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Die Entwicklung von hochaktiven und spezifischen Kataly-
satoren ist ein grundlegendes Ziel der Chemie. Da ein
rationales Katalysatordesign h�ufig sehr schwierig ist, umfasst
der Entwicklungsprozess oft die separate Synthese vieler
potenzieller Katalysatoren und deren Untersuchung auf
katalytische Eigenschaften in individuellen
Reaktionsgef�ßen.[1] Weitaus effizienter ist
die gleichzeitige Untersuchung der Kom-
ponenten von „One-Bead-one-Com-
pound“-Bibliotheken.[1–5] Da es allerdings
schwierig ist, die durch einen Katalysator
auf einem einzelnen Harzk0gelchen ver-
mittelte Reaktion zu verfolgen, gibt es
hierf0r bisher nur wenige Screeningmetho-
den. Erfolgreiche Konzepte beruhen auf
IR-Thermographie,[2] der Generierung von
unl5slichen, farbigen Reaktionsproduk-
ten,[3] fluoreszierenden pH-Indikatoren[4]

oder dem Einsatz von Gelen, die die freie Diffusion der
Reaktionsprodukte verhindern.[5] Mit Ausnahme der IR-
Thermographie wurden die meisten Methoden f0r spezifische
Reaktionen entwickelt, bei denen entweder eine pH-:nde-
rung auftritt oder die Produkte farbig oder fluoreszierend
sind. Hier stellen wir eine Methode vor, mit der f0r die
meisten bimolekularen Reaktionen nach Katalysatoren in
Split-und-mix-Bibliotheken gesucht werden kann.

Unser Konzept f0r die Identifizierung von Katalysatoren
in One-Bead-one-Compound-Bibliotheken beruht auf der
Immobilisierung des einen Reaktionspartners zusammen mit
der Bibliothekskomponente, dem potenziellen Katalysator,
auf demselben Harzk0gelchen. Dies kann auf einfache Weise
durch einen bifunktionellen Linker erreicht werden, der an
einem Ende den Reaktionspartner A und am anderen Ende
die Bibliothekskomponente tr�gt (Abbildung 1). Wenn der
Reaktionspartner B mit einem Farbstoff, mit einem Fluoro-

phor oder radioaktiv markiert ist, kommt es bei der Reaktion
zwischen A und B zur kovalenten Verkn0pfung des Marker-
molek0ls mit den Harzk0gelchen, die aktive Katalysatoren
tragen. Diese k5nnen dann leicht mithilfe eines Mikroskops
detektiert werden.

Das Konzept beruht auf der Annahme, dass Reaktionen
zwischen dem festphasengebundenen Reaktionspartner A
und dem markierten Reaktionspartner B nur auf den
Harzk0gelchen ablaufen, die aktive Katalysatoren tragen.
Kreuzkatalyse zwischen verschiedenen Harzk0gelchen darf
nicht auftreten. Hier demonstrieren wir die Durchf0hrbarkeit
der Methode anhand einer einfachen Testreaktion, der
Acylierung eines Alkohols (Reaktionspartner A) mit einem
farbstoffmarkierten Pentafluorphenyl(Pfp)-Ester (Reakti-
onspartner B).

Als erstes untersuchten wir, ob tats�chlich Reaktionen
nur durch katalytisch aktive Verbindungen hervorgerufen
werden, die sich auf demselben Harzk0gelchen wie der
Reaktionspartner A befinden. Aus diesem Grund wurde
Poly(ethylenglycol)polystyrol (TentaGel)[6] mit einem auf
Lysin basierenden bifunktionellen Linker funktionalisiert,
der an einem Ende einen prim�ren Alkohol (Serin) tr�gt, am
anderen Ende ein Derivat des Acylierungskatalysators 4-
Dimethylaminopyridin (DMAP).[7,8] Als Negativkontrolle f0r
dieses Harz 1 diente das Harz 2, das anstelle des DMAP-
Derivates eine Acetylgruppe enth�lt. Beide Harze wurden
codiert, um die Identifizierung von einzelnen Harzk0gelchen
zu erm5glichen (Schema 1).[9]

