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Eine neue Markierungstechnik fiir die
kombinatorische Chemie nach der
,,Misch-und-Sortier-Methode

Joseph W. Guiles,* Carolina L. Lanter und
Ralph A. Rivero

Die Festphasensynthese (solid phase synthesis, SPS) ist ein
wesentlicher Bestandteil der Verfahren der kombinatorischen
Chemie, die weltweit von akademischen und industriellen
Institutionen hervorgebracht werden.l'l Die Ausweitung der
Festphasenpeptidsynthesel® auf die Herstellung kleiner wirk-
stoffdhnlicher Molekiile ist ein Bereich mit intensiver For-
schung.Pl Die SPS zeichnet sich durch eine schnelle Durch-
fiihrbarkeit, Proben hoher Reinheit und Mdoglichkeiten zur
Automatisierung aus. Diese Eigenschaften werden genutzt,
um Bibliotheken von Einzelsubstanzen oder von Substanz-
gemischen herzustellen. Gegenwirtig bestehen groffe Unter-
schiede im Einsatz von Einzelsubstanzen und Substanzge-
mischen in der kombinatorischen Chemie, wie Berk und
Chapman kiirzlich zeigten.[! Entscheidend ist dabei, wie sich
Synthese- und Screeningdauer auf die Geschwindigkeit aus-
wirken, mit der Informationen erhalten werden konnen (z.B.
um Struktur/Aktivitits-Beziehungen zu entwickeln). Bis jetzt
bestimmen diese Faktoren, in welchem Schritt der Wirkstoff-
entwicklung welcher der beiden Wege angewendet wird.

Tabelle 1 zeigt einen Vergleich der Geschwindigkeitsmerk-
male von kombinatorischen Methoden und die Anwendun-
gen dieser Methoden in der Wirkstoffentwicklung. Da mit der
Parallelsynthese ausreichende Probenmengen (z.B. > 10 mg)
in verldBlicher Reinheit erhalten werden konnen, ist sie die
Methode der Wahl, um Leitstrukturen zu optimieren. Durch
kiirzlich erreichte Verbesserungen in der Automatisierung
wurde sie zu einem durchsatzstirkeren (Higher-throughput-)
Verfahren. Der Zeitaufwand fiir die vielfachen Pipettier-
schritte, die normalerweise manuell durchgefiihrt werden,
wurde dabei reduziert. Da jedoch die Leistungsfihigkeit
dieser Methode durch die GroBe der parallelen Arbeitsplatte
beschrinkt ist, konnten nur geringfiigige Durchsatzsteigerun-
gen realisiert werden. Durch die ,,Misch-und-Split“-Methode
mit chemischer Codierung konnen dagegen bei mittlerer
Auswertungsgeschwindigkeit umfangreiche Bibliotheken in
kurzer Zeit synthetisiert werden.F! Bei einer weiteren Technik
mit chemischer Codierung sind Farbstoffe kovalent mit den
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Tabelle 1. Eigenschaften kombinatorischer Methoden.

Methode Einzelsubstanz/ Zahl der pro Zeiteinheit Auswertung  Verwendung
Mischung synthetisierten Substanzen

Parallelsynthese Einzelsubstanzen niedrig schnell Leitstrukturoptimierung

Parallel angeordnete Mischungen  Mischungen mittel mittel Leitstrukturidentifikation

,Misch-und-Split* Mischungen hoch langsam Leitstrukturidentifikation

Chemisch codiertes ,,Misch-und-Split“ Mischungen hoch mittel Leitstrukturidentifikation

,Misch-und-Sortier* Einzelsubstanzen mittel schnell Leitstrukturidentifikation und
-optimierung

Tragerbeads verkniipft, und die Auswertung erfolgt mit Hilfe Reaktor

von Absorptions- oder Fluoreszenzspektren.l’! Die ,Misch-
und-Sortier“-Methode mit Mikroreaktoren ermoglicht die
Synthese der Bibliotheken in mittlerer und die Informations-
auswertung in hoher Geschwindigkeit.”! Diese Technik ist
daher sowohl fiir die Identifizierung als auch fiir die
Optimierung von Leitstrukturen geeignet. Dies bewog uns,
alternative Codierungstechniken, die keine chemischen
Nachweisverfahren erfordern, zu entwickeln. Wir beschrei-
ben hier eine nichtchemische Farbcodierungsstrategie fiir die
kombinatorische Chemie nach der ,,Misch-und-Sortier*“-Me-
thode.

Die Anwendung von Markierungsmethoden ohne kova-
lente Verkniipfung in Verbindung mit Mikroreaktoren oder
pordsen Behiltern (porous container, PC) wurde beschrie-
ben.! Der Hauptvorteil ist dabei, daB die Marker chemisch
inert sind und daf sich die Informationen leicht entschliisseln
lassen (es wird keine zusitzliche ,Markierungs-“ und ,,Ab-
spaltungschemie“ benétigt). Bei dieser Technik wird jedoch
ein Computer zur Auswertung benotigt, was ein 0konomi-
sches Problem sein konnte. Zudem kann der recht grofie
Platzbedarf der Marker in den Behiltern die mogliche
Produktmenge verringern. Um diese beiden Probleme zu
1osen, suchten wir nach kleineren und wirtschaftlicheren
Markern. Unser Ziel bestand darin, diese nichtchemische
Markierungsvariante in der ,,Misch-und-Sortier“-Methode
einzusetzen, um mittelgroBe dreidimensionale Substanzbi-
bliotheken zu erzeugen.

Unser Verfahren nutzt zwei Sétze von einfachen Farbcodes:
farbige Glasperlen und farbige Behilterdeckel. Die Farb-
codes ermdglichen am Schluf3 der Synthese die Anordnung in
einer Matrix auf einer 96-Lochtiterplatte (Abb.1). Die
farbigen Glasperlen sind chemisch inert und die farbigen
Polypropylendeckel und die PCs sind mit vielen Syntheserea-
gentien vereinbar.[®] Zusitzlich ist die Methode kostengiinstig.
Die Marker beanspruchen nur sehr wenig Platz innerhalb der
Behilter und ermdglichen so die routinemafBige Synthese von
10-15 mg Substanz. Diese Menge ist unserer Meinung nach
mindestens erforderlich, um eine Leitstruktur zu identifizie-
ren und zu optimieren.

Zwei Mischungs- und Trennungsschritte und ein weiterer
Sortierungsschritt in eine parallele Anordnung sind mit
unserer Technik moglich (Abb. 1). Es kann eine Bibliothek
XYZ-Format erzeugt werden. Den X- und Y-Untereinheiten
wird je ein Satz von 8 Glasperlen- bzw. 12 Deckelfarben
zugewiesen. Sie werden dann in Z 96-Lochtiterplatten ange-
ordnet. Die GroBe der Bibliothek héngt von der Zahl der
verfiigbaren Z-Untereinheiten ab. Bei 20 Z-Untereinheiten,
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Abb. 1. Nichtchemische Codierung in pordsen Behiltern in der ,,Misch-
und-Sortier“-Methode.
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d.h. mit 20 verschieden substituierten Reagentien im dritten
Schritt, werden 20 separate 96-Lochtiterplatten oder 1920
Verbindungen erhalten. Eine Wiederholung des Prozesses fiir
verschiedene X- und Y-Sétze fiihrt zu noch gréferen Biblio-
theken. Es ist auch moglich W-X-Y-Z- oder groflere Biblio-
theken zu konstruieren, indem man einfach die zusétzlichen
Untereinheiten anfiigt, nachdem die PCs in die Matrix einer
96-Lochtiterplatte sortiert wurden. Jedoch wird fiir Biblio-
theken jenseits des X-Y-Z-Formats das Hantieren mit den
zahlreichen 96-Lochtiterplatten fiir die zusitzlichen Synthe-
sestufen sehr zeitaufwendig. Wir konnen mit der in Ab-
bildung 1 gezeigten Technik also hauptséchlich die Konstruk-
tion von mittelgroBen dreidimensionalen Bibliotheken ver-
einfachen.

Um diese Technik zu veranschaulichen, synthetisierten wir
eine Bibliothek von geschiitzten, N-substituierten Dipeptiden
(Schema 1). Der Aufbau von Pseudopeptiden oder Pepto-

X X
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E'ar:,z B \n/\NHfmoc M» ﬁ N\n/\N Br R
o 0
2 3
o N R 0 ,!qy
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\RY — 2 Y\N T
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Schema 1. Synthese der Pseudo-Peptide. a) Piperidin/DMF (80/20); b) R*-
fmoc, DIC, 1M in CH,Cl,; ¢) Bromessigsdure, DIC, 1M in CH,Cl,; d) RY-
NH,, 1min CH,Cl,; ¢) PhCOCI, DIEA, 1M in CH,Cl,; f) CH,Cl,/TFA/TES
(8.5/1.5/0.5). DIC = Diisopropylcarbodiimid, DIEA = N,N-Diisopropyl-
ethylamin, fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, TES = 2-[Tris(hydroxy-
methyl)methylamino]ethansulfonsiure, TFA = Trifluoressigsiure.

idenPl wurde gewihlt, da die Synthesemethode gut reprodu-
zierbar ist und da die Untereinheiten (verschieden substi-
tuierte Reagentien) gut zuginglich sind. Wir verwendeten
acht X-Untereinheiten, zwolf Y-Untereinheiten und eine Z-
Untereinheit (entsprechend den Resten R*, RY und R?
Schema 1 und 2). Die X- und Y-Untereinheiten bildeten
dabei die Grundlage fiir die Anordnung in Zeilen bzw.

A B C D E F G H
v= { ? / / d S’C‘
’ >/ >\/ @ 5 /O\/l
Br c o- F
1 2 3 4 5 6 7 8
- )

N =
@,CI O O =
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Schema 2. Substituenten R*, RY und R?in 2-5.
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Spalten auf der 96-Lochtiterplatte. Jede der acht fmoc-
geschiitzten Aminosiduren (X-Untereinheit) wurde in einem
separaten Reaktor mit einem Rink-Harz (6.8 g, KorngroBe:
100-200 um)P! verkniipft. Wir verteilten die Harze mit der
gleichen X-Untereinheit gleichm&Big (ungefahr 35 mmol) auf
12 verschiedene PCs, gaben zur Kennzeichnung der gleichen
X-Untereinheit gleichfarbige Glasperlen zu und verschlossen
die Behilter mit 12 verschiedenfarbigen Deckeln.l'” Nach-
dem diese Aufteilung mit allen 8 Ansdtzen durchgefiihrt
wurde, wurden die 96 PCs nach ihrer Deckelfarbe so auf zwolf
Mikroreaktoren verteilt, daf3 jeder Reaktor nur PCs mit
gleichfarbigen Deckeln enthielt. An diesem Punkt befanden
sich acht PCs in jedem Mikroreaktor. Jeder dieser acht PCs
enthielt eine andere X-Untereinheit, erkenntlich an der Farbe
der Glasperle. Danach wurde die fmoc-Gruppe abgespalten
und die 12 Y-Untereinheiten durch Standard-Peptoidchemie
angefiigt. Im néchsten Schritt wurden die 96 PCs in einem
Mikroreaktor'!l vereinigt und die Z-Untereinheit angefiigt.
Danach sortierten wir die 96 Proben der einzelnen PCs
entsprechend ihrer Glasperlen- und Deckelfarbe in eine
96-Lochtiterplatte mit Polypropylenfritte. Nach Zugabe des
Spaltungsreagens wurden die Losungen durch leichte
Vakuumfiltration in einer zweiten, nicht-pordsen 96-Loch-
titerplatte gesammelt. Die individuell herausnehmbaren Ein-
sdtze dieser Platte wurden zuvor gewogen. Alternativ dazu
benutzten wir auch Reagensgliser fiir dieses Verfahren. Diese
wurden vorher gewogen und mit einem pordsen Behilter
versehen. Darin wurden die Proben mit dem Spaltungsrea-
gens behandelt (1 mL). Nach ungeféhr 20 Minuten wurde der
porose Behilter iiber dem Fliissigkeitsspiegel gehoben und
mit einer kleinen Menge CH,Cl, gespiilt. Die fliichtigen
Stoffe wurden anschlieBend unter Vakuum entfernt und der
Riickstand mit Ether behandelt. Aus den Etherlosungen
isolierten wir 9.1 -15.6 mg an Produkt, was einer Gesamtaus-
beute von 83.5% der sechsstufigen Synthese entsprach. Die
Proben zeichneten sich durch eine hohe Reinheit aus und die
analytischen Daten stimmten fiir alle Proben mit der zuge-
wiesenen Struktur iiberein.['?]

Diese Strategie der nichtchemischen Zweifarbencodierung
wird in unseren Labors zur raschen Synthese mittelgrof3er
Bibliotheken von Einzelverbindungen angewendet. Ohne
Automatisierung, Computeriiberwachung und -steuerung
und ohne die Anwendung von spektroskopischen Methoden
kann damit einfach und kostengiinstig kombinatorische
Chemie nach der ,,Misch-und-Sortier“-Methode durchgefiihrt
werden. Durch die Vielseitigkeit dieser Technologie kann sie
nicht nur genutzt werden, um Leitstrukturen zu identifizieren,
sondern auch, um sie zu optimieren.

Eingegangen am 17. September 1997 [Z10940]
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mie - Mikroreaktoren
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Selbstorganisation eines helicalen
Koordinationspolymers aus exo-ditopen
makrocyclischen 2,2 -Bipyridinderivaten und
Silberionen**

Christian Kaes, Mir Wais Hosseini,*
Clifton E. F. Rickard, Brian W. Skelton und
Allan H. White

Da in der Chemie der Ubergangsmetalle zahlreiche Oxida-
tionsstufen, Koordinationsgeometrien sowie photochemische
und magnetische Eigenschaften moglich sind, besteht am
Entwurf und an der Herstellung von Koordinationspolyme-
ren, die man als metallorganische Netzwerke betrachten
kann, groBes Interesse.!l Unter den bekannten Koordina-
tionspolymeren iiberwiegen die mit bis-monodentaten Ligan-
den.lt2 Daneben wurden auch Koordinationspolymere mit
bis-didentaten® und bis-tridentaten Liganden beschrieben.[
Des weiteren gibt es zwar zahlreiche diskrete mehrkernige
Komplexe mit spiralf6rmigem Bau,[! aber nur wenige endlose
helicale Koordinationspolymere.[]

Mit dem ,,Molekiiltektonik“-Ansatz ( = Selbstorganisation
von einander erginzenden molekularen Bausteinen!”®l) ge-
lang uns die Synthese von Verbindungen, die im festen
Zustand als molekulare Netzwerke vorliegen. Diese Netz-
werke basieren auf schwachen van-der-Waals-Wechselwir-
kungen zwischen konvexen Bindegliedern und konkaven
Rezeptorenl! oder auf einer Kombination aus elektrostati-
schen und Wasserstoffbriickenbindungen.l'” Als nichster
Schritt lag das Nutzen koordinativer Bindungen nahe, um
molekulare Netzwerke aus Metallionen und organischen
Liganden zu erhalten. Wir berichten hier iiber den Entwurf,
die Herstellung und die strukturelle Charakterisierung eines
helicalen Koordinationspolymers, das aus dem Liganden 7
und Silberionen durch Selbstorganisation entsteht.

Die Gesamttopologie eines Koordinationspolymers kann
einerseits liber die Koordinationspriferenzen des Metallions
und andererseits iiber die Struktur des Liganden gesteuert
werden. Daher kann man sich bei Metallionen, die eine
tetraedrische Koordinationsgeometrie einnehmen, und bis-
didentaten Liganden, die die koordinierenden Atome an ihrer
AuBenseite tragen (,,Exoliganden®), vorstellen, da entweder
diskrete cyclische oder endlose lineare mehrkernige Verbin-
dungen entstehen. In Abhéngigkeit von den Strukturmerk-

[*] Prof. Dr. M. W. Hosseini, C. Kaes
Laboratoire de Chimie de Coordination Organique (URA CNRS)
Université Louis Pasteur, Institut Le Bel
4, Rue Blaise Pascal, F-67000 Strasbourg (Frankreich)
Fax: (+33) 88-416-266
E-mail: hosseini@chimie.u-strasbg.fr
Prof. Dr. C. E. F. Rickard
Department of Chemistry, University of Auckland
Private Bag 92019, Auckland (Neuseeland)
Dr. B. W. Skelton, Prof. Dr. A. H. White
Department of Chemistry, University of Western Australia
Nedlands, WA 6907 (Australien)

[**] Molecular Tectonics, 7. Mitteilung. Wir danken A. De Cian fiir
hilfreiche Diskussionen sowie dem CNRS und dem Institut Univer-
sitaire de France (IUF) fiir die finanzielle Unterstiitzung. C. K. dankt
dem luxemburgischen Erziehungsministerium fiir ein Stipendium. — 6.
Mitteilung: Lit.°?).
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