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Schema 2. Stofftransport zwischen wiifliriger und organischer Phase in Gegenwart

eines chemisch modifizierten Cyclodextrins bei der Hydroformylierung von 1-De-
cen.

clodextrin-Komplex. Dementsprechend sollten die organischen
Reaktionspartner und die Cyclodextrine leichter assoziieren
und dissoziieren kénnen (Schritte 1 und 3 in Schema 2).

Die ungewdhnlich hohe Selektivitdt zugunsten der Aldehyd-
bildung (<90%) mit dem teilmethylierten S-Cyclodextrin kann
auf dessen tieferen hydrophoben Wirthohlraum zuriickgefiihrt
werden, so daB} das Olefin vollstdndig umschlossen und dadurch
vor einer Isomerisierung durch den Rhodiumkatalysator ge-
schiitzt wird*2!. Die Anderungen im Verhiltnis von linearem zu
verzweigtem Aldehyd (1.8 bis 3.2) kdnnen der Fihigkeit der
modifizierten Cyclodextrine, das 1-Decenmolekiil im Wirthohl-
raum sterisch vorzuorientieren, und/oder den Wechselwirkun-
gen zwischen dem Cyclodextrin und dem Katalysator zuge-
schrieben werden. So kann die Bildung von Cyclodextrin-
EinschluBverbindungen durch Wechselwirkungen zwischen
dem Cyclodextrin und einem Ubergangsmetallkomplex gefor-
dert werden!'% **!, Um unsere dahingehende Hypothese zu prii-
fen, fiihren wir derzeit NMR-Untersuchungen durch.

Durch die hier vorgestellten Ergebnisse und unsere fritheren
Arbeiten iiber die Wacker-Oxidation von héheren Olefinen wird
bestitigt, daB die reaktionsfordernde Wirkung von chemisch
modifizierten Cyclodextrinen in wiBrigen Zweiphasensystemen
ein Phdnomen von allgemeiner Bedeutung ist. Da diese Cyclo-
dextrine ungiftig, preiswert, biologisch abbaubar und industriell
in groBen Mengen zuginglich sind, steht einer breiten Anwen-
dung dieser Verbindungen in Ubergangsmetallkomplex-kataly-
sierten Zweiphasenreaktionen nichts im Wege. Wegen der Chi-
ralitdt der Cyclodextrine kdnnen zudem weitere interessante
Entwicklungen — etwa auf dem Gebiet der asymmetrischen Ka-
talyse — erwartet werden.

Experimentelles

In einem typischen Experiment wurden {Rh(acac)(CO),] (0.16 mmol; acac =
Acetylacetonat), P(m-C,H,SO;Na), (0.8 mmol; hergestellt nach der Vorschrift von
Gértner etal. [15]) und ein chemisch modifiziertes Cyclodextrin (1.12 mmol) in
45 mL Wasser geldst. Die so erhaltene wiiBrige Phase und eine organische Phase aus
1-Decen (80 mmol) und Undecan (4 mmol; als interner GC-Standard) wurden unter
Stickstoff in einen Edelstahlantoklaven (100 mL) gegeben, der auf 80 °C erhitzt und
mit einem 1:1-Gemisch aus CO und H, bis zu einem Druck von 50 atm befiillt
wurde. Das Gemisch wurde mit einem Mehrblattrihrer mechanisch geriihrt
(1000 Umin~'). Der Gasdruck wurde wiihrend der gesamten Reaktionszeit anf-
rechterhalten (Gasreservoir, Druckregulator). Die Reaktion wurde durch quantita-
tive GC-Analyse (CPSil 5-CB, 25 m, Innendurchmesser 0.32 mm) verfolgt.
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Mischungen nach der ,,Teilen-und-Mischen'‘-Methode (zu-
meist durch Festphasensynthese) oder als Einzelverbindungen
durch in Losung durchgefithrte parallele Synthesen herge-
stellt™). Wihrend die ,, Teilen-und-Mischen*‘-Methode Synthe-
sesequenzen fiir die Herstellung einer groBen Zahl von Verbin-
dungen nutzt, werden zur parallelen Synthese von vielen
Verbindungen idealerweise vielseitige Eintopfreaktionen ver-
wendet. Cycloadditionen und Reaktionen mit noch mehr Kom-
ponenten, wie die Asinger- oder die Ugi-Kaskadenreaktion, lie-
fern unterschiedliche Produkte in einem Eintopfverfahren und
sind deshalb fiir paralle Synthesen besonders geeignet ®1. So
konnen durch die Ugi-Reaktion viele paralle Reaktionen durch
das Mischen eines Isocyanides, eines Aldehydes, eines Amins
und einer Carbonsiure bei Raumtemperatur in Methanol
schnell angesetzt werden (Schema 1). Durch Kombination von
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Schema 1. Die Vierkomponenten-Ugi-Reaktion. RT = Raumtemperatur.

