HIGHLIGHTS

Neue Verbindungs-Bibliotheken: Pseudobiopolymere und Diversomere

Rob M. J. Liskamp*

Die Festphasensynthese von Biopolymeren ist heutzutage
unverzichtbar in der Chemie, Pharmakologie, Immunologie,
Physiologie, Biologie und Biophysik. Mit diesem hervorragen-
den Werkzeug!!! konnen nicht nur (langkettige) Peptide
(halb)automatisch hergestellt werden, indem Aminosduren und
andere Reagentien zugegeben und iiberschiissiges Reagens so-
wie Nebenprodukte ausgewaschen werden, wobei auf die zeit-
raubende Isolierung von Zwischenprodukten verzichtet werden
kann; die Methode lieB sich auch erfolgreich bei der Synthese
von Nucleinsduren und vor kurzem von Kohlenhydraten an-
wenden'? 3! Der logische Folgeschritt war die Weiterentwick-
lung der Festphasenmethode hin zur gleichzeitigen Synthese un-
terschiedlicher Peptide. Dies fithrte zur Entwicklung mehrerer
Strategien fiir multiple Peptidsynthesen mit einem weiten An-
wendungsfeld!*!. Ein wichtiger weiterer Fortschritt sind Peptid-
bibliotheken, die z.B. die systematische Synthese vieler ~ wenn
mdoglich aller — Peptide einer bestimmten Linge als Ziel haben.
Wenn jeder Aminosaurerest eine der 20 proteinogenen L-Ami-
noséauren ist, gibt es in einer Bibliothek 400 mogliche Dipeptide,
8000 mogliche Tripeptide usw.; mit jeder weiteren Aminosédure
verzwanzigfacht sich die Zahl der moglichen Peptide. Es gibt
jedoch intrinsische Schwierigkeiten bei der Herstellung und im
Umgang mit umfangreichen Bibliotheken™ zusitzlich zu den
Problemen bei der Identifizierung, Selektierung und Anreiche-
rung vielversprechender Komponenten aus einer solchen Biblio-
thek. Um diese Arbeiten zu erleichtern, konnen Bibliotheken
aus codierten Verbindungen sehr interessant sein. Bei einem be-
sonders vielversprechenden Typ dieser Bibliotheken ist eine
chemisch synthetisierte Komponente, z.B. ein Peptid, an eine
spezielle Oligonucleotidsequenz gebunden. Dieses codierende
genetische ,,Label** soll dazu dienen, die erfolgversprechenden
Komponenten der Bibliothek zu identifizieren und anzurei-
chern!®- %1, Peptidbibliotheken sind zweifellos niitzlich bei der
Suche nach chemischen Leitstrukturen. Doch die mit ihnen er-
mittelten Leitstrukturen miissen aufwendig modifiziert werden,
um brauchbare Wirkstoffkandidaten zu erhalten. Dies liegt an
den Nachteilen von Peptiden wie ihrer Wasserléslichkeit und in
vielen Fillen ihrer Proteaseempfindlichkeit im Hinblick auf ih-
ren Einsatz in biologischen Systemen. Daher sind die Ergebnisse
von Cho et al.l”? und Hobbs DeWitt et al.!'®) entscheidende Fort-
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schritte auf dem Weg zu neuen Verbindungs-Bibliotheken, die
erstens bis zu einem gewissen Grad die genannten Nachteile
vermeiden, zweitens Leitstrukturen liefern, die moglicherweise
weniger aufwendiger Modifikationen bediirfen, und drittens ei-
nen neuen Weg zur Herstellung von Makromolekiilen mit neu-
artigen Eigenschaften weisen.

