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Schrittweise Replikation eines Analogons der
Trogerschen Base**

Braja G. Bag und Giinter von Kiedrowski*

Die molekulare Replikation ist das Herzstiick biologischer
Systeme. Auf der einfachsten Ebene bedeutet ,,molekulare
Replikation“ die Féahigkeit eines Molekiils, eine Kopie seiner
selbst herzustellen, wobei Informationen iiber die Konstitu-
tion weitergegeben werden. In den letzten Jahren wurde
dieses Phdnomen anhand verschiedener chemischer Modell-
systeme auf der Grundlage von Oligonucleotiden,! Pepti-
den? und anderen synthetischen supramolekularen Syste-
menP! mit dem Ziel untersucht, ein besserens Verstindnis fiir
die pribiotische Replikation zu erlangen.”! Ein gemeinsames
Problem dieser templatvermittelten katalytischen Systeme,
unabhingig davon, ob sie autokatalytisch oder kreuzkataly-
tisch (cross-catalytic) sind, ist das durch Produktinhibierung
bedingte parabolische Wachstum. Erst kiirzlich berichteten
Luther et al. iiber eine schrittweise exponentielle Replikation
von Oligonucleotiden, die auf einem festen Trdger immobi-
lisiert waren.’l Wir berichten hier iiber ein neues Konzept zur
schrittweisen Replikation, das auf einem Analogon der
Troger’schen Base basiert und eine Makrocyclisierung sowie
die kovalente Anbindung eines Templats beinhaltet.

Die Troger’sche Base mit ihrer steifen, V-formigen Struktur
hat in den vergangenen Jahren gerade auf dem Gebiet der
supramolekulare Chemie groBes Interesse gefunden.’! Wir
erkannten, daB eine Thiol-Disulfid- Austauschreaktion!”! mit
der Bildung der Troger’schen Base verbunden werden kann.
Darauf basierend konnte ein neuartiges Replikationssystem
entwickelt werden.® Molecular-Modeling-Rechnungen un-
ter Verwendung des PCMODEL-Programms!®! ergaben, da
die Synthese der ,dimeren“ Struktur des Makrocyclus 4
geometrisch moglich sein sollte (siche Schema 1). Als Tem-
plat wihlten wie die Verbindung 1, die im Unterschied zur
Troger’schen Base an den 2- und 8-Methylgruppen jeweil eine
Thiolgruppe aufweist. Die Reaktion von 1 mit 2 liefert iiber
eine Disulfidaustauschreaktion die Verbindung 3 (Schema 1).
Die intramolekulare Kondensation der beiden Anilineinhei-
ten in 3 fithrt zu 4 und die reduktive Spaltung der Disulfid-
briicken zu einem Replikat von 1 sowie zum Vorstufen-
Templat.

Die Synthese von 1 haben wir bereits publiziert.’] Einen
indirekten Hinweis auf die Praktikabilitdt dieses Replika-
tionsschemas lieferte die Tatsache, dal die Oxidation von 1
mit Iod" in einer hochverdiinnten THF-Losung als Haupt-
produkt 4 lieferte, das mittels HPLC nachgewiesen werden
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Schema 1. Schrittweise Replikation eines Analogons 1 der Troger’schen
Base durch Makrocyclisierung und kovalente Templatbildung.

konnte (Tabelle 1). Versetzte man eine Losung von 1 in
Chloroform mit 2 in Gegenwart von p-Toluolsulfonsdure, so
erhielt man 3 in quantitativer Ausbeute. Das unlosliche

Tabelle 1. Ausgewihlte Daten der Verbindungen 2-4.

2: Schmp. 129-131°C; 'H-NMR (200 MHz, CDCLy): 6=8.40 (d, J=
6.3 Hz, 2H), 7.32 (d, J=6.3 Hz, 2H), 7.05 (d, J=8.4 Hz, 2H), 6.57 (d,
J=8.4Hz, 2H), 3.88 (s; CH,), 3.67 (br.s, 2H; NH,); PC-NMR (50 MHz,
CDCly): 6 =147.8,145.3,129.4, 124.3, 119.1, 114.0, 42.2; MS: m/z (%): 248
(M*, 1.5), 138 (3), 106 (100); HR-MS: ber. fiir C,,H,N,S,: 248.0442, gef.:
248.0432

3: 'H-NMR (200 MHz, CDCL): 6 =7.05 (s, 4H), 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 4H),
6.73 (s,2H), 6.58 (d, J = 8.4 Hz, 2 H), 4.66 (d, J = 16.3 Hz, 2H), 4.29 (s, 2H),
4.11 (d, J=16.3 Hz, 2H), 349 (s, 4H), 3.47 (s, 4H); “*C-NMR (50 MHz,
CDCl,): 0 =146.7,144.3,132.7,130.0, 128.2, 127.4, 127.3, 124.6, 115.4, 66.6,
58.3, 42.5, 39.8; Positiv-lonen-FAB-MS: ber. fiir C;;H3;N,S, (M*+H):
589.8, gef.: 589.2

