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Die Untersuchung nichtkovalenter intermolekularer Wech- 
selwirkungen ist seit vielen Jahren ein zentraler Punkt der Wirk- 
stofforschung und der Versuch. die Ursachen dieser Wechselwir- 
kungen zu verstehen und dieses Verstandnis zum rationalen 
Design von Rezeptoragonisten und Antagonisten einzusetzen, 
ist eine der groRten Herausforderungen der Supramolekularen 
Chemie. Wechselwirkungen von Peptiden und Proteinen bilden 
die Grundlage der meisten biochemischen Vorgiinge, und co- 
dierte kombinatorische Bibliotheken eroffnen einen neuen effi- 
zienten Weg, empirische Informationen iiber diese Wechselwir- 
kungen zu sammelnri J ,  Wir beschreiben nun das Screening 
pinzettenformiger molekularer Rezeptoren auf der Basis von 
vinylogen Sulfonylpeptiden['l gegen eine Tripeptidbibliothek. 
Diese binden in der Bibliothek enthaltene Oligopeptide mit ge- 
ringer Affnitat und hoher Selektivitat. Das AusmaR ihrer Affi- 
nitiit und Selektivitiit iihnelt dem ihrer Analoga auf Peptidbasis; 
die individuellen gebundenen Sequenzen zeigen allerdings keine 
Gemeinsamkeiten. 

Verglichen mit Phosphorylpeptiden (Phosphonamidate und 
Ph~sphonate) '~]  wurden Sulfonamide bei der Untersuchung 
von Peptidanaloga vernachlassigt. Jedoch haben Sulfonamide 
ebenfds  die Tetraederstruktur der Amidbindung, die als Ana- 
logon des Ubergangszustandes der Peptidhydrolyse anerkannt 
ist, und sind somit potentielle Pharmacophore zur Hemmung 
von Pro tea~en '~ ' .  Daruber hinaus ist ein Sulfonamid polarer als 
ein Amid, was zu stiirkeren inter- und intramolekularen Wasser- 
stoffbruckenbindungen fuhrt, und die Mailander Gruppe hat 
gezeigt, daR vinyloge Sulfonylpeptide daher dazu neigen, wenige 
wohldefinierte Konformationen einzunehmen[*"I. Diese Ein- 
schriinkung des konformativen Freiraums sollte auch beim Auf- 
bau selektiver Rezeptoren hilfreich sein. 

Zuerst wollten wir wissen, o b  einfache Sulfonylpeptide 
signifikante Wechselwirkungen zu Peptiden aufweisen. Wir 
verknupften willkurlich gewiihlte Sulfonylpeptide (1 a-c) 
uber Glutarsiure mit dein roten Farbstoff Dispersionsrot 1 
( = D R  = 4) (Abb. I ) .  Wir screenten die so erhaltenen rotgefiirb- 
ten Sulfonylpeptide gegen eine codierte kombinatorische Biblio- 
thek 50625 acylierter Tripeptide R-(C = 0)-AA,-AA,-AA, - 
NH-(CHI),-(C = 0)-NHCH,-Polystyrol, die wir bereits be- 
schrieben haben (R und AA,, sind in Abb. 2 spezifi~iert)[~]. 
Interessanterweise zeigte keines der drei gefiirbten Sulfonylpep- 
tide 2a---c nachweisbare Affinitiit zu Mitgliedern dieser Biblio- 
thek bei Konzentrationen kleiner als 500 PM. Wie auch mit nor- 
malen Peptiden scheinen grol3ere Masse und stiirkere Struktu- 
rierung der Molekule fur die Erzeugung signifikanter Wechsel- 
wirkunpen notig zu sein. 
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Abb. 1. Verwendete vinyloge Sulfonylpeptide. Bn = Benryl. 