Cho et al. beschrieben die Prinzipien der Festphasensynthese
eines Oligocarbamats und die Herstellung einer Oligocarbamat-
Bibliothek!"). Dieses Oligocarbamat wurde als ,,nichtnatiir-
liches Biopolymer* bezeichnet!®, , nichtnatiirlich*, weil es of-
fensichtlich nicht in der Natur vorkommt, und ,,Biopolymer*,
um auf den Ursprung der Monomere hinzuweisen, die von pro-
teinogenen Aminosduren abgeleitet sind. Der Ausdruck Pseu-
dobiopolymer (,,biopolymer mimetic“) wire besser, da
,»nichtnatiirliches Biopolymer* ein Widerspruch in sich ist. Die
Monomere, N-geschiitzte Aminoalkylcarbonate, waren aus den
entsprechenden N-geschiitzten Aminosduren oder Aminoalko-
holen, die aus den Aminosiuren erhiltlich sind, leicht zuging-
lich (Schema 1). Das Oligocarbamat wurde unter Verwendung
der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe nach Standard-Festpha-
senmethoden synthetisiert; dabei betrug die Ausbeute pro
Schritt mehr als 99%. Noch interessanter war der Einsatz der
photolabilen  Nitroveratryloxycarbonyl(Nvoc)-Aminoschutz-
gruppe (Schema 1). Sie ermdglichte den Autoren, eine Biblio-
thek aus 256 Oligocarbamaten herzustellen; dazu verwendeten
sie eine zweistufige Maskierungsstrategie, wie sie von Oligopep-
tid- und Oligonucleotid-Bibliotheken beschrieben wurde!!°!,
Die Bibliothek enthélt alle Verbindungen, die durch Entfernen
einer oder mehrerer Carbamateinheiten aus der Ursprungsse-
quenz  Ac-Tyr*-Phe®-Alac-Ser¢-Lys®-1le*-Phe®-Leu‘ abgeleitet
werden konnten (das hochgestellte ¢ kennzeichnet das Vorliegen
einer Carbamatverkniipfung). Die Bibliothek wurde auf eine
1.3 x 1.3 cm groBe Glasoberflidche aufgebracht und auf die Fa-
higkeit durchmustert, einen monoklonalen Antikdrper gegen
Ac-Tyr®-Lys®-Phe®-Leu® zu binden. Dabei zeigte sich, daBl die
Oligocarbamate Ac-Lys®-Phe®-Leu®-Gly-OH (wobei Gly das
Bindeglied im Napfschnecken-Hidmocyanin-Konjugat dieses
Oligocarbamats ist), Ac-Phe‘-Lys®-Phe®-Leu®-Gly-OH, Ac-Tyr¢-
Lys®-Phe®-Leu®-Gly-OH, Ac-Ala‘-Lys®-Phe‘-Leu‘-Gly-OH und
Ac-1le*-Phe®-Leu®-Gly-OH nach den Fluoreszenzintensitéten zu
den zehn Liganden mit den héchsten Affinititen gehorten.
Kompetitive ELISA-Tests (ELISA = enzyme-linked immuno-
sorbent assay) in Losung mit den freien Oligocarbamaten erga-
ben 1C,-Werte zwischen 60 und 180 nm. Daraus lieB sich als
vermutlich dominierendes Epitop des Antikorpers Phe®-Leu®
ableiten. Obwohl Ac-Tyr®-Phe‘-Leu‘-Gly-OH dieses Epitop ent-

0044-8249]94/0606-066 1 $ 10.00+ .25]0 661



HIGHLIGHTS

: 5P 3
Aminosdure
PG N)\/OH oder C o o
-ﬁ Aminoalkoho! c

O MeO
' OMe

R PG: Fmoc

0. .0
PG-N )\/ g \@
H 0]
NO,
R! H

H

R =H, Me, Bn,
i Pr, 3-Melnd

RS

Nvoc

R H O

H o

o} R3 }:i o I
pe-r;l/'\,o\ﬂ,N\/”\o — _.ACN)\/OYN\_;/\OJLN)\/OYN\)LOH
o H O Re

R' = CH,CH(CHs),
RZ=Bn
R? = (CHa)4-NH;

ein Oligocarbamat von 256

Ac-Lys®-Phe®-Leu®-Gly-OH

H Re O
NR5 Re N R* = u.a. Ph, Chx
5:} H \/l?\ —_— R R°=H, Me
R N 6
=N =N R =u.a. H, Cl, NO,

Ré

eine Reihe von 40 Benzodiazepinen

Schema 1. Festphasensynthese von Oligocarbamaten und Benzodiazepinen ausgehend von einer an Harz gebundenen Aminosiure. Die Fmoc-geschiitzten 4-Nitrophenylcar-
bonat-Monomere wurden in der normalen Festphasensynthese eines Oligocarbamats eingesetzt; dagegen wurde aus den entsprechenden Nvoc-geschiitzten Monomeren einc
Bibliothek aus 256 Oligocarbamaten erhalten, von denen eines (Ac-Lys®-Phe®-Leu®-Gly-OH) gezeigt ist. 40 Diazepine wurden synthetisiert, indem an Harz gebundene
Aminosiuren mit acht 2-Aminobenzophenoniminen zur Reaktion gebracht und anschlieBend cyclisiert wurden. Ind = Indolyl, Chx = Cyclohexyl.

