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Covalent Capture

Dieser Aufsatz befasst sich mit Molekiilen auf der Suche nach einem

Angewandte

Aus dem Inhalt

geeigneten Partner, mit dem sie eine Verbindung eingehen konnen. Ob

das erste Treffen in einer festen Bindung endet, hingt von vielen
Faktoren ab, z. B. von der Vereinbarkeit von Grofle, Form und Re-

aktivitdt, von der geeigneten Anordnung der reaktiven Gruppen und

von den Einfliissen des Mediums. In gewisser Weise spielt der Che-

miker die Rolle des Zeremonienmeisters, der mit einer erfolgreichen

Verbindung belohnt wird. Giottos Gemdilde ,, Die Vermdhlung Marid*
soll die hierbei beteiligten Prinzipien der supramolekularen Chemie

versinnbildlichen.

1. Einfiihrung

Die organische Chemie fuf3t auf den Prinzipien der ko-
valenten Synthese, d.h. auf der Erzeugung kovalenter Bin-
dungen zwischen Molekiilen durch die Reaktion funktionel-
ler Gruppen.!! Dank der supramolekularen Chemie! gelingt
es uns heute auBerdem, molekulare Strukturen auch mithilfe
nichtkovalenter Wechselwirkungen wie Wasserstoffbrii-
cken,”!  Koordinationsbindungen,®  m-ni-Stapelwechselwir-
kungen® und hydrophoben Wechselwirkungen™ aufzubauen.
Diesen Ansatz nennt man entsprechend nichtkovalente Syn-
these.®! Kovalente und nichtkovalente Synthesen sind in
vieler Hinsicht orthogonal zueinander, und im Allgemeinen
legt die gewiinschte Zielstruktur fest, welcher Ansatz der
giinstigere ist; demzufolge werden beide Ansédtze meist als
Alternativen betrachtet. In diesem Aufsatz behandeln wir
dagegen eine als ,,Covalent Capture“ bezeichnete, aktuelle
Methode der organischen Chemie, die auf der kombinierten
Verwendung von kovalenter und nichtkovalenter Synthese
beruht (Abbildung 1).

Die Covalent-Capture-Strategie findet ihr Vorbild in der
Natur. Biologische Prozesse umfassen oft einen Vorgang der
molekularen Erkennung, an den sich die Bildung einer ko-
valenten Bindung zwischen den beiden Komponenten an-
schlieBt. Diese Abfolge ermoglicht es, Fehlerkorrekturen
vorzunehmen, die Reaktivitit von Substraten abzuwandeln
oder die Stabilitédt einer Struktur zu verbessern.

Bei Proteinen kann ein einziger Fehler in der Amino-
sduresequenz zur vollstindigen Desaktivierung fiihren,
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Abbildung 1. Covalent Capture durch irreversible oder reversible Bil-
dung kovalenter Bindungen.
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sodass bei der Peptidsynthese hochste Prézision gefordert ist.
Die ribosomale Peptidsynthese beginnt mit der hochselekti-
ven Erkennung des mRNA-Codons durch das Anticodon
einer Aminoacyl-tRNA-Einheit in der ribosomalen A-Stelle,
an die sich die Bildung der Peptidbindung zwischen der
endstdndigen NH,-Gruppe und dem aktivierten C-Terminus
der in der ribosomalen P-Stelle gebundenen Peptidkette an-
schlieBt.”) Die hohe Genauigkeit der Peptidsynthese wird
durch zwei Mechanismen sichergestellt, die beide auf mole-
kularer Erkennung beruhen:'” 1) Die Bildung einer Peptid-
bindung verlangt die Freisetzung des Verldngerungsfaktors
Tu von der Aminoacyl-tRNA, ausgelost durch die Hydrolyse
von GTP zu GDP. Dieser Vorgang benotigt mehrere Milli-
sekunden, entsprechend dem Zeitraum, in dem fehlerhafte
Aminoacyl-tRNAs dissoziieren. 2) Die Hydrolyse von GTP
fithrt zu einer Konformationsédnderung, die die Wechselwir-
kung zwischen Codon und Anticodon verandert. Nur fehler-
freie Aminoacyl-tRNA bildet in beiden Konformationen eine
starke Wechselwirkung mit der mRNA, fehlerhafte dagegen
nicht.

Bei der enzymatischen Katalyse wird oft eine voriiber-
gehende kovalente Bindung zwischen Substrat und Enzym
gebildet, was als ,.kovalente Katalyse“ bezeichnet wird.!'!
Zum Beispiel bildet sich bei der enzymatischen Decarboxy-
lierung von Acetoacetat zu Aceton und Kohlendioxid eine
Schiff-Base zwischen einem Lysinrest und der Carbonyl-
gruppe, wodurch die hochst ungiinstige Abspaltung eines
stark basischen Enolat-Ions bei neutralem pH-Wert, wie sie
im nichtkatalysierten Reaktionsweg stattfindet, umgangen
wird.['?l Bei der nucleophilen Katalyse wird oft ein Serin- oder
Histidinrest voriibergehend acyliert. So ziehen Hydrolyse-
reaktionen bevorzugt eine Serin-Hydroxygruppe anstelle
eines Wassermolekiils heran, und zwar nicht nur wegen der
hoheren Nucleophilie des Alkohols, sondern auch wegen des
pseudo-intramolekularen und daher entropisch bevorzugten
nucleophilen Angriffs. In diesem Zusammenhang sei die
kithne Aussage von Zhang und Houk genannt, wonach die
hohe katalytische Aktivitdt von Enzymen in allen Fillen aus
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der Bildung einer kurzlebigen kovalenten Bindung zwischen
Substrat und Enzym folgt.l”! Dieses Konzept ist zwar in Frage
gestellt worden,!*'% es ist aber zweifellos richtig, dass enzy-
matische Reaktionen oft einem Reaktionspfad folgen, der zur
unkatalysierten Reaktion deutlich verschieden ist und der die
Bildung einer kovalent gebundenen Zwischenstufe ein-
schlieBt.!"”

Der Vorgang der Proteinfaltung beruht auf einem feinen
Zusammenspiel zwischen nichtkovalenten Wechselwirkun-
gen und der Bildung kovalenter Disulfidbriicken.'®! Die
Strukturen nativer Proteine werden durch den Verlust an
Konformationsentropie destabilisiert, der mit der Protein-
faltung zwangsliufig verbunden ist.'” Die kovalenten Disul-
fidbindungen dienen als stabilisierender Ausgleich. Zusatz-
lich erhohen die Disulfidbindungen die Stabilitidt der nicht-
kovalenten Wechselwirkungen in ihrer ndheren Umgebung,
indem sie die lokale , Konzentration“ an funktionellen
Gruppen, die an der molekularen Erkennung beteiligt sind,
erhohen. In diesem Fall implizieren die Disulfidbindungen
auch die Entstehung von Reversibilitét. In ihrer klassischen
Arbeit tiber Proteinfaltung zeigten Anfinsen und Haber, dass
sich denaturierte Ribonuclease mit ihren regellosen Disul-
fidbindungen bei der Zugabe kleiner Mengen des Redukti-
onsmittels -Mercaptoethanol spontan in die thermodyna-
misch stabilere native Ribonuclease umwandelt.””)

Fast zwangsldufig haben Chemiker versucht, das in der
Natur so erfolgreiche Covalent-Capture-Prinzip auf kiinstli-
che Systeme zu iibertragen.”!!
Dieser Aufsatz soll aufzeigen, dass
Covalent-Capture-Strategien in
vielen Wissenschaftsfeldern anzu- [
treffen sind und als ein wichtiges
Werkzeug in der Chemie dienen |
konnen. Die Beispiele dafiir sind zu freie !
zahlreich, als dass ein umfassender Energie !
Uberblick gegeben werden konnte, ’
sodass wir eine thematische Aus- 1
wahl anhand zweier Kriterien ge- !
troffen haben: 1) Die an der mole-
kularen Erkennung beteiligten
Gruppierungen miissen vor und
auch nach der Bildung der kova-
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ebenso wie die substratgerichtete organische Synthese.”* In
diesen Fillen werden die nichtkovalenten Wechselwirkungen,
die die stereo- oder regioselektiven Bindungsbildungen
lenken, von instationdren Spezies erzeugt (Katalysatoren,
dirigierende Gruppen), die nicht Bestandteil des Endpro-
dukts sind. 2) Wir beschridnken uns fast ausschlieBlich auf
solche Fille, in denen zwei Molekiile an der molekularen
Erkennung beteiligt sind, die sich zu einem neuen Molekiil
vereinigen. Dies schliet die Bildung oligomerer und multi-
merer Strukturen®**? sowie templatgesteuerte Reaktionen
aus.[¥l Faszinierende Beispiele fiir die letzteren Fille finden
sich in den Gebieten der dynamischen kombinatorischen
ChemieP*! und der Selbstreplikation.”® Dariiber hinaus
wollen wir vorrangig solche Beispiele betrachten, die die
Vorteile und auch die Herausforderungen des Ansatzes am
besten illustrieren.

2. Konzept

Der Aufsatz ist in zwei Hauptabschnitte gegliedert, die die
konzeptionell verschiedenen Fille der irreversibel und re-
versibel gebildeten kovalenten Bindungen behandeln. Beide
Konzepte unterscheiden sich darin, dass die Produktbildung,
bei Konkurrenzexperimenten auch die Produktverteilung,
durch jeweils andere Parameter bestimmt wird (Abbil-
dung 2).
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Abbildung 2. Freie Energie einer Covalent-Capture-Reaktion (rechts) sowie der gleichen Reaktion
ohne das Erkennungsmotiv (links).
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Das Prinzip des irreversiblen Covalent Capture besteht
darin, dass eine vorausgehende Komplexbildung die Bildung
der kovalenten Bindungen gegeniiber der bimolekularen
Vergleichsreaktion (Ref.) beschleunigt (AGE,,,.. <AGg,),
wobei der Effekt proportional zur Beschleunigung von intra-
gegeniiber intermolekularen Reaktionen in vollstindig ko-
valenten Systemen ist. Die Ursache dieser Reaktionsbe-
schleunigung ist in den letzten Jahrzehnten ausfiihrlich dis-
kutiert worden und ist noch immer Gegenstand der Debatte.
Wir wollen diese theoretischen Betrachtungen, die Gegen-
stand mehrerer Ubersichtsartikel gewesen sind,"*¥*! hier
nicht weiter vertiefen. Der am héufigsten verwendete Para-
meter, um die Effizienz einer intramolekularen Reaktion zu
beschreiben, ist die effektive Molaritit (EM).**%! Die EM
beziffert die Konzentration der Reagentien (oder eines der
Reagentien), bei der die intermolekulare Reaktion mit der
gleichen Geschwindigkeit ablduft wie die intramolekulare
Reaktion. Mandolini konnte zeigen, dass die effektive Mo-
laritdt von Ringschlussreaktionen difunktioneller Kettenmo-
lekiile mit der Anzahl der drehbaren Bindungen in der Kette
korreliert (bei Abwesenheit von Ringspannung).*! Die
groftmogliche EM wird fiir kurze starre Ketten erwartet, die
die reaktiven Gruppen in der genau richtigen Position zur
Bildung des Ubergangszustands anordnen.

Bei pseudo-intramolekularen Reaktionen in Komplexen
konnen Enthalpiebeitrédge eine viel wichtigere Rolle fiir die
Bildung kovalenter Bindungen spielen als bei vollstindig
kovalenten Systemen. So wurden bei vielen supramolekula-
ren Systemen experimentelle EM-Werte gefunden, die deut-
lich kleiner sind, als man nur unter der Annahme von En-
tropiebeitrigen berechnen wiirde.*”) Ein entscheidender
Punkt beim irreversiblen Covalent Capture ist, dass die
Komplexgeometrie mit der Bildung des Ubergangszustands
kompatibel ist. Ohne diese Vereinbarkeit wird der Komplex
(partiell) gespalten, und AG;Elpture wird zwangsldufig um den
Enthalpiebeitrag zunehmen, der zur (partiellen) Spaltung der
nichtkovalenten Bindungen notwendig ist. Dieser ungiinstige
Effekt tritt mit gréBerer Wahrscheinlichkeit bei kurzen star-
ren Ketten in Kombination mit stark gerichteten nichtkova-
lenten Wechselwirkungen (etwa Wasserstoffbriicken) auf,
und er ist dem Entropieeffekt genau entgegen gerichtet. Beim
irreversiblen Covalent Capture kann dies zu einem Problem
werden, insbesondere bei Anwendungen, in denen ein irre-
versibles Covalent Capture zum ,,kovalenten Auslesen“ der
Bindungsstirke der nichtkovalenten Wechselwirkung genutzt
wird. Es muss erwidhnt werden, dass diese Diskussion nur
dann gilt, wenn die Bildung der kovalenten Bindungen der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist; dies ist bei den
meisten der hier diskutierten experimentellen Beispiele auch
der Fall. In Ausnahmefillen kann auch die Komplexbildung
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein (AGﬁomplex>
AGéapmm), woraus sich neue Moglichkeiten zur Anwendung
der Covalent-Capture-Strategie ergeben (Abschnitt 3.4.1).

Im letzten Jahrzehnt hat sich das Gebiet der dynamischen
kovalenten Chemie etabliert, das mit der Bildung reversibler
kovalenter Bindungen befasst ist.*! Die dynamische kova-
lente Chemie vereinigt die Vorteile der nichtkovalenten Er-
kennung (Selbstorganisation, Fehlerkorrektur) mit der hohen
Stabilitdt kovalenter Bindungen. Die Anwendung von dyna-
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misch-kovalenter Chemie erdffnet dem Covalent-Capture-
Ansatz vollig neue Perspektiven. Die Verwendung reversibler
kovalenter Bindungen beim reversiblen Covalent Capture
setzt voraus, dass das System thermodynamisch kontrolliert
ist. Unter dieser Bedingung ist die Stabilitit von Uber-
gangszustinden (und damit die Reaktionsbeschleunigung)
nicht langer wichtig. Stattdessen wird die Produktverteilung
nun von den relativen Stabilitdten der thermodynamischen
Grundzustidnde der freien Komponenten, d. h. des Komplexes
(AGy, ) und des reversibel ,eingefangenen” Komplexes

Komplex
(AGy, + AG(, ), bestimmt. Fiir die Planung ist dies

Komplex
ein VOI?teil, da keine genaueren Kenntnisse iiber die Be-
schaffenheit der Ubergangsstrukturen nétig sind. Das ,,ge-
fangene“ Produkt wird aber auch beim reversiblen Covalent
Capture nicht direkt mit der Stabilitidt des Anfangskomplexes
in Beziehung stehen, und zwar aus dem einfachen Grund, weil
die geometrischen Beschrankungen der kovalenten Bindung
mit der nichtkovalenten Wechselwirkung unvereinbar sein
konnen. Reversibles Covalent Capture kann nur dann zur
quantitativen Bestimmung der Bindungsstdrke im Anfangs-
komplex genutzt werden, wenn das System sorgfiltig ent-
worfen ist und die Ergebnisse genau analysiert werden, dhn-
lich wie auch beim irreversiblen Covalent Capture.

Reversibles Covalent Capture wird auf zwei verschiedene
Weisen experimentell genutzt. Die erste Anwendung dient
dazu, Komplexgleichgewichte in Richtung der Produkte zu
verschieben. Unter Bedingungen, bei denen AGy,,., Zu
klein ist, um signifikante Mengen des Komplexes zu liefern
(beispielsweise hohe Verdiinnung, stark polare Losungsmit-
tel), kann das Gleichgewicht durch die Bildung reversibler
kovalenter Bindungen (AGy,,ec + AG(,) in Richtung
der Komplexbildung verschoben werden. Im zweiten Fall
wird reversibles Covalent Capture verwendet, um Unter-
schiede in der thermodynamischen Stabilitit kovalenter Ad-
dukte zu ermitteln. Unter der Annahme isoenergetischer
kovalenter Bindungen wird in diesen Fillen die Produktver-
teilung in Gemischen von der Stirke der nichtkovalenten
Wechselwirkung im Addukt bestimmt.

Die beiden Covalent-Capture-Strategien stellen unter-
schiedliche Anforderungen an die verwendete chemische
Reaktion. Fiir die beim irreversiblen Covalent Capture ein-
gesetzten Reaktionen gibt es keine besonderen Einschrin-
kungen, auBBer dass sie generell mit den Erkennungseinheiten
und dem Medium vereinbar sein miissen. In der Praxis wird
die Auswahl durch das Kriterium eingeschréinkt, dass die
Bildung der kovalenten Bindung in Abwesenheit des mole-
kularen Erkennungsvorgangs nur sehr langsam verlaufen
darf. Die hohen Konzentrationen der Bausteine, wie sie bei
schwachen Komplexen notwendig sind, erfordern typischer-
weise Reaktionen zwischen schwachen Nucleophilen (-OH,
-NH, oder -SH) und elektrophilen Akzeptoren wie Epoxiden,
Anhydriden, Maleimiden und o,f-ungesittigten Aldehyden.
In Fillen, in denen die Komplexe auch bei sehr niedrigen
Konzentrationen besténdig bleiben, konnen auch hochreak-
tive funktionelle Gruppen verwendet werden, da nun die
Hintergrundreaktion zweiter Ordnung bei hoher Verdiinnung
sehr langsam verlduft (siche Abschnitt 3.4.1).

Beim dynamischen Covalent Capture muss die Bildung
der kovalenten Bindungen unter den gegebenen experimen-

www.angewandte.de

Chemie

2327


http://www.angewandte.de

Aufsitze

2328

tellen Bedingungen reversibel sein. Es sind viele reversible
kovalente Reaktionen bekannt, z.B. Umesterungen, Aldol-
austausch, Michael/Retro-Michael-Reaktionen, Diels-Alder/
Retro-Diels-Alder-Reaktionen und Alkenmetathese.* Die
zwel meistgenutzten reversiblen Reaktionen sind Disulfid-
austausch und Transiminierungen. Beide Austauschreaktio-
nen sind schnell, verlaufen unter milden Bedingungen und
sind mit anderen funktionellen Gruppen und der Verwen-
dung polarer Medien (einschlieBlich Wasser) ausgezeichnet
vereinbar. Als weiterer wichtiger Punkt kann die Reversