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In der Biologie ist die Herstellung und
das Screening groûer Populationen eine
gängige Methode, die im Zentrum der
Rekombinationstechnik steht und in der
Natur während der Evolution genutzt
wird. Von Chemikern werden diese An-
sätze erst jetzt geschätzt : Die kombina-
torische organische Synthese mit an-
schlieûendem Screening bei hohem
Durchsatz ist zu einem wichtigen Teil
der Wirkstoffentwicklung geworden.[1]

Auch Bereiche wie die Materialwissen-
schaften, die Katalyse und die automatisierte Biosynthese
werden zunehmend von Denkansätzen aus der kombinato-
rischen Chemie beeinfluût.[2] Traditionell werden die Syn-
these von Bibliotheken und das Screening nacheinander
durchgeführt. Bei den hier vorgestellten, aktuellen Beispielen
ist die Bibliothekszusammensetzung ¹flieûendª, d.h., sie
ändert sich dynamisch während der Selektion der Kompo-
nente mit der gewünschten Eigenschaft.[3]

Die Idee zu diesem Konzept stammt ursprünglich aus dem
Bereich der molekularen Erkennung. Ein Metallkation kann
in Gegenwart mehrerer Liganden viele unterschiedliche
Komplexe bilden. Unter Gleichgewichtsbedingungen ist die
aktuelle Zusammensetzung allerdings von der thermodyna-
mischen Stabilität der Komplexe abhängig.[4] Der am stärk-
sten bindende Ligand kann leicht durch Identifizierung der im
Gleichgewicht vorherrschenden Verbindung ermittelt wer-
den, ohne daû jeder Ligand einzeln untersucht werden muû.
Lehn et al.[5] haben diesen Ansatz als ¹die Auswahl aus einer
virtuellen kombinatorischen Bibliothekª beschrieben.[6]

Die Gruppe von Sanders hat die Umesterung zur Herstel-
lung kombinatorischer Bibliotheken genutzt. So wurde der
Steroid-Hydroxyester 1 (Schema 1) durch Erhitzen vorwie-
gend zum makrocyclischen Trimer, Tetramer und Pentamer
umgesetzt (83:12:5 in Massenprozenten).[7] Wurde das Expe-
riment mit einer äquimolaren Menge an NaI wiederholt,
verschob sich das Gleichgewicht zugunsten der höhere
Oligomere (61:24:14); dies ist wahrscheinlich auf einen
Templateffekt des Polyethersubstituenten zurückzuführen.
Durch Mischen zweier Hydroxyester-Monomere wurden
auch gemischte Makrocyclen erhalten.[8]

Eliseev und Nelen haben eine photochemisch induzierte
cis-trans-Isomerisierung des Dicarboxylats 2 genutzt, um eine
Gleichgewichtsreaktion zu steuern (Schema 2).[9] Von den
drei geometrischen Isomeren hat die cis,cis-Form die optimale
Struktur, um Guanidin über Salzbrücken zu binden. Nach
ungefähr 30 Cyclen (bestehend aus Bestrahlung und Chro-
matographie an einer mit immobilisiertem Arginin modifi-
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Schema 1. Thermodynamisch kontrollierte Umesterung.

Schema 2. Amplifikation eines Guanidin-Rezeptors durch cis-trans-Iso-
merisierung.



zierten Säule) änderte sich das Verhältnis der cis,cis-, cis,trans-
und trans,trans-Isomere in Lösung von 3:28:69 zu 48:29:23,
während das auf der Säule verbliebene 2 ein Isomerenver-
hältnis von 85:13:2 aufwies.

Die Zahl der Moleküle, die bei den angeführten Beispielen
selektiert werden, ist sehr klein. Ein Beispiel, das von
gröûerer praktischer Bedeutung ist, wurde von Klekota et al.
vorgestellt.[10] Die Aldimine 3 ± 8 (Schema 3) können mit

Schema 3. Salicylaldimine, die auf ihre DNA-Bindungsfähigkeit in Ge-
genwart von Zinkkationen untersucht wurden.

zweiwertigen Kationen insgesamt 36 Bis(salicylaldiminato)-
Komplexe bilden. In Gegenwart von Zink im Überschuû
nahm die Menge an 4, das bei der Affinitätschromatographie
an doppelsträngiger Poly-d(AT)-DNA von der Säule eluierte,
beträchtlich ab. Unabhängig davon wurde festgestellt, daû der
Komplex Zn2�(4)2 mit einer scheinbaren Gleichgewichtskon-
stante Kd von 1.1 mm an DNA bindet.

Die Gleichgewichtsverschiebung durch reversible Disulfid-
bindungsbildung wurde von Hioki und Still untersucht.[11]

Durch Screening einer an Harzkügelchen immobilisierten
Tripeptidbibliothek wurden für das fluoreszierende Disulfid
9-S-S-9 Liganden identifiziert, wie Ac-d-Pro-l-Val-d-Val-
Polystyrol (Schema 4). Die Inkubation des Disulfids mit
Thiophenol lieferte eine Gleichgewichtsmischung aus 65 %
9-SS-9 und PhSSPh sowie 35 % 9-SSPh. Fand die Gleich-
gewichtseinstellung dagegen in Gegenwart des immobilisier-
ten Tripeptidliganden (3.7 ¾quiv.) statt, erhielt man zu 95 %
das Gemisch aus 9-SS-9 und PhSSPh. PhSSPh befand sich
nahezu vollständig in Lösung, während die Harzkügelchen, an
die 9-SS-9 gebunden vorlag, leicht durch den Fluoreszenz-
marker identifiziert werden konnten. Das Disulfid wurde so
in hoher Reinheit freigesetzt. In einem weiteren Experiment
wurde die Gleichgewichtsreaktion des gemischten Disulfids
9-SS-10 mit 10-SH untersucht. Auch hier verschob der
Tripeptidligand das Gleichgewicht zugunsten der symmetri-
schen Disulfide 9-SS-9 und 10-SS-10, wobei sich die Gleich-
gewichtskonstante von 1.8 zu 32 änderte.

Huc und Lehn nutzten die dynamische Gleichgewichtsein-
stellung zum Nachweis von Enzyminhibitoren.[12] Durch
Mischen von vier Aminen und drei Aldehyden wurden
reversibel zwölf Imine gebildet (Tabelle 1), die durch Reduk-
tion zu 11 ± 22 abgefangen wurden. Darüber hinaus wurde die
Reaktion in Gegenwart der Carboanhydrase durchgeführt

Schema 4. Tripeptidrezeptoren, die zur Gleichgewichtssteuerung der re-
versiblen Disulfidbindungsbildung genutzt wurden (der Stern stellt einen
Farbstoff dar; Boc�Butoxycarbonyl).

(ein ¾quivalent bezogen auf die Aldehydkomponente), wo-
bei die Amine in 15fachem Überschuû eingesetzt wurden, um
Reaktionen mit den Lysinresten der Enzymseitenketten
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Tabelle 1. Potentielle Inhibitoren der Carboanhydrase aus drei Aldehyden
und vier Aminen.



weitestgehend zu verhindern: Gemäû HPLC-Analyse wurde
der relative Anteil an 21 durch den Enzymzusatz fast
verdoppelt. para-Substitutierte Sulfonamide sind bekanntlich
Inhibitoren der Carboanhydrase, und die Selektion von 21
anstelle von 19, 20 oder 22 steht im Einklang mit den
sterischen Anforderungen des Enzyms.

Swann et al.[13] haben eine unspezifische Protease zur
Katalyse der Peptidbindungsbildung und der Hydrolyse
verwendet. Gemäû HPLC-Analyse lieferte die Inkubation
der Peptide Tyr-Gly-Gly und Phe-Leu mit Thermolysin
mindestens 15 Produkte. Die Reaktion wurde wiederholt,
wobei man in die eine Hälfte eines Dialysators Thermolysin
und die Peptide, in die andere Hälfte dagegen einen
monoklonalen Antikörper gab (c� 1 mg mLÿ1), der den N-
Terminus von b-Endorphin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, Kd�
7.1 nm) erkennt. Die Amplifikation dieses Pentapeptids konn-
te nicht direkt nachgewiesen werden; allerdings inhibierte die
Mischung in geringem Maûe die Bindung von radioaktiv
markiertem b-Endorphin an den Antikörper. Auf ähnliche
Weise wurden Trypsinhydrolysate von Rinderserumalbumin
und das Peptid Gly-Pro-Arg (das bekanntlich Fibrinogen
bindet) mit Thermolysin in Gegenwart von Fibrinogen
inkubiert. Zwei Tetrapeptide, Gly-Pro-Arg-Leu und Gly-
Pro-Arg-Phe, wurden identifiziert, die schwach an Fibrinogen
binden (Kd� 100 mm). Wenn die beträchtlichen praktischen
Probleme einer effizienten Peptid-Peptid-Gleichgewichts-
steuerung überwunden werden, könnte diese Methode eine
Alternative zum Phagen-Peptid-Display werden.