4: '"H-NMR (400 MHz, CDCl;, Diastereomerengemisch): 6 =7.07-7.01
(m, 4H), 6.81-6.75(m, 4H), 6.49 (br.s, 4H), 6.39 (br.s, 4H; das Verhiltnis
der Integrale der Signale bei 6.49 und 6.39 ist 1:1.8), 4.67 (d, /=16.1 Hz,
4H), 4.64 (d, J=16.6 Hz, 4H), 438 (s, 4H), 4.37, (s, 4H), 4.06 (d, J=
16.6 Hz, 4H), 4.05 (d, J=16.1 Hz, 4H), 2.91 (d, J =12.6 Hz, 4H), 2.85 (d,
J=123Hz, 4H), 2.75 (d, J=12.3 Hz, 4H), 2.69 (d, J =12.6 Hz, 4H); 13C-
NMR (100 MHz, CDCl;, Diastereomerengemisch): 6 =146.9, 146.7, 133.4,
133.1,129.1,128.9,127.8,127.3,124.5,124.4,67.7, 67.5,59.9,59.7, 42 .8, 41.9;
Positiv-Ionen-FAB-MS: ber. fiir C3;Hy3N,S, (M*+H): 625.2, gef.: 625.2

Nebenprodukt 4-Thiopyridon wurde durch Filtration entfernt
und das Bisamin 3 direkt in der Makrocyclisierung eingesetzt.
Die Kondensation von 3 mit Formaldehyd in Chloroform/
Ethanol (3/1) unter starker Verdiinnung in Gegenwart von
Salzsdure lieferte 4 als 1:1.8-Diastereomerengemisch. Nach
Neutralisation mit Ammoniak und Aquilibrierung mit Wasser
wurde das Rohprodukt der Reaktion direkt mit Dithiothreitol
(DTT)" in Gegenwart von Triethylamin zu 1 reduziert. Der
Fortgang der einzelnen Reaktionsschritte wurde mittels
HPLC verfolgt und die Ausbeute des Endproduktes aus der
Flache des HPLC-Signals abgeleitet. Nach einem vollsténdi-
gen Replikationscyclus hatte die Stoffmenge der Verbindung
1 um 40% zugenommen. Ein Kontrollexperiment mit der
doppelten Anfangskonzentration des Amins 2 in bezug auf
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die Makrocyclisierung lieferte nur Spuren des gewiinschten
Derivats der Troger’schen Base. Der grofite Teil der Aus-
gangsverbindungen wurde reisoliert, was den templatvermit-
telten Reaktionsweg untermauert, der in Schema 1 dargestellt
ist.

In Gegenwart von DTT im Uberschuf und von Spuren an
Triethylamin wurden abweichende Ergebnisse bei der Wie-
dergewinnung des Materials erhal-
ten. Die Verwendung einer kon-

trollierten Menge an DTT in der 30 _

Reduktion (Schema 1, Schritt IIT), 250

die nachfolgende griindliche Ent- 200

fernung des Triethylamins unter

vermindertem Druck und die Ver- [ 150

wendung eines sauren Katalysa- v/o 100]

tors (p-Toluolsulfonsdure) im fol-

genden Schritt (Schritt I) lieferten 501

zufriedenstellende Ergebnisse 0

iiber bis zu drei Generationen mit 0123
N —

Ausbeuten von etwa 35-40% pro
KreisprozeB (Abbildung 1).0%

Das hier vorgestellte Verfahren
der schrittweisen Replikation ist
ein neuer Weg zur exponentiellen
Amplifikation im Zuge einer
chemischen Selbstreplikation. Es
kann auf andere Arten von Kupp-
lungsreaktionen ausgedehnt wer-
den. Momentan richten wir unsere
Aufmerksamkeit auf die Proble-
matik des Chiralititstransfers wih-
rend der schrittweisen Replikation. Auch sollten Studien zu
entsprechenden Kupplungsreaktionen unter Aufbau eines
Chiralitédtszentrums®! helfen, neue Strategien zur chiralen
Amplifikation zu entwerfen.'4]

Abbildung 1. Graphische
Darstellung der Geamtaus-
beute Y der Verbindung 1
bezogen auf die Zahl N der
Replikationscyclen. Wenn
die Reaktion mit 0.75¢g 1
gestartet wurde, waren die
Ausbeuten des ersten,
zweiten und dritten Repli-
kationscyclus 141, 192 bzw.
272%. Dies lieferte am
Ende 2.04 g 1.12