hélt und in Losung mit einem IC,,-Wert von ca. 160 nM band,
rangiert das Fluoreszenzsignal, das dem Oligocarbamat auf fe-
stem Triger (der Glasoberfliche der Bibliothek) entsprach, un-
ter den unteren 30 %. Dies legt nahe, daf das Oligocarbamat auf
festem Triger eine andere Konformation einnimmt als in Lo-
sung. Diesem Problem wird in Zukunft weitere Beachtung ge-
schenkt werden miissen, bevor die Verwendung von Verbin-
dungs-Bibliotheken fiir Affinititsstudien allgemein empfohlen
werden kann*!,

Das Oligocarbamat unterscheidet sich wesentlich vom ent-
sprechenden Oligopeptid, z.B. weil es eine groflere Ausdehnung
hat, da zwischen den Seitenketten vier Atome anstelle von
zweien wie in einem Peptid liegen, doch zugleich sind einige
inhdrente Nachteile von Peptiden in Oligocarbamaten weniger
ausgeprigt: a) Sie sind deutlich hydrophober (bestimmt {ber
den Wasser/Octanol-Verteilungskoeffizienten) und kénnen so-
mit moglicherweise die Blut-Hirn-Schranke leichter iiberwin-
den; b) sie sind resistent gegen den Abbau durch Trypsin und
Pepsin.

Im Gegensatz zum Bericht aus Berkeley und Affymax legt der
Artikel von Hobbs DeWitt!® keinen besonderen Wert auf die
Herstellung einer Oligomeren-Bibliothek, sondern konzentriert
sich ausschlieBlich auf die Erzeugung einer Bibliothek aus unter-
schiedlichen, wenn auch miteinander verwandten, als Diverso-
mere bezeichneten organischen Verbindungen. Ein wichtiger
Grund fiir die Erzeugung solcher Bibliotheken ist die Suche
nach Leitstrukturen, die von vorneherein dem endgiiltigen

662 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Wirkstoff strukturell dhnlicher sind, denn Leitstrukturen aus
Peptid- oder Nucleotid-Bibliotheken bediirfen noch — wie be-
reits erwahnt — umfangreicher Modifikationen. Ein anderer,
ebenso wichtiger Grund ist, dall man schnell eine umfangreiche
Bibliothek organischer Verbindungen (vergleichbar den haus-
eigenen Substanzsammlungen pharmazeutischer Unternehmen)
erhalten kann, die in die oft automatisierten und mit hohem
Durchsatz arbeitenden biologischen Screeningsysteme einge-
speist werden kdnnen.

Im Gegensatz zu der bekannten PEPSCAN-Methode, bei der
Polyethylenstdbchen oder -nadeln als feste Triger fiir die gleich-
zeitige Synthese unterschiedlicher Peptide eingesetzt wur-
den'™ 2!, wurden hier hohle, in einer Glasfritte endende Nadeln
verwendet; jede von ihnen enthielt etwa 100 mg Harz, an das
iiber eine Ankergruppe eine Fmoc-Aminosdure gebunden war.
Die Entfernung der Fmoc-Gruppe von den acht Aminosiure-
harzen und die Behandlung eines jeden Harzes mit fiinf ver-
schiedenen Isocyanaten ergab nach anschlieBender Cyclisierung
39 von 40 der moglichen Hydantoine in Ausbeuten von 4-81%.
In dhnlicher Weise wurden ausgehend von fiinf Boc-geschiitz-
ten, aminosdurebeladenen Merrifield-Harzen durch Reaktion
mit acht 2-Aminobenzophenoniminen und anschlieflende Cycli-
sierung vierzig verschiedene Benzodiazepine synthetisiert (Sche-
ma 1). Die vierzig Produkte wurden in Ausbeuten von 9-63 %
bei >90% Reinheit (*H-NMR-spektroskopisch bestimmt) er-
halten und in einem Test zur Hemmung von Fluoronitrazepam
eingesetzt. Bunin und Ellman hatten bereits friiher eine andere
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Festphasensynthese von zehn Benzodiazepin-Derivaten be-
schrieben®* 3!,

Eine wichtige Botschaft der beiden Berichte ist, daB die Ver-
fasser durch Festphasensynthese eine Palette nichtnatirlicher
Verbindungen bereitstellen konnen, die zum Screening auf neue
Leitstrukturen dienen kénnen. Diese Leitstrukturen sind den
letztendlich einsetzbaren Wirkstoffen méglicherweise dhnlicher,
da sie aus einer Verbindungsgruppe gewonnen wurden, die sich
von natiirlichen Systemen wie Peptiden und Nucleotiden stirker
unterscheidet.