Nach Zugabe des roten Pfp-Esters 3[10] zum DMAP-
funktionalisierten Harz 1 in CH2Cl2 in Konzentrationen von
� 2 mm wurden die Harzk0gelchen innerhalb von 30 Sekun-
den dunkelrot.[11] Die Farbe verblasste auch durch intensives
Waschen[12] nicht, was zeigt, dass der Farbstoff kovalent mit
den Harzk0gelchen verbunden ist.[13] Dagegen blieben die
acetylierten Harzk0gelchen (Harz 2) unter identischen
Bedingungen farblos. Ließ man eine Mischung der beiden
Harze 1 und 2 mit dem Pfp-Ester 3 reagieren, wurde nur die
H�lfte der Harzk0gelchen rot, die andere H�lfte blieb farblos.
Isolierung und Analyse von etwa 20 roten Harzk0gelchen
ergab, dass alle das DMAP-Derivat trugen, keines der
acetylierten Harzk0gelchen hatte die Farbe angenommen.
Dies zeigt, dass die Reaktion nur auf demselben Harzk0gel-
chen stattfindet, Kreuzreaktionen zwischen zwei Harzk0gel-
chen finden nicht statt.

Nach diesen ersten Kontrollexperimenten erweiterten wir
die Methode auf eine kombinatorische Bibliothek von

Abbildung 1. Konzept f	r die Suche nach Katalysatoren in One-Bead-one-Compound-Bibliotheken. In
diesem Beispiel ist nur Verbindung 2 ein aktiver Katalysator.
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Tripeptiden. F0r den Aufbau dieser Bibliothek nach der
Methode der codierten[9] Split-und-mix-Synthese[14] wurde
das eine Ende des bifunktionellen Linkers genutzt. Das
andere Ende des Linkers wurde wie zuvor mit einem von
Serin abgeleiteten prim�ren Alkohol funktionalisiert (Abbil-
dung 2). Durch Verwendung von 15 verschiedenen Amino-
s�uren in jeder Position des Tripeptids entstand eine Biblio-
thek mit maximal 153= 3375 verschiedenen Komponenten.[15]

Die Bibliothek enthielt keine Aminos�uren, die selbst

acyliert werden k5nnen, d.h., weder Ser, Thr, Cys noch Lys
wurden eingesetzt. His wurde als schwacher Acylierungska-
talysator verwendet. Mischen der Bibliothek mit dem farb-
stoffmarkierten Pfp-Ester 3 in einer Konzentration von
200 mm in CH2Cl2 f0r 75 min bei 20 8C, gefolgt von intensivem
Waschen,[12] ergab einige dunkelrote Harzk0gelchen (Abbil-
dung 2).[16] H5here Konzentrationen oder l�ngere Reaktions-
zeiten bewirkten mehr rote Harzk0gelchen und einen
schlechteren Kontrast zwischen gef�rbten und farblosen
Harzk0gelchen. Isolierung von 17 der roten Harzk0gelchen
und Analyse der codierenden Reportermolek0le lieferte die
in Tabelle 1 aufgef0hrten aktiven Peptide.

Alle aktiven Peptide enthielten mindestens ein Histidin:
Zwei der 17 analysierten Tripeptide enthielten derer drei, f0nf
enthielten zwei und die restlichen zehn nur einen. Unerwar-
teterweise waren die Peptide nicht zuf�llige Kombinationen
aller Aminos�uren mit His, sondern zeigten deutliche Pr�fe-
renzen. In etwa der H�lfte der Sequenzen mit einem oder
zwei His-Resten wird His auf der N-terminalen Seite durch
Pro flankiert. Dies ist signifikant mehr als statistisch zu
erwarten und l�sst vermuten, dass Dipeptide, die eine Pro-
His-Sequenz enthalten, aktiver sind als His allein.

Um sicherzustellen, dass die detektierten Peptide auch
katalytisch aktiv sind, wenn sie und der Alkohol in L5sung
und nicht mit dem Harz verkn0pft sind, synthetisierten wir
die His enthaltenden Peptide 4–9 und bestimmten ihre
relativen katalytischen Aktivit�ten in NMR-Kinetik-Experi-
menten. Das Peptid Ac-Pro-Phe-NHPr (10 ; Pr=Propyl)
wurde als Negativkontrolle untersucht.

4 : Ac-l-His-NHPr 5 : Ac-l-Pro-l-His-NHPr
6 : Ac-l-His-l-His-NHPr 7: Ac-d-His-l-His-NHPr
8 : Ac-l-Pro-l-His-l-His-NHPr 9 : Ac-l-His-l-His-l-His-NHPr
10 : Ac-l-Pro-l-Phe-NHPr

Die NMR-Untersuchungen wurden mit einer Mischung
aus Benzylalkohol, Triethylamin (je 1 :quiv.), p-Nitrophenyl-
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Schema 1. Reaktion der Harze 1 und 2 mit dem farbstoffmarkierten
Pfp-Ester 3.