Pinzettenformige, zweiarmige Molekule sind bereits als Re- 
zeptoren fur einfache Biomolekiile eingesetzt worden [61. Wir 
suchten daher nach einem Verbindungsstuck fur zwei unserer 
vinylogen Sulfonylpeptidketten, das gleichzeitig als Anker fur 
den Farbstoff dienen konnte. Unsere Wahl fie1 auf 1,3,5-Benzol- 
tricarbonsaure (Trimesinsiiure) 3, und wir erhielten die zwei- 
armigen Rezeptoren 6a-d uber eine dreistufige Synthesese- 
quenz: 3 wurde mit Dispersionsrot 1 4 in den Monoester uber- 
fiihrt und die verbliebenen Siiuregruppen mit Pentafluor- 
phenol verestert (Schema 1). Der so erhaltene Bispentafluor- 
phenylester 5 wurde anschliel3end mit 2 Aquiv. der entsprechen- 
den Sulfonylpeptide l a - d  in guten Ausbeuten (75-85%) zu 
den farbigen Rezeptoren 6a-d umgesetzt (6b als Beispiel in 
Schema 1). 
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Schema 3 .  Synthese des Rezeptors auf der Basis des vinylogen Sulfonylpeptids 6b; 
EDC = 1 -(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid-hydrochlorid. DR = Dis- 
persionsrot 1 = 4. Hunig-Base = Diisopropylethylamin. 

Die Rezeptoren 6a-d wurden unserer Standardvorschrift 
folgend gegen die oben erwiihnte Tripeptidbibliothek ge- 
~creent[ '~ .  Das Screening durchliiuft die folgenden Stufen: 24 h 
Aquilibrierung der Rezeptorlosung in Chloroform mit der fest- 
phasengebundenen Tripeptidbibliothek, Selektion und Isolie- 
rung der rot gefarbten Tragerperlen und Decodierung der Struk- 
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turinformation auf den individuellen Perlen uber Photolyse der 
molekularen Label und deren Analyse mit EC-GC (Electron 
Cap ture-Gaschromatographie) . 

Wahrend 6 d  ahnlich wie die Einzelkettenmolekule selbst bei 
Rezeptorkonzentrationen von 500 ~ L M  noch keine deutliche Af- 
finitat zu den in der Bibliothek enthaltenen Tripeptiden auf- 
weist[*], zeigen 6a-c bei Konzentrationen von etwa 200 ~ L M  se- 
quenzselektive Wechselwirkungen. Ausgehend von diesen 
Konzentrationen nehmen wir Bindungskonstanten in der 
Gronenordnung von lo2 - lo3 fur die Wechselwirkung zwischen 
6a-c und Tripeptiden an. Aus dem obigen Trio von Rezeptoren 
zeigte 6 b  die ausgepragteste Selektivitat, und wir werden diese 
nachfolgend diskutieren. 

6b bindet bei einer Rezeptorkonzentration von 1 6 0 ~ ~  zu 
etwa 250 der insgesamt 50625 in der Bibliothek vorhanden Pep- 
tidsequenzenL9] und zeigt deutliche Selektivitat fur gewisse Ami- 
nosaurereste in den Einzelpositionen, fur D-Pro in der Posi- 
tion AA, (41 YO der decodierten Perlen), fur D-Asn/D-Gln in der 
Position AA, (47 % der decodierten Perlen) und fur L - G ~  in der 
Position AA, (76% der decodierten Perlen) . Die Selektivitat ist 
an der Position AA, am starksten ausgepragt, wahrend die Na- 
tur der N-terminalen Acylgruppe fast keine Rolle spielt 
(Abb. 2). Die statistische Auswertung unserer Daten"'] ent- 
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1 1 Sulfonylpeptidrezeptor 6b 

Die Synthese des peptidischen Rezeptors 7 folgte dem Kon- 
zept, das auch fur die Darstellung der Sulfonylpeptidrezeptoren 
erfolgreich war (Schema I). Im Gegensatz zu 6 b, das in Chloro- 
form gut loslich ist, lost sich der peptische Rezeptor kaum, was 
wir als erste Anzeichen fur starke Peptid/Peptid-Wechselwir- 
kungen deuteten. 

Die Bindungseigenschaften von 7 in Chloroform wurden wie 
fur 6 b  beschrieben bestimmt. Bei einer Assaykonzentration von 
130 ~ L M  bindet 7 zu etwa 270 der 50625 vorhandenen Seauen- 

Peptidrezeptor 7 

Abb. 2. Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Reste in der Tripeptidbibliothek R-AA,-AA,-AA,-CO- 
NH-Harz mit Wechselwirkungen zu 6b und 7. Codes fur R :  A = Methyl, B = Ethyl, C = Isopropyl, 
D = trrt-Butyl, E = Neopentyl, F = CF,, G = Isobntyl, H = Methoxymethyl, I = Cyclopropyl, 
J = Cyclobutyl, K = Cyclopentyl, L = Acetoxymethyl, M = Phenyl, N = N(CH,),, 0 = Morpholino; 
Codes fur AA,: A = Gly, B = D-Ala, C = L-Ala, I) = D-Ser(OtBu), E = L-Ser(OrBu), F = o-Val, G = L- 
Val, H = u-Pro, I = L-Pro, J = D-Asn(P-trityi), K = L-As@-trityl), L = D-Gln(q-trityl), M = L-Gln(y-tri- 
tyl), N = D-LYs(E-Boc), 0 = L-L~s(E-Boc). 

hullte eine noch interessantere Eigenschaft: 6 b  zeigt eine starke 
Sequenzselektivitat fur das Tripeptid (D-Pro)-(D-Gln)-(L-Gln) 
(gefunden in 18 YO der Sequenzen, erwartet 0.03 % [ l  la]) als auch 
fur (L-Pro)-(D-Val)-(D-Pro) (gefunden in 5 YO der Sequenzen, er- 
wartet 0.03 Die groI3e Haufigkeit fur die erste Sequenz 
ist nicht zu uberraschend, wenn man das haufige Auftreten der 
enthaltenen Aminosauren an den Einzelpositionen mit in Be- 
tracht zieht (41 YO D-Pro in AA,, 41 %O D-AsnfD-Gln in AA, und 
76 % L-Gln in AA, ; siehe oben) . Die groI3e Haufigkeit der zwei- 
ten Sequenz ist dann allerdings um so bemerkenswerter, da ihre 
Einzelkomponenten nur relativ selten auftreten (16 O h  L-Pro in 
AA, , 10 % D-Val in AA, und 10 % D-Pro in AA,). Dies 1aBt auf 
starke synergistische Effekte zwischen den einzelnen Aminosau- 
ren bei der Bindung des Rezeptors schlieBen. 

Unsere nachste Frage zielte auf die Eigenschaften des analo- 
gen peptidischen Rezeptors : Wurde er uberhaupt unter ahnli- 
chen Bedingungen Tripeptide binden? Wenn ja, inwieweit wurde 
sich die Sequenzselektivitat von der von 6b gezeigten unter- 
scheiden ? 

zenrgl, und die Erkennung einzelner Sequen- 
Zen ist ahnlich ausgepragt wie bei 6b. Wie 
sein schwefelhaltiges Analogon ignoriert 7 
den Charakter der terminalen Acylgruppe 
fast vollstandig, unterscheidet aber deutlich 
zwischen den Aminosaureresten des Peptids. 
Im einzelnen: 7 erkennt D-Val an den Positio- 
nen AA, (33% der decodierten Perlen) und 
AA, (78% der decodierten Perlen) sowie D- 
Gln an der Position AA, (33% der decodier- 
ten Perlen) (Abb. 2). Somit erkennt Rezep- 
tor 7 nicht nur andere Aminosauren als 6b, 
sondern zeigt seine groI3te Selektivitat auch 
fur eine andere Stelle im Peptid. Das von den 
erwahnten Aminosauren abgeleitete Tripep- 
tid tritt wie envartet haufig auf (1 1 YO der Se- 
quenzen, erwartet 0.03 %['la]). Der aufre- 
gendste Befund war jedoch die ausgeprigte 
Spezifitat fur ein anderes Tripeptid: (D-Gh)- 
(D-Val)-(L-Pro) (gefunden in 24% der Se- 
quenzen; erwartet 0.03 %['la]). Interessan- 
terweise taucht L-Pro an der Position AA, 
ausschlieI3lich in diesem TriueDtid auf. Re- _ _  

zeptor 7 weist zudem noch Sequenzselektivitat zu Gunsten des 
Dipeptids (D-Ala)-(D-Ala) in den Positionen AA,/AAZ auf (in 
5% der Falle gefunden, envartet 0.4%['1b1). 

Wir stellten nicht-makrocyclische, pinzettenformige Mole- 
kule vor, die eindeutig zwischen Oligopeptiden unterscheiden 
konnen. Obwohl die hier untersuchten Rezeptoren nicht uber 
die groI3en Bindungsenergien von steiferen Rezeptoren verfu- 
genC5. ''I, zeigen sie doch ausgepragte Spezifitat bei der Erken- 
nung von Tripeptiden. Daruber hinaus zeigen diese Ergebnisse 
sowie andere, uber die kurzlich berichtet wurde[6b -dl, daR Mo- 
lekiile, die auf dem einfachen Motiv eines zentralen Verbin- 
dungsstiickes und zweier oligomerer Arme basieren, als aul3er- 
ordentlich selektive Rezeptoren fungieren konnen. Unsere 
Daten stiitzen die Hypothese, daI3 keine ubermaI3ige Steifheit 
des Rezeptors fur eine selektive intermolekulare Wechselwir- 
kung notig ist. 

Wir haben gezeigt, daI3 zweiarmige Rezeptoren aus vinylogen 
Sulfonylpeptiden und normalen Peptiden in Chloroform mit 
ahnlichen Bindungskonstanten (die allerdings klein sind) und 
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Selektivitaten (die erstaunlich grof.3 sind) an Oligopeptide bin- 
den. Es ist nicht uberraschend, daf3 sich die von den beiden 
Rezeptorklassen gebundenen Sequenzen unterschieden. Die 
hier beschriebenen Rezeptoren sind aus einfach herstellbaren 
linearen Molekiilen aufgebaut und konnen als Prototypen fur 
kombinatorische Bibliotheken von molekularen Pinzetten auf 
der Basis vinyloger Sulfonylpeptide dienen, die nach Rezepto- 
ren fur vorgegebene Substrate gescreent werden konnen. 

Experimentelles 
Herstellung von 6b: 7 mg des Sulfonylpeptides 1 b wurden in 2 mL CH,CI, gelost 
und mit 0 5 mL TFA versetzt. Die Reaktionslosung wurde 30 min bei 25 "C geriihrt. 
anschlieBend bis zur Trockene eingeengt und 2 h irn Hochvakuum getrocknet. Der 
Ruckstand wurde in 1 m L  CH,CI, gelost und mit 20 pL Diisopropylethylamin und 
3.5 mg Bispentafluorophenylester 5 versetzt. Nach 2 d Riihren bei 25 "C wurden 
5 mg (70%) des Rezeptors 6b sHulenchromatographisch an 20 g Kieselgel (CHCIJ 
MeOH 9515) und Gelchromatographie an  30 g LH20 (CHCI,) isoliert. 'H-NMR 
((DJDME400MHz): 6 = 0 . 9 4 ( 1 2 H ,  d, J = 6 . 8 H z ) :  1.26(3H, t , J = 7 . 0 ) ,  1.32 
(6H.d.J=7.0),1.92(2H.m),3.19(4H,m),3.71(2H.q,J=6.9),3.85(2H,m), 
4.00 (2H. t ,  J = 6.6), 4.06 (?H,  m). 4.18 (4H, d,  J = 6.3), 4.63 (2H, m),  5.11 (2H, 
m ) , 6 . 5 8 - h 7 0 ( 3 0 H , m ) , 6 . 8 1 ( 2 H , d d , J = 1 5 . I , J = 5 . 6 ) , 7 . 1 1  ( 2 H , d , J = 9 . 2 ) ,  
7.18-7.41 (20H. m),  1.54 (2H, d, . /=7.6),  1.59 (2H, d, J = 8 . 4 ) ,  7.65 (2H, t, 
J =  6.4). 1.94 (2H. d, J =  9.3), 8.01 (2H. d, J = 9.1). 8.42 (2H, m. J = 9.1). 8.61 
(2H, d. . J= l .8) ,  8.71 ( l H ,  s). 9.20 (2H. d. J = 8 . 2 ) .  HRMS: ber. fur 
C,,H,,N,,O,,S, (A4 + 13) 1691.5210. gef. 1691.5240. 
Peptidaffinititsassay mit Rezeptor fib: Die generelle Vorgehensweise 1st in Lit. [5 b] 
beschrieben. Nach 24 11 Aquilibrierung des Rezeptors fib (Ausgangskonzentration 
ca. 250 pM) in CHCI, mit der Tripeptidbibliothek und kontinuierlichem Schutteln 
hatte sich eine Gleichgewichtskonzentration des Rezeptors von 160 p~ eingestellt. 
Ausgehend von der Annahme, daR wir Perlen. deren Rezeptorsteilen zu 10% gesit- 
tigt sind, als tiefrot gefiirbt detektiereii, liegt die geschiitzte minimale Bindungskon- 
stante (K,) fur Rezeptoreii, die in diesem Assay gefiinden wurden, bei 694 
(AG = - 15.9 kJ mol-I). 66 der am stirksten gefirbten Perlen wurden separiert und 
decodiert. dabei wurden 58 verschiedene Sequenzen gefunden. Ausgehend von der 
Verteilung der mehrfach aufgetretenen Sequeixen schitzen wir die Gesamtrdhl der 
stark bindenden Sequenzen unter den Assaybedingungen auf ca. 250 aus 50625 [lo]. 
Herstcllung von 7: 120 m g  Boc-(1.-Phe)-(L-Ah)-(L-Val)-NHBn wurde in 7.5 mL 
CH,Cl, geliist und mit 2.5 mL TFA versetzt. Die Reaktionsliisung wurde 1 h bei 
25°C geruhrt. anschlieliend zur Trockene eingeengt und 4 h im Hochvakuum ge- 
trocknet. Der Ruckstand wurde in 10 mL CH,CI, gelost, mit 100 pL Diisopropyl- 
ethylamin iind 84 mg Bispentafluorphenylester 5 versetzt und 3 d bei 25 "C geriihrt. 
Wdhrend dieser Zeit bildete sich em roter Niederschlag. Die Reaktionsmischung 
wurde uber 50 g Kieselgel (CHCIJMeOH 9515) filtriert und die Fraktionen, die 
ausschlieBlich 7 (Diinnschichtchromatographie) enthielten, mit Gelchromatogra- 
phie an 30 g LH20 (CHCI,) gereinigt. Man erhielt so 12 mg (9%) des Rereptors 7. 
'H-NMR ([D,]DMF, 400 MHz): d = 0.90 (12H, m). 1.25 (3H, t, J = 6.9 Hz), 1.34 
(6H,d,J=1.2),2.13(2H,m),3.16(2H,m).3.32(2H,dd,J=13.6,5=3.6),3.61 
( 2 H , q , J =  6.9), 3.99(2H, t, J =  5.7),4.31 (2H, t, J =  6.6) ,4 .34(4H,d ,J=  6.0), 
4.51(2H,t,J=7.2),4.63(2H,m),494(2H,m),7.08(2H,d,J=9.1),7.14(2H, 
d, J=7 .4) .  7.17-7.30 (14H, m) 7.41 (4H m), 7.86 (2H, d, J = 8.8), 7.92 (2H. d, 
J=9.1),8.01 (2H,d,J=7.6).8.43(4H,m),8.62(2H,s),8.68(2H,d,J =1.2),8.75 
( l H ,  d. J = 6 . 2 ) .  9.21 (2H. d, J = 8 . 3 ) .  HRMS: ber. fur C,,H,,N,,O,,Na 
(M + Na): 1341.6070, gefiinden 1341.6050. 
Bindungsassay von Rezeptor 7 :  Der Assay wurde wie fur Rezeptor fib beschrieben 
durchgefuhrt. Die ermittelte Gleichgewichtskonzentration von 7 von 130 KM ent- 
spricht einer geschitzten minimalen Bindungskonstante von K, = 855 (AG = 
-16.5 kJmol- ') .  54 Sequenzen, darunter 49 unterschiedliche. wurden decodiert. 
Aus der Analyse der Replikate [lo] schitzen wir die Zahl der Sequenzen mit hoher 
Affinitit unter unseren Assaybedingungen auf 269. 
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Ein Seryliminoester des Phycocy anobilins als 
neues Model1 fur die Chromophor-Protein- 
Wechselwirkung des Phytochroms ** 
Ronald Micura und Karl Grubmayr* 
Professor Albert Eschenmoser zum 70. Gehurtstag gewidmet 

Phytochrom ist der Photorezeptor der Photomorphogenese 
in hoheren Pflanzen[']. Es existiert in zwei Formen (P, = 
Phytochrom red, P,, = Phytochrom far red), die sich in ihren 
Absorptionsspektren (660 bzw. 730 nm) unterscheiden und die 
photochemisch ineinander iiberfiihrbar sind. Phytochrom P, 1 
ist seiner Struktur nach ein Biliprotein. Durch Photoisomerisie- 
rungr2' und eine Sequenz von D~nkelreaktionen[~l wandelt sich 
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schaftlichen Forschung (Projekt-Nr. P-9166) unterstutzt. 
[**I Diese Arbeit wurde vom osterreichischen Fonds zur Forderung der wissen- 
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