Mit der Festphasenstrategie sollten auch Bibliotheken ande-
rer Pseudobiopolymere zugédnglich werden, z.B. Oligoharnstof-
fe, Oligosulfone, Peptidosulfonamide!'*], Peptidophosphora-
midate und Peptoide (Schema 2)*%. Aus diesen Verbindungen
werden ohne Zweifel neue biologisch aktive Strukturen ebenso
erwachsen wie die Moglichkeit, Biopolymere mit neuen Eigen-
schaften zu konstruieren.

Die Diversomeren-Bibliothek zeigt, daB} die Synthese einer
Palette organischer Verbindungen auf diese Art moglich ist und,
obwohl deren Zahl viel kleiner ist als jene, die mit den meisten
gingigen Methoden zur Synthese von Peptid-Bibliotheken er-
reichbar ist, kann eine erhebliche Zahl von Strukturanaloga
schneller hergestellt werden, als wenn jede Substanz getrennt
synthetisiert wird. Dartiber hinaus sollte es moglich sein, die
Methode an viele andere organisch-chemische Reaktionen an-
zupassen, so dal} in naher Zukunft wahrscheinlich eine ganze
Anzahl von Diversomeren-Bibliotheken hergestellt werden
wird.

Eine andere Herausforderung ist die Entwicklung von Biblio-
theken mit ,,eingeschriankter Konformation®, in denen die Kon-
formation eines Oligomers genauer definiert ist, z.B. durch die
Einfiihrung starrer Monomere an verschiedenen Stellen des Oli-
gomers. Dies ist insofern von Bedeutung, als es in der Literatur
zahlreiche Belege dafiir gibt, da3 oft die Anwesenheit funktio-

neller Gruppen allein, wie sie z.B. durch eine Aminosiurese-
quenz bereitgestellt werden, fiir eine optimale biologische Akti-
vitdt nicht ausreicht, sondern daf} die richtige Orientierung der
funktionellen Gruppen ebenfalls unverzichtbar ist'' ). Dariiber
hinaus kann sich — wie bereits erwidhnt — die Konformation auf
dem festen Triger der Bibliothek von der in Losung unterschei-
den, was den Nutzen der Bibliothek fiir das Selektieren von
Leitstrukturen einschriankt. Das unterstreicht die Wichtigkeit,
Bibliotheken aus Verbindungen mit definierter Konformation
zu entwickeln, die in unterschiedlicher Umgebung &hnlich,
wenn nicht identisch ist.

Wissenschaftler haben das angeborene Bediirfnis, rational
eine Verbindung mit vorhersagbarer (biologischer) Aktivitét
zu entwerfen. Computer-gestiitzte Molecular-Modeling-Techni-
ken, Rontgenstrukturanalyse und NMR-Methoden haben die-
ses Bediirfnis verstirkt, und auch die Uberzeugung, daB dieser
Ansatz letztlich fiir alle Wirkstoffe moglich sein sollte. Dennoch
wurden viele der gegenwirtig verfiigbaren Wirkstoffe oder zu-
mindest der Leitsubstanzen, von denen ihre Entwicklung aus-
ging, in Screenings gefunden, also in ,,irrationalen’ Ansétzen.
Obwohl man davon ausgehen kann, daf3 die rationale Entwick-
lung von Wirkstoffen immer wichtiger werden wird, werden
auch Screening-Ansitze weiter an Bedeutung zunehmen, da sie
einen Beitrag zum schnelleren und direkten Informationsge-
winn liefern. Daher ist der rationale Entwurf irrationaler
Screening-Verfahren fiir die Zukunft vielversprechend, und als
Ergebnis werden sich viele Moglichkeiten ergeben, neue Verbin-
dungs-Bibliotheken anzulegen und zu nutzen*7’,

1] R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149; Angew. Chem. 1985, 97,
801; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1985, 24, 799.

[2] Aktuelle Ubersicht: S. L. Beaucage, R. P. Iyer, Tetrahedron 1993, 48, 2223.

3] R. Verduyn, P. A, M. van der Klein, M. Douwes, G. A. van der Marel, J. H.
van Boom, Recl. Trav. Chim. Pays-Bas 1993, 112, 464; S, J. Danishefsky, K. F.

H O R H o g
AcN\:)LN/H(N\i)LN,HrNHZ
R" H O R H O
1

H 0w H o R 0 R O
AcN\/\o/kNJ\/o\n/N\&/-\OJLN,’\/o\n/NH2 H'.“/\H/N\)L’I‘/\H’N\)LNHZ
A' H 0 R H 0 R! O R 0
2 5
I;i o R4 ’:i R1 o\\l[o H \\I[O
ACN\/\N /'\/N\n/ \/\N N)\/NYNHZ H2NJ\/S‘N )\/S /k/ "NH,
AH W R B H o) H H H
3 6
H /,OL RE o Q R \\/, Rz Q0 R Qo
AN~ r:l/\/N\n/N\/\|}I/U\N/\/N\H/NHZ : ”\‘J\/s\/\ls‘\ S,
R' H 0 R® H o} R' 00 R OO0
4 7

Schema 2. Ein Peptid 1, das entsprechende Oligocarbamat 2, die entsprechenden Oligoharnstoffe 3 und 4, das entsprechende Peptoid 5,

Peptidosulfonamid 6 und Oligosulfon 7.
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Aufbau von Kohlenstoffgeriisten mit Hilfe von Rutheniumkomplexen:
1,5-Cyclooctadien als Reagens in iibergangsmetallkatalysierten Reaktionen

Holger Butenschon*

Eine im vergangenen Jahr erschienene Publikation von
Trost et al."!ist der AnlaB}, auf einigc wichtige Arbeiten aus der
sich immer intensiver entwickelnden Ruthenium-organischen
Chemie hinzuweisen. 1,5-Cyclooctadien (COD) wird haufig als
zweizihniger, neutraler Ligand von Ubergangsmetallkomple-
xen eingesetzt, der sich unter oft milden Bedingungen unter
Bildung freier Koordinationsstellen wieder abspalten lift. Als
Paradebeispiel ist in diesem Zusammenhang das Bis(1,5-cy-
clooctadien)nickel(o) als Vorldufer des ,,nackten Nickels* zu
nennen, mit dem G. Wilke et al. eine Vielzahl wichtiger Reaktio-
nen ausfiithrten und so den besonderen Wert der metallorgani-
schen Chemie fiir die Synthese organischer Verbindungen be-
reits zu einem sehr frithen Zeitpunkt unterstrichen?’. Es ist
bemerkenswert, daf3 von Reaktionen des CODs am Metall trotz
seiner hdufigen Verwendung als Ligand nur selten berichtet wur-
de. Einer dieser Fille ist die von Lehmkuhl et al. sowie Otsuka
etal. gefundene Bildung des Bicyclo[3.3.0]octadienylcobalt-
Komplexes 1 bei der Umsetzung von Co-
balt-Reagentien mit CODB~3),

Von B. M. Trost et al.['! wurde das bis-
lang recht schmale Spektum der Organi-
schen Chemie des CODs nun dadurch
ganz wesentlich erweitert, daf es formal
als Bishomodien in metallkatalysierten
{4 + 2]-Cycloadditionen fungieren kann. Eine 0.1 M Losung des
Alkins 2 reagiert mit 1.1 Aquivalenten COD in Gegenwart von
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5% Chloro(x*-cyclooctadien)(s>-cyclopentadienyl)ruthenium(i)
[CpRu(cod)Cl] 3!%! in siedendem Methanol zu Derivaten 4 des
Tricyclo[4.2.2.0* %]dec-7-ens (Schema 1). In sieben von acht

R2
R1

2 4

Schema 1. a) 5% [CpRu(cod)Cl] 3. McOH; R! =H, Me, Et. CH,0Si(iPr)s,
p-CH,CcH,OCH;; R? = CH,0OH, CH,0Si(iPr);, CH,CH,OH, p-CH,C.H,-
OCH,, CO,Me, CH,CH,CH,CO,Me; 78—100% (siche Text).

Beispielen werden dabei Ausbeuten zwischen 78 % und 100%
erzielt, in einem Fall nur 22 % (jedoch, wie die Autoren bemer-
ken, ,,65% yield brsm* — die ungewohnliche Abkiirzung steht
fiir ,,based on recovered starting material®; im Deutschen
koénnte man von 65 % ,.baum® sprechen — baum = bezogen auf
umgesetztes Material). Elektronenarme Alkine reagicren be-
sonders langsam, und die Reaktion mit Dimethylbutindioat
bleibt sogar aus. Sterische Hinderung bremst die Reaktion, 5
wird in nur 51 % (98 % baum) erhalten. Dies kann man jedoch
zur Differenzierung der Dreifachbindungen in Alkinen mit
mehreren Dreifachbindungen nutzen, wie die selektive Bildung
von 6 in 63% (72% baum, Schema 2) zeigt.

Der von den Autoren vorgeschlagene Katalysecyclus geht
von einem kationischen Cyclopentadienylruthenium-Komplex
aus, der einen COD-Liganden und ein Solvensmolekiil tragt.
Letzteres wird durch das Alkin verdringt, welches anschlieBend
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