10 Isocyaniden, 40 Aldehyden, 10 Aminen und 40 Carbon-
sduren sind so 160000 unterschiedliche Ugi-Reaktionen mog-
lich. Wir stellen hier ein Such- und Syntheseverfahren vor, durch
das mit dieser Bibliothek aus 160000 Reaktionen biologisch
aktive Verbindungen erhalten werden kdnnen, wobei nur ein
kleiner Teil aller mdglichen Reaktionsprodukte hergestellt und
getestet wird.

Wie gezeigt wurde, sind genetische Algorithmen besonders
geeignet, um komplexe, mehrdimensionale Probleme optimal zu
16sen!®!. Nach den Regeln der Genetik (Replikation, Crossover
und Mutation) werden neue Generationen von Verbindungen
parallel hergestellt, die giinstigere Eigenschaften als ihre Eltern-
verbindungen aufweisen sollten. Ein Enzymassay zur Priifung
der biologischen Aktivitit wird als evolutiondre Riickkopp-
lungsschleife genutzt, um nach solchen Ausgangsverbindungen
fiir die Ugi-Reaktion zu suchen, deren Produkte ecine hohe
Enzym-Inhibitor-Aktivitdt aufweisen. Wir wihlten die Serin-
Protease Thrombin als biochemisches Zielsystem!™. Thre zen-
trale Rolle in der Blutkoagulationskaskade und in verwandten
pathogenen thrombotischen Prozessen macht die Identifizie-
rung von Thrombin-Inhibitoren zu einem attraktiven Ziel fiir
die Entwicklung von therapeutischen Antikoagulantien.

Die kommerziell erhdltlichen Reagentien 1 (10), 2 (40), 3 (10)
und 4 (40 Verbindungen) wurden so ausgesucht, dafl man fiir
jede Komponente 1—4 eine breite Auswah! hinsichtlich Gré8e,
Hydrophobie, Donor- und Acceptoreigenschaften erhielt. Diese
allgemeine Bibliothek wurde nur dadurch eingeschrinkt, daBl
das Amin 3 eine donorreiche, basische Seitenkette aufweist
(Schema 2), die bekanntlich eine Inhibitor-Aktivitit gegeniiber
trypsinartigen Serin-Proteasen induziert!®l.

Die experimentellen Bedingungen wurden nach eine Serie von
Testreaktionen und chromogenen Thrombinassays mit den un-
gereinigten Reaktionsmischungen bestimmt!”). Schwach nucleo-
phile Amine wie 4-Aminobenzamidin lieferten nach dem Ver-
diinnen der Reaktionsmischung mit einem wiBrigen Puffer zwel
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Schema 2. Die zehn beim genetischen Algorithmus eingesetzten Amine 3.

