45�0.07
1 UGVCCGYKLCHOC[b,c] 2.55�0.18
2 UGVC[Prg]GYKL[Aza]HOC[d,f ] 52.40�5.50
3 UGVC[Aza]GYKL[Prg]HOC[e,f ] 60.60�14.8
4 UGVC[Prg]GYKL[Aha]HOC 41.20�5.80
5 UGVC[Aha]GYKL[Prg]HOC 30.00�2.00
6 UGV[Prg]CGYKLCHO[Aza] 3.84�0.50
7 UGV[Aza]CGYKLCHO[Prg] 1.73�0.30
8 UGV[Prg]CGYKLCHO[Aha] 8.90�1.00
9 UGV[Aha]CGYKLCHO[Prg] 1.10�0.25

[a] C-terminal amidiert. [b] Disulfidverbr�ckung (1–4, 2–3), O = Hydro-
xyprolin. [c] U = Pyroglutams�ure. [d] [Prg] = Propargylglycin, [Aza] = Azi-
doalanin. [e] [Aha]= Azidohomoalanin. [f ] In 2–9 wurde eine 1,2,3-Tria-
zolbr�cke zwischen [Aza]/[Aha]- und [Prg]-Resten und eine S-S-Br�cke
zwischen verbleibendem Cystein gebildet.
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Lys8 und Leu9) zeigte eine starke strukturelle Identit�t auf
(RMSD: 0.24 � �ber das R�ckgrat und die b-C-Atome), mit
einer Orientierung der Seitenketten, die identisch zu der f�r
MrIA und 1 beschriebenen ist.[17,19] Disulfidreiche Peptide
haben rigide Strukturen und schr�nken so den Zugang zu
spaltbaren Amidbindungen ein; dies resultiert in einer er-
hçhten Stabilit�t gegen Proteolyse.[20] Diese Tatsache spricht
daf�r, dass Peptidhydrolyse mçglicherweise partielle(n) Di-
sulfidreduktion/Disulfidaustausch umfasst.[4a] Tats�chlich
geht Peptid 1 Isomerbildung, partielle Reduktion sowie Ad-
ditionsprodukt- und Dimerbildung in der Gegenwart von
Thiolen (GSH) ein und ist instabil in Plasma[21] (Abbildung 2;
SI: Abbildung 7S). In den Hybriden 2–9 hat die Einf�hrung
einer stabilen Triazolbr�cke S-S-Umlagerungen verhindert

und die Tendenz zur Reduktion der verbleibenden Disulfid-
bindungen herabgesetzt. Ein Stabilit�tsvergleich der Peptide
2–9 mit dem Stammmolek�l 1 zeigte, dass alle Triazol-Hy-
bridmolek�le (2–9) verbesserte Plasmastabilit�t mit Halb-
wertszeiten von �ber zwei Tagen aufwiesen, w�hrend 1 in
weniger als zwei Tagen komplett abgebaut wurde (Abbil-
dung 2). Eine erhçhte Stabilit�t gegen Disulfidbindungsaus-
tausch in der Gegenwart von Glutathion wurde f�r Peptide
mit einer Triazolsubstitution von Cys4-Cys13 (6–9) gefunden.
Die Cys5-Cys10-Triazol-substituierten Peptide (2–5) zeigten
eine hçhere Plasmastabilit�t als 1, waren aber immer noch
zug�nglich f�r Disulfidaustausch in einer Umgebung mit
hoher Thiolkonzentration (SI: Abbildungen 8S–10S).

Eine Strategie f�r die selektive Faltung disulfidreicher
Peptide durch Kombination von CuAAC und Disulfidbildung
wurde mit dem klinischen Kandidaten 1 untersucht. Die
Peptidmimetika 6–9, mit einem 1,2,3-Triazol als Ersatz f�r
Cys4-Cys13, zeigten verbesserte Stabilit�t gegen Reduktion
und behielten zudem ihre Peptidstruktur sowie In-vitro- und
In-vivo-Aktivit�t bei. Mimetika der Cys5-Cys10-Disulfidbin-
dung in 2–5 waren wegen der strukturellen Empfindlichkeit
der Pharmakophorregion nicht erfolgreich.[17] Eine eindeuti-
ge Erhçhung der Plasmastabilit�t wurde f�r alle Hybridpep-
tide 2–9 beobachtet, was darauf schließen l�sst, dass diese
Strategie breit f�r die Verbesserung von cysteinreichen Pep-
tiden eingesetzt werden kann.
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Abbildung 1. NMR-Spektroskopie von 1,2,3-Triazol-Disulfid-Hybridpep-
tiden im Vergleich mit MrIA. Ver�nderung der sekund�ren Ha-Ver-
schiebung A) der inaktiven Analoga 2–5 und B) der aktiven Analoga 6–
9. C) NMR-Struktur von MrIA (links) und 1,2,3-Triazolanalogon 9
(rechts). Disulfide in Gelb und 1,2,3-Triazol in Rot.
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Analoga 2–9 im Plasma aus Ratten.
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