Eingegangen am 21. Juni 1999 [Z13589]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3713 -3714

Stichworter: Makrocyclen - Selbstreplikation - Templatsyn-
thesen - Trogersche Base

[1] a) D. Sievers, G. von Kiedrowski, Chem. Eur. J. 1998, 4, 629; b) D.
Sievers, G. von Kiedrowski, Nature 1994, 369, 221; ¢) G. von Kie-
drowski, B. Wlotzka, J. Helbing, M. Matzen, S. Jordan, Angew. Chem.
1990, 103, 456; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 423; d) T.
Achilles, G. von Kiedrowski, Angew. Chem. 1993, 105, 1225; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1198; ¢) W. S. Zielinski, L. E. Orgel,
Nature 1987, 327, 346; f) T. Li, K. C. Nicolaou, Nature 1994, 369, 218.
a) D. H. Lee, J. R. Granja, J. A. Martinez, K. Severin, M. R. Ghadiri,
Nature 1996, 382, 525; b) S. Yao, 1. Ghosh, R. Zutshi, J. Chmielewski,
Nature 1998, 396, 447.

a) J. S. Nowick, Q. Feng, T. Tjivikua, P. Ballester, J. Rebek, Jr., J. Am.
Chem. Soc. 1991, 113, 8831; b) D. N. Reinhoudt, D. M. Rudkevich, F.
de Jong, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6880; c) A. Terfort, G.
von Kiedrowski, Angew. Chem. 1992, 104, 626; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1992, 31, 654; d) B. Wang, 1. O. Southerland, Chem. Commun.
1997, 1495.

Ubersichtsartikel: a) B. G. Bag, G. von Kiedrowski, Pure Appl. Chem.
1996, 68, 2145; b) L. E. Orgel, Acc. Chem. Res. 1995, 28, 109; c) J.
Rebek, Jr., Chem. Brit. 1994, 30, 286; d) A. Eschenmoser, E.
Loewenthal, Chem. Soc. Rev. 1992, 21, 1.

(2]

[3

—

[4

—

0044-8249/99/11124-3961 $ 17.50+.50/0 3961



ZUSCHRIFTEN

[5] A. Luther, R. Brandsch, G. von Kiedrowski, Nature 1998, 396, 245.

[6] a)J. Troger, J. Prakt. Chem. 1887, 36, 225; Ubersichtsartikel: b) B. G.
Bag, Curr. Sci. 1995, 68, 279; c¢) T. H. Webb, C. S. Wilcox, Chem. Soc.
Rev. 1993, 383; d) Fascinating Molecules in Organic Chemistry (Hrsg.:
F. Vogtle), Wiley, New York, 1992, Kap. 5, S. 237; siche auch e) A. P.
Hansson, P.-O. Norrby, K. Warmark, Tetrahedron Lett. 1998, 39, 4565;
f) Y. Coppel, C. Coulombeau, C. Coulombeau, J. Lhomme, M. L.
Dheu-Andries, P. Vatton, J. Biomol. Struct. Dyn. 1994, 12, 637.

[7] Y. W. Ebright, Y. Chen, P. S. Pendergrast, R. H. Ebright, Biochemistry
1992, 31, 10664.

[8] ., PCMODEL for Windows*, Version 1.0, Serena Software, Blooming-
tom, IN (USA).

[9] B. G. Bag, G. von Kiedrowski, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 1289.

[10] T.S. Price, D. F. Twiss, J. Chem. Soc. 1909, 95, 1725.

[11] W. W. Cleland, Biochemistry 1964, 3, 480.

[12] Bei einer durchschnittlichen Ausbeute von 39% pro Replikations-
cyclus ist die Gesamtausbeute Y duch die Gleichung Y=100(1+x)"
gegeben, wobei N die Zahl der Replikationscyclen und x = 0.39 £ 0.03
sind. Weiterhin deutet die Gleichung bei einem Wert von x > 0 auf ein
exponentielles Inkrement der Templatkonzentration hin.!

[13] U. Maitra, B. G. Bag, J. Org. Chem. 1992, 57, 6979; U. Maitra, B. G.
Bag, P. Rao, D. Powell, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1995, 2049.

[14] K. Soai, T. Shibata, H. Morioka, K. Choji, Nature 1995, 378, 767.