Abbildung 2. a) Tripeptid-Bibliothek. b) Blick durchs Mikroskop nach
der Reaktion der Bibliothek mit 3.

Tabelle 1: Im kombinatorischen Screening gefundene Peptide.

AA3 AA2 AA1

l-Leu l-Phe l-His
l-Tyr l-Val l-His
d-Pro l-Pro l-His
l-Pro d-Pro d-His
d-Pro d-His d-His
d-Pro l-His l-His
l-Leu d-His l-His
l-Pro l-His l-Tyr
d-Pro l-His l-Tyr
l-His d-His d-Val
d-His d-His d-Val
d-His l-Asn d-Asp
d-His l-Asn l-Tyr
l-His l-Asp d-Asn
d-His l-Phe l-Leu
l-His d-His d-His
d-His l-His l-His
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acetat (2 :quiv.) und 10 Mol-% des Peptids in CD2Cl2/DMF
(4:1) bei einer Peptidkonzentration von 25 mm durchgef0hrt.
Diese Bedingungen erlauben die Durchf0hrung der Studien
in einem angemessenen Zeitraum. Allerdings l�uft unter
diesen Bedingungen bereits eine Hintergrundreaktion ohne
Katalysator ab, deren Geschwindigkeit mit der des Negativ-
kontroll-Peptids 10 identisch ist (Abbildung 3).

Die Peptide 4–9 beschleunigen die Reaktion mit ver-
gleichbarer Aktivit�t wie Imidazol. His (4) ist der schlechteste
Katalysator, das Dipeptid Histidylhistidin (6) ist ungef�hr
doppelt so aktiv.[17] Die diastereomeren Dipeptide 6 und 7
sind �hnlich aktiv, was zeigt, dass die relative Konfiguration
kaum Einfluss auf die Aktivit�t hat (Daten f0r 7 in
Abbildung 3 nicht gezeigt). Ein Pro am N-Terminus von His
bringt eine signifikante Steigerung der Aktivit�t, was beson-
ders beim Vergleich des Tripeptids 8 mit dem Dipeptid 6 und
dem Tripeptid 9 deutlich wird. Obwohl 8 nur zwei His-Reste
und 9 drei enth�lt, sind beide ungef�hr gleich aktiv. Dieses
Resultat korreliert gut mit dem kombinatorischen Experi-
ment, in dem beide Sequenzen gleich h�ufig auftraten.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Immobilisierung einer
Bibliothek von potenziellen Katalysatoren zusammen mit
einem Reaktionspartner A an den Enden eines bifunk-
tionellen Linkers und die Reaktion dieser Harzk0gelchen mit
einem markierten Reaktionspartner B eine gute Methode f0r
die Identifizierung katalytisch aktiver Komponenten in Split-
und-mix-Bibliotheken ist. Obwohl diese Arbeit als Konzept-
studie gedacht war und nicht auf die Entwicklung von
hochaktiven Acylierungskatalysatoren wie DMAP[7] oder
die kurzen Peptide von Miller et al.[4, 5b,18] ausgelegt war,
resultierte daraus das Dipeptid-Motiv Pro-His als vielver-
sprechender Startpunkt f0r eine zweite Bibliotheksgenera-
tion.

Wir haben hiermit eine generelle Methode f0r den Test
der Komponenten kombinatorischer Split-und-mix-Biblio-
theken auf ihre katalytischen Aktivit�ten in bimolekularen
Reaktionen entwickelt. K0rzlich erschieneneArbeiten zeigen

nicht nur den Wert von kurzen Peptiden als Katalysatoren,
sondern auch die Schwierigkeiten des rationalen Designs
katalytisch aktiver Peptide.[18] Unsere kombinatorische
Methode ist ideal f0r das Testen von Peptid-Bibliotheken –
aber auch von Bibliotheken anderer kleiner Molek0le – und
sollte daher die Entdeckung von Peptidkatalysatoren f0r
pr�parativ wichtige Reaktionen vorantreiben.

Eingegangen am 23. Oktober 2002,
ver�nderte Fassung am 3. Februar 2003 [Z50422]
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