Bei einem kürzlich von Burger und Bartlett[14] vorgestellten
Beispiel findet zwar keine Gleichgewichtssteuerung statt,
doch wird die Vorauswahl von geeigneten Bibliothekskom-
ponenten bemerkenswerterweise von einem Zielmolekül
getroffen. Da sowohl die Peptidbindungsbildung als auch
die Hydrolyse über den gleichen Übergangszustand verlau-
fen, wären lineare Peptide, die in Gegenwart einer Peptidase
cyclisieren, zugleich gute Template für Inhibitoren. Gemäû
der Strategie in Schema 5 werden an Harzkügelchen gebun-
dene, cyclisierfähige Substrate aus der Bibliothek ausgewählt.
Das synthetische Peptid 23 (Schema 6) wurde aus dem
Trypsininhibitor A90720A hergestellt, der aus einer Blau-
grünalge stammt (Gleichgewichtskonstante für die Bindung
des Inhibitors Ki� 10 nm mit Rindertrypsin als Substrat). Das
Peptid wurde durch Trypsin in einem Gemisch aus Wasser
und einem organischen Lösungsmittel zum Makrocyclus 24
cyclisiert. Wie erwartet, ist 24 ein Substrat für Trypsin in
wäûriger Lösung; da aber bei niedrigen Enzymkonzentratio-
nen ein langsamer Umsatz stattfindet, betrug die scheinbare
Gleichgewichtskonstante Ki� 230 nm (berechnet). Vermut-
lich erhielte man einen effizienten Inhibitor, wenn die
spaltbare Bindung durch ein Übergangszustandsanalogon
ersetzt würde. Wie in dem Beispiel von Still et al. sollte eine
Selektion unter Immobilisierung an Harzkügelchen das
schnelle Screening groûer Bibliotheken ermöglichen.

Das Konzept des dynamischen Maûschneiderns einer
Bibliothekszusammensetzung steckt noch in den Kinderschu-
hen. Es ist prinzipiell durchführbar, wie anhand von
Beispielen belegt wurde, bei denen die selektierte Kompo-
nente vorhergesagt werden konnte (abgesehen vom DNA-
bindenden Zn2�(4)2). Bevor das Verfahren in vollem Maûe

Schema 5. Eine Strategie zur Identifizierung makrocyclischer Substrate
und Inhibitoren von Proteasen: Anders als das ungünstige Substrat (links)
cyclisiert das günstige Substrat (rechts) in Gegenwart der Peptidase. Das
nach Esterhydrolyse entstandene Produkt (rechts) fluoresziert im Gegen-
satz zum farbstofffreien Produkt links (der Farbstoff ist als Stern, die
Harzkügelchen sind als Kugeln dargestellt).

Schema 6. Design eines Trypsin-Inhibitors. PEGA� Polyethylenglycol-
amid.
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genutzt werden kann, müssen folgende Probleme gelöst
werden:
1. Die Zahl der chemischen Reaktionstypen, die für eine

Gleichgewichtssteuerung geeignet sind, ist wegen der
notwendigen Reversibilität der Reaktion begrenzt. Bei
komplexen Zusammensetzungen können auch im Falle
vollkommen reversibler Reaktionen kinetische Barrieren
auftreten, so daû nicht alle möglichen Komponenten
innerhalb eines vernünftigen Zeitraums vollständig unter-
sucht werden können.

2. Die Selektion eines biologischen Zielmoleküls, z. B. eines
Proteins, hätte weitere Einschränkungen zur Folge (z. B.
wäûriges Medium, physiologische Temperaturen und pH-
Werte). Darüber hinaus müûte das Zielmolekül in äqui-
molaren Mengen oder im Überschuû vorliegen. Daher sind
Anwendungen dieses Konzepts möglicherweise leichter in
den Materialwissenschaften zu verwirklichen als in der
Wirkstoffentwicklung.

3. Wenn die Amplifikation nicht sehr hoch ist, so muû die
Bibliothekszusammensetzung sorgfältig mit und ohne
Selektion untersucht werden, so daû der Bibliotheksgröûe
in der Praxis Grenzen gesetzt sind.

Stichwörter: Kombinatorische Chemie ´ Molekulare Erken-
nung ´ Selektionsprozesse
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