Hauptprodukte, ein Vierkomponentenaddukt 5 und ein Drei-
komponentenprodukt 6, bei dem der Carbonsiurerest fehlt
(Schema 1), Storungen durch Reste an nicht umgesetzten Re-
agentien, die im Enzymassay nur eine schwache Inhibitor-Akti-
vitit aufweisen, konnten durch Kontrollexperimente ausge-
schlosssen werden.

Ein einfacher genetischer Algorithmus wurde angewendet™).
Die Reagentien wurden durch ein willkiirliches Bitmuster ko-
diert, z. B. 0010 fiir Benzylisocyanid. Die Lange der Bitmuster
wurde entsprechend gewéhlt, um jeden moglichen Substituen-
ten (d. h. jedes Reagens) an jeder der vier Positionen R'-R* zu
kodieren, und das zusammengesetzte Bitmuster kodiert die Re-
aktionsmischung aus vier spezifizierten Reagentien 1,2, 3 und 4,
z. B. 0010 011100 0111 010011 fiir die Ausgangsverbindungen
Benzylisocyanid, Salicylaldehyd, Agmatin [(4-Amino-n-bu-
tyl)guanidin] und Propionsdure. Das Fortbestehen der Muster,
die Replikation, wird in unserem Experiment durch das Spei-
chern aller experimentellen Befunde in einer Datenbank ge-
wihrleistet. Crossover und Mutationen sind nur fiir solche Bit-
muster (Reaktionen) erlaubt, die im Thrombinassay eine hohe
Inhibitor-Aktivitit aufweisen. Ein Crossover wird durch das
Zerschneiden von zwei Bitmustern an einer zufélligen Position
und den Austausch der zerschnittenen Stiicke unter Bildung von
zwei neuen Bitmustern erreicht. Eine Mutation besteht in der
Umkehrung eines Bits in einer zufélligen Position eines gegebe-
nen Bitmusters. Reaktionen werden dann durchgefiihrt, wenn
ein neues Bitmuster tatsdchlichen Ausgangsverbindungen ent-
spricht, andernfalls wird das Verfahren wiederholt. Die verdn-
derbaren Parameter dieses genetischen Algorithmus, die Popu-
lationsgroBe (Zahl der parallel auszufithrenden Reaktionen)
und die Mutationsgeschwindigkeit, wurden in mehreren Test-
laufen mit einem Datensatz aus 160 000 virtuellen Verbindungen
ausgewahlt, deren Aktivititen mit unterschiedlichen Testfunk-
tionen — z. B. iiberlagerte Sinusfunktionen in vier Dimensionen
— berechnet wurden. Fiir das hier vorgestellte Vierkomponen-
tenproblem wurde die aktivste Einzelverbindung mit einer Po-
pulationsgréBe von 20, einer Crossover-Wahrscheinlichkeit von
100% und einer Mutationswahrscheinlichkeit von 1 % nach 20
bis 50 Generationen erhalten.

Das Experiment wurde mit einer zufilligen Auswahl der er-
sten 20 Bitmuster begonnen. Die entsprechenden Reaktionen
wurden durchgefiihrt und die Rohprodukte getestet. Die erhal-
tenen Daten wurden in den genetischen Algorithmus eingege-
ben, durch den dann die ndchsten 20 Bitmuster durch Crossover
und Mutationen berechnet wurden. Die Bitmuster der 20
aktivsten der 40 Reaktionsprodukte wurden als Eltern fiir
die Berechnung und Synthese der nidchsten Generation ver-
wendet. Dieses Verfahren wurde 20 Generationen fortgefiihrt,
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so daBl insgesamt 400 unterschiedliche Ugi-Reaktionen durch-
gefiihrt wurden.

Bereits nach 16 Generationen lag die durchschnittliche effek-
tive Inhibitor-Aktivitit (EC,,) der 20 aktivsten Produkte im
Thrombinassay im submikromolaren Bereich {(Abb. 1). Das ak-
tivste Reaktionsprodukt aus allen 400 Reaktionen wurde in der
18. Generation gefunden. Diese Reaktion wurde im gréferen
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Abb. 1. Durchschnittliche Inhibitor-Aktivitdt der 20 besten Ugi-Reaktionsproduk-
te im chromogenen Thrombinassay. Die effektiven Inhibitor-Konzentrationen
(EC,,) sind in pM angegeben.

Malstab durchgefiihrt, und die erwarteten Produkte wurden
isoliert und gereinigt. Die Inhibitor-Aktivitdt (K;) des neuarti-
gen, racemischen Vierkomponentenadduktes 7 und die der
Dreikomponentenverbindung 8 wurden zu 1.4 bzw. 0.22 uM be-
stimmt. Beide Verbindungen weisen Strukturmerkmale bereits
bekannter Thrombin-Inhibitoren auf!® und kénnen als proto-
typische Verbindungen angesehen werden, die fiir weitere Opti-
mierungen durch klassische Methoden der Medizinischen Che-
mie geeignet sind.
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Wir haben mit der beschriebenen Methode nicht notwendi-
gerweise die aktivste Verbindung aus allen mdglichen 160000
Reaktionen entdeckt. Die Methode kann allerdings einfach mo-
difiziert werden, indem man weitere Generationen herstellt, die
Populationsgrofle und/oder die Mutationswahrscheinlichkeit
dndert oder andere geeignete Ausgangsverbindungen einsetzt.
Mit modernen, roboterunterstiitzten Bioassays ist diese Metho-
de einschliefilich der automatisierten Synthese und Testverfah-
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ren leicht durchzufithren und sollte daher zu einem Standard-
verfahren werden konnen. Der Entwurf von Mehrkomponen-
tenreaktionen und Bibliotheken aus Ausgangsverbindungen,
die aufgrund von Informationen iiber die Struktur von Bio-
molekiilen begrenzt wurden, kdnnte so zu einem wichtigen
Hilfsmittel in der pharmazeutischen Forschung werden.

Experimentelles

Allgemeine Arbeitsvorschrift: Je 25 pL von Lsungen eines Isocyanids, Aldehyds,
Amins und einer Carbonsdure in Methanol werden bei Raumtemperatur 20 h zur
Reaktion gebracht. Das Rohprodukt wird in 50 pL Dimethylsulfoxid geldst und mit
Britt-Robinson-Puffer (pH =7.8) verdiinnt, bis die fiir den Thrombinassay ge-
wiinschte Konzentration erreicht wird[7].

7: Eine Ldsung von je 1 mmol Benzaldehyd, 4-Aminobenzamidin-dihydrochlorid,
4-Hydroxybenzoesdure und (p-Tolylsulfonyl)methylisocyanid sowie 2 mmol Tri-
ethylamin in Methanol wird 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von
einigen Tropfen einer 25proz. HCI-Ldsung zu der Reaktionslésung wird das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand an Umkehrphasen-Kieselgel
(RP 18) mit einem Wasser/Methanol-Gradienten chromatographisch getrennt. Aus-
beute: 28%; gelbes Pulver; 'H-NMR (250 MHz, [D,DMSO, 25°C, TMS):
6 =2.41 (s, 3H), 3.72 (s, 2H), 5.61 (s, 1 H), 6.72-8.01 (m, 18 H), 8.82 (s, br., 2H),
8.98 (s, br., 2H); Electrospray(ES)-MS: m/z: 557.7 ({M + H}*, 100%).

8: Nach dem fiir 7 beschiebenen Verfahren, aber ohne 4-Hydroxybenzoesidure erhilt
man 8 in 22% Ausbeute als gelbes, amorphes Pulver. 'H-NMR (250 MHz,
[D JIDMSO, 25°C, TMS): § = 2.37 (s, 3H), 3.67 (s, 2H), 5.50 {5, 1H), 6.83-7.69
(m, 13H), 8.88 (5, br., 2H), 9.00 (s, br., 2H); ES-MS: m/z: 437.6 ({M + H]*,
100%).
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