Design kombinatorischer
Leitstruktur-Bibliotheken

Simon J. Teague,* Andrew M. Davis,
Paul D. Leeson und Tudor Oprea

Die kombinatorische Chemie wird mittler-
weile in groBem Umfang in der Wirkstoffsuche
angewendet — sowohl fiir die Identifizierung
als auch fiir die Optimierung von Leitverbin-
dungen (chemischen Startpunkten). Als ent-
scheidende Faktoren beim Entwurf der fiir die
Leitstruktursuche gedachten Verbindungsbi-
bliotheken wurden urspriinglich die Biblio-
theksgroBe und -diversitit angesehen.l! In
neuerer Zeit galten zunehmende Uberlegun-
gen dem Entwurf von Bibliotheken, in denen die Verbindun-
gen dhnliche physikochemische Eigenschaften wie Wirkstoffe
haben.”l Diese ,wirkstoffartigen* FEigenschaften werden
iiblicherweise iiber die ,,5er-Regeln® definiert: M, ist kleiner
als 500, der berechnete Logarithmus des Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (clgP) ist kleiner als 5, es gibt
weniger als 5 Wasserstoffbriickendonoren pro Molekiil, und
die Gesamtzahl der Stickstoff- und Sauerstoffatome ist
kleiner als 10.F! Diese Leitlinien erlangten weitgehende
Akzeptanz als Definition der Eigenschaftsbeschrankungen
der meisten oral applizierten Wirkstoffe, die auch {iiber

M, < 350
clgP < 3
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passive Mechanismen absorbiert werden kénnen. Trotzdem
sollte nicht aufler acht gelassen werden, dafl es sich um
empirische Regeln handelt, die durch Betrachtung der Eigen-
schaften bekannter Wirkstoffe erhalten wurden. Wir zeigen
hier, daf die Eigenschaften, die von Bibliotheksverbindungen
erfiillt werden miissen, die zur Suche von Leitstrukturen
gedacht und fiir spitere Optimierung geeignet sind, davon
deutlich abweichen konnen.

Unsere Analyse ging von der Betrachtung bekannter
Quellen von Leitstrukturen fiir die Wirkstoffsuche aus
(Abbildung 1). Diese wurden grob in drei Klassen unterteilt.
Die erste enthilt leitstrukturdhnliche Verbindungen mit
niedriger Affinitdt (>0.1 um),™ die niedrige Molekiilmassen
und clg P-Werte aufweisen, z.B. korpereigene Molekiile wie
Histamin und GABA. Diese wurden durch Optimierung ihrer
Wirksamkeit und ihres pharmakokinetischen Profils in Wirk-
stoffe umgewandelt, indem ihre Molekiilmasse und ihre
Lipophilie erhoht wurden (Tabelle 1, Nr. 1-8). Die zweite
Hauptquelle fiir Leitverbindungen zeichnet sich durch hohe
Affinitdt und hohe Molekiilmassen aus. Sie umfafit viele
peptidische Verbindungen und einige wirksame Naturstoffe.
Diese Leitklasse hat eine Reihe von Wirkstoffen geliefert,
zum Beispiel Indinavir aus HIV-Proteasesubstratl®! und
Trimethoprim aus Dihydrofolat.”! In dieser Klasse ist das
Anliegen gewohnlich die Erhaltung ausreichender Wirksam-
keit bei Verbesserung des pharmakokinetischen Profils. Dies

Leitstrukturen hoher Affinitat
Affinitdt << 0.1um

M, >> 350

clgP < 3

Jeitstrukturartige" ——) Wirkstoff ———= wirkstoffartige"
Leitstrukturen
Affinitdt » 0.1pum

Leitstrukturen
Affinitdt > 0.1um
M, > 350
clgP > 3

Abbildung 1. Klassifizierung von Leitstrukturen nach ihrer Bindungsaffinitét. Leitstrukturen
mit geringerer Wirksamkeit sind unter Bezug auf ihre M- und clg P-Werte weiter unterteilt in
leitstrukturartig und wirkstoffartig.

wird hiufig durch eine Verringerung der Molekiilmasse und
eine Erhohung der Lipophilie erreicht. Die zunehmende
Abhiéngigkeit vom Screening historischer Verbindungssamm-
lungen und kombinatorischer Bibliotheken mit dem Ziel,
Leitstrukturen zu finden, hat allerdings oft zu einer dritten
Klasse von Leitverbindungen gefiihrt. Diese haben eine
niedrige Affinitdt sowie wirkstoffahnliche Molekiilmassen
(350-500) und Lipophilien (clgP 3-5). Entsprechendes
erhielten wir durch eine Uberpriifung der Ergebnisse, die
wir beim Hochdurchsatz-Screening erhielten. Die Verteilung
der 1C5-Werte von ungefihr 3000 Verbindungen, die aus 10°
Hochdurchsatz-Screening-Reihen bei AstraZeneca R&D
Charnwood identifiziert wurden, ist in Abbildung 2 zusam-
men mit der zugehdrigen Verteilung von M, und clgP
dargestellt.

Wir stellen fest, da3 potente Liganden (ICs, > 0.1 um) nur
selten direkt ausgehend von Bibliotheken wirkstoffartiger
Verbindungen gefunden werden. Um eine hohe Wirksamkeit
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