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Screeningverfahren in Losung zur Isolierung
biologisch aktiver Verbindungen aus einer
Molekiilbibliothek **

Thomas Carell, Edward A. Wintner
und Julius Rebek, Jr.*

In der vorhergehenden Zuschrift haben wir liber einen Zu-
gang zu komplexen Substanzmischungen berichtet!!), bei dem
Bibliotheken kleiner, strukturell rigider Molekiile in Losung
entstehen. Mit seinen als komplexe Mischungen synthetisierten
Bibliotheken steht dieses Konzept der géingigen Lehrmeinung in
der Organischen Chemie entgegen, wonach Einzelverbindungen
mit hoher Reinheit das Ziel einer Synthese sind. Da bei diesem
neuen Ansatz weder Kodierungen!?! noch riumlich isolierte
Molekiile™®! verwendet werden, konnen die gingigen Screening-
und Amplifizierungsmethoden nicht angewendet werden'*. Da-
her haben wir fiir diese Mischungen ein in Losung anwendbares
Selektionsverfahren entwickelt, itber dessen erste Resultate wir
nun berichten.

Alle Bibliotheken wurden nach dem folgenden zweistufigen
Verfahren aufgebaut!!!: Im ersten Schritt wurde ein Zentrajmo-
lekiil, wie das Xanthentetracarbonsiurechlorid 1 oder das Cu-
bantetracarbonsiurechlorid 2, mit einer Mischung aus 19 als
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o
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Bausteine vorgesehenen geschiitzten L-Aminosduren konden-
siert’”!, Die Komplexitit der entstehenden Mischungen wird
durch die Zahl der eingesetzten Bausteine und die Symmetrie
des Zentralmolekiils bestimmt. Mit 19 Bausteinen und dem
Xanthen 1 sind theoretisch 65341 Kombinationen moglich. Bei
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Verwendung des Cubans 2 mit héherer Symmetrie kénnen le-
diglich 11 191 Verbindungen mit dem gleichen Bausteinsatz ge-
bildet werden. In der zweiten Stufe wurden die so gewonnenen
Bibliotheken mit einem Trifluoressigsiure-Reagens behandelt,
um die sdurelabilen Schutzgruppen der gebildeten Verbindun-
gen abzuspalten. Nach Fillung aus Diethylether/n-Hexan wur-
den die Mischungen als weifle Pulver erhalten, die in Wasser/
Dimethylsulfoxid (DMSO) (9/1) fiir enzymatische Untersu-
chungen hinreichend 16slich sind!!!.

Das Screeningverfahren beruht auf einem von Houghten
et al. bei Peptidmischungen angewendeten Trypsinassay'®!. Un-
ser Ziel war die Identifizierung einer Verbindung innerhalb der
Bibliothek, die die Trypsin-katalysierte Hydrolyse der Amidbin-
dung von N*-Benzoyl-p, L-arginin-para-nitroanilid (BAPA) in-
hibieren kann. In den Assays wurde die Aktivitdt des Inhibitors
mit der Geschwindigkeit der Freisetzung von para-Nitroanilin
durch das Enzym reziprok korreliert. Die bei Zugabe der unter-
schiedlichen Bibliotheken zu dem Trypsinassay gewonnenen
Resultate sind in Abbildung 1 zusammengestellt.
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Abb. 1. Trypsinaktivitit A, [%] in Gegenwart der Bibliotheken relativ zu einem in

Abwesenheit von Bibliotheksmaterial ermittelten Blindwert (X, 4, =100%). Jeder
Balken gibt die mittlere Trypsinaktivitiit von vier Messungen wieder. a) Trypsin-
aktivitiit [%] der Ausgangsbibliotheken A1 und A2 (je 2.5 mg in 50 pL. DMSO), die
aus den Zentralmolekiilen 1 bzw. 2 und 19 Aminosiure-Bausteinen aufgebaut wur-
den [1, 5]. b) Trypsinaktivitdt [%] der sechs Teilbibliotheken B1-B6 (je 2.5 mg in
50 uL. DMSO), die aus dem Zentralmolekiil { und 15 der 19 Aminosiure-Bausteine
(ohne $-Trt-Cys) aufgebaut wurden. B1: ohne Gruppe G1; B2: ohne Gruppe G2;
B3: ohne Gruppe G3; B4: ohne Gruppe G4; BS: ohne Gruppe G5; B6é: ohne
Gruppe G6. Die Gruppen G1-G6 sind in Tahelle1 zusammengestelli.
¢) Trypsinaktivitit [%]) der neun Teilbibliotheken C1-C9 (je 1.5mg in 50 pL
DMSO), die aus dem Zentralmolekiil 1 und acht der neun Bausteine aus den
Aminosiuren der Gruppen G1-G3 (Tabelle 1) aulgebaut wurden. C1: ohne Arg;
C2: ohne Lys; C3: ohne His; C4: ohne Leu; C5: ohne Ile; C6: ohne Pro; C7: ohne
Gly; C8: ohne Ala; C9: ohne Val. d) Trypsinaktivitiit [%] der sechs Teilbibliotheken
D1-D6 (je 0.5 mg in 50 uL. DMSO); Zusammensetzung siche Text und Tabelle 2.

Diagramm a in Abbildung 1 zeigt die Screeningergebnisse der
mit I und 2 sowie den 19 geschiitzten Aminosiduren!™ gebildeten
Ausgangsbibliotheken (A1 bzw. A2). Obwohl beide Bibliothe-
ken mit dem gleichen Satz von Bausteinen anfgebaut wurden,
verminderte lediglich die Bibliothek A1 die Trypsinaktivitit si-
gnifikant (etwa 30%). Die Tatsache, daB3 die Bibliothek A2 die
Enzymreaktion nicht wesentlich beeinfluit (91% Aktivitit),
legt die Vermutung nahe, daB allein die Gegenwart bestimmter
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funktioneller Gruppen zur Bildung eines Trypsininhibitors nicht
ausreicht. Vielmehr sind die Orientierung und die relative An-
ordnung der funktionellen Gruppen zueinander sowie das (rela-
tiv starre) Zentralmolekiil wichtig.

Um zu bestimmen, welche der 19 Bausteine fiir die Bildung
einer aktiven Xanthenbibliothek notwendig sind, wurden drei
weitere Screeningschritte durchgefiihrt.

Mit dem ersten Experiment sollte die Zahl méglicher aktiver
Bausteine von 19 auf 9 reduziert werden. Dazu haben wir die
Bausteine (ohne S-Trt-Cys) in sechs Guppen (G1-6) eingeteilt
(Tabelle 1). Jede Gruppe enthielt drei Bausteine mit dhnlichen

Tabelle 1. Die entschiitzien Bausteine der Gruppen G1-G6 [5].

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Gly Leu Arg Ser Phe Glu
Ala e Lys Thr Tyr Asp
Val Pro His Met Trp Asn

Seitenketten. Mit jeweils fiinf dieser Bausteingruppen und dem
Xanthen 1 wurden daraufhin sechs Teilbibliotheken (B1 —6) her-
gestellt. Die in Diagramm b, Abbildung 1 zusammengestellten
Screeningergebnisse jeder Teilbibliothek zeigen, daB ohne be-
stimmte Aminosiuren die Fihigkeit der Bibliothek zur Inhibie-
rung der Trypsinreaktion abnahm. Mit den Teilbibliotheken B1,
B2 und B3, bei denen die Aminosduren der Gruppen G1-3
fehlen, wurden die héchsten Trypsinaktivitdten festgestellt. Da-
her sollten die neun Aminosduren der Gruppen G1-3, gebun-
den an 1, die hdchste inhibierende Aktivitidt aufweisen. Nur diese
neun Bausteine wurden in der zweiten Screeningstufe weiter
untersucht.

Durch das nichste Experiment wurde die Zahl der méglichen
aktiven Bausteine von neun auf fiinf herabgesetzt. Neun Teilbi-
bliotheken (C1-9) mit jeweils acht Bausteinen wurden unter
sequentiellem Auslassen einer der neun geschiitzten Aminosédu-
ren synthetisiert. Die mit diesen neun Teilbibliotheken erhalte-
nen Screeningbefunde (Diagramm c, Abb. 1) zeigen, daB die
ohne die Bausteine N°-Boc-Lys-OMe, Leu-OrBu, Ile-OrBu,
Pro-O¢Bu oder Val-OrBu hergesteliten Bibliotheken (C2, C4,
C5, C6 bzw. C9) zu sehr hohen Trypsinaktivititen fiihrten und
somit keine wirksamen Trypsininhibitoren enthielten. Daher sind
diese fiinf Bausteine fiir die Bildung von Inhibitoren wesentlich.

Fiir die dritte Screeningphase wurden Teilbibliotheken aus
dem Xanthen-Zentralmolekiil und Mischungen von drei oder
vier der fiinf Bausteine N°-Boc-Lys-OMe, Leu-OrBu, Ile-O¢Bu,
Pro-O¢Bu und Val-OrBu gebildet. Trypsinassays mit diesen Teil-
bibliotheken bestitigten die Ergebnisse aus Diagramm c. Dabei
wies eine aus 1 und N*-Boc-Lys-OMe, 1le-OrBu, Pro-OsBu sowie
Val-OrBu aufgebaute Bibliothek die héchste Inhibitorwirkung
auf. Wurde nur einer dieser vier Bausteine ausgelassen, erhielt
man Bibliotheken mit deutlich verminderter Inhibitoraktivitat!™.

Nach jeder Screeningstufe wurden die Teilbibliotheken weni-
ger komplex, da weniger Bausteine verwendet wurden. Die rela-
tive Konzentration der Verbindungen stieg damit in den kieiner
werdenden Teilbibliotheken an. Da zudem lediglich aktive Teilbi-
bliotheken ausgewihlt wurden, wurde so die Konzentration akti-
ver gegeniiber der inaktiver Verbindungen ,.amplifiziert*. Wegen
der mit zunehmender Zahl der Screeningstufen steigenden Aktivi-
tiaten wurde ein Assay der Teilbibliotheken immer einfacher.

Nach nur drei Screeningstufen blieben somit die zwolf Struk-
turisomere des Lys-1le-Pro-Val-Xanthens. Zur Bestimmung des
wirksamsten Isomers wurden weitere sechs Teilbibliotheken
(D1-6, Tabelle 2) in zwei Stufen gebildet (Schema 1). Fiir jede
der Teilbibliotheken wurde das Dibenzylester-geschiitzte Dicar-
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bonsdurechlorid 31! zunichst mit nur zwei der vier Bausteine,
N*-Boc-Lys-OMe, Ile-OrBu, Pro-O/Bu, Val-OrBu) umgesetzt.
Die hydrogenolytische Debenzylierung (H,, 10 % Pd/C, Ethyl-
acetat/Ethanol 9/1) der Mischung aus drei Verbindungen und
die anschlieBende Umsetzung mit den beiden jeweils fehlenden
Bausteinen (1 H-Benzotriazol-1-olato-O)tris(N-methylmethana-
minato)phosphor-hexafluorophosphat (BOP), Dimethyiforma-
mid (DMF), Et,N) lieferte jeweils pro Teilbibliothek eine Mi-
schung von zwdlf Verbindungen. Nach Abspalten der
sdurelabilen Schutzgruppen wurden sechs Teilbibliotheken D1 -
6 erhalten, die jeweils Verbindungen mit einer einzigartigen
Baustein-Verteilung am Xanthen-Zentralmolekiil enthalten. In
Tabelle 2 sind die in jedem Schritt verwendeten Aminosduren
und damit ihre Positionen am Zentralmolekiil in den Teilbiblio-
theken angegeben.

Tabelle 2. Aminosduren, die bei der Bildung der Teilbibliotheken D1-D6 an die
Xanthenpositionen 4 und 5 (A’,A?) bzw. 2 und 7 (B' ,B?) gekniipft wurden.

Teilbibliothek A'A? B!,B?
D1 Lys. Val Ile, Pro
D2 Lys, Ile Val, Pro
D3 Lys, Pro Ile, Val
D4 Val, lle Lys, Pro
DS Val, Pro Lys, Ile
D6 Ile, Pro Lys, Val
cocl  cocCl A AZ
4 [o] 5 (o]
——
BnO,C™ 2 7 CO,Bn R R

HOOC COOH B 2 7 82

Schema 1. Synthese der Teilbibliotheken D1- D6 (A', A%, B!, B? siche Tabelle 2).

Aus den mit diesen Teilbibliotheken erhaltenen Screeninger-
gebnissen (Diagramm d, Abb. 1) folgt, daB3 sich nur in den Mi-
schungen hemmende Verbindungen befanden, die an den Posi-
tionen 4 und 5 mit Lys/Val- oder Lys/Ile-Kombinationen sub-
stituiert waren (Teilbibliotheken D1 bzw. D2)!®!. Wihrend D2
am aktivsten und D1 nur etwas weniger aktiv war, wies D3, die
nur Verbindungen mit Lys/Pro-Substituenten an den Positio-
nen 4 und 5 enthielt, keine inhibierende Wirkung auf. Die drei
Teilbibliotheken D4-6 mit dem Lys-Baustein an den Positio-
nen 2 oder 7 waren ebenfalls inaktiv. Also sind die Verbindun-
gen 4 und § die wirksamsten Inhibitoren.

4 und 5 wurden synthetisiert und ihre Aktivititen be-
stimmt!®). Trotz der Ahnlichkeit ihrer Strukturen war 4 signifi-
kant aktiver als das Isomer 5. Verbindung 4 ist ein kompetitiver
Inhibitor fiir Trypsin (K; = (9 + 2) x 10~ % M). Weitere Untersu-
chungen zur Aufkldrung der Wechselwirkung von 4 mit Trypsin
werden durchgefiihrt.

4 ist sicher nicht die einzige inhibierende Verbindung aus der
Ausgangsbibliothek A1. Das vorgestellte Screeningverfahren
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fiihrte uns zu einer Menge hinsichtlich ihrer Struktur dhnlicher
Molekiile, unter denen 4 der wirksamste Inhibitor ist. Es bleibt
unklar, ob diese Menge auch den wirksamsten Inhibitor in der
Ausgangsbibliothek enthdlt. Derzeit untersuchen wir Bibliothe-
ken, in denen einige Substituenten von 4 lokalisiert bleiben,
wihrend andere durch Verwendung von Teilmengen der
19 Bausteine neu diversifiziert werden. Dadurch sollte ein ra-
sches Wechseln von einer Menge aktiver Verbindungen zur an-
deren méglich sein. Mit dieser Strategie hoffen wir, die Effizienz
unseres derzeitigen Screeningverfahrens zur Auswahl des wirk-
samsten Inhibitors aus den 65341 Verbindungen in Bibliothek
A1l priifen zu kénnen.

Durch unser einfaches iteratives Screeningverfahren konnten
wir die Einzelverbindung 4, cinen nichtlinearen Peptidinhibitor,
der Trypsin mikromolar inhibiert, innerhalb weniger Wochen
aus einer komplexen Bibliothek kleiner organischer Molekiile in
Losung isolieren. Synthese und Screening von Molekiilbiblio-
theken, die aus Zentralmolekiilen und einer Vielzahl von Bau-
steinen hergestellt wurden!", sind also niitzliche Methoden zur
Erforschung der Strukturvielfalt kleiner Molekiile. Sie konnen
bestehende Methoden zur Auffindung geeigneter Leistrukturen
fiir Arzneistoffe erginzen. Wihrend in dieser Untersuchung nur
einfach zugingliche geschiitzte r-Aminosduren und lediglich
zwei Sorten von Zentralmolekiilen eingesetzt wurden, kann dar-
iiber hinaus jedes mit diesen oder anderen Zentralmolekiilen zu
hydrolysestabilen Produkten fithrende Nucleophil eingesetzt
werden!”!. Die mogliche Breite der durch diese neue Methode
zuganglichen Bibliotheken ist unbegrenzt.
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Zum Koordinationsverhalten von Aldehyden
gegeniiber Zinkchlorid **

Bodo Miiller, Michael Ruf und Heinrich Vahrenkamp*

Von der groflen Zahl organischer Reaktionen mit Aldehyden
als Ausgangsverbindungen oder Produkten werden viele durch
einfache Metallsalze katalysiert, unter denen wiederum ZnCl,
das bekannteste Co-Reagens fir Carbonyl-Umwandlungen
ist!), Dies sollte bedeuten, daB die Koordinationschemie von
Aldehyden oder die Reaktivitit von Aldehyden in der Ligan-
densphire von Komplexen attraktive Studienobjekte sind. We-
gen der geringen Donorstirke von Aldehyden sind jedoch wohl-
charakterisierte Metall-Aldehyd-Komplexe bisher auf einige
metallorganische Komplexe der inerten schweren Ubergangs-
metalle™! und auf klassische Chelatkomplexe wie die des Salicyl-
aldehyds!® beschrinkt geblieben. Die Zahl bekannter Addukte
von Metallhalogeniden mit einfachen Aldehyden!* oder von
Aldehyd-Solvaten von Metallsalzen®! ist erstaunlich klein, und
unseres Wissens ist bis jetzt erst ein solcher Komplex!®) struktu-
rell charakterisiert worden!”),

Wir wurden auf diese Verbindungsklasse aufmerksam durch
unsere Arbeiten zur bioanorganischen Chemie des Zinks, spe-
ziell durch Versuche zur Modellierung des aktiven Zentrums im
Zinkenzym Alkoholdehydrogenase. Die unmittelbare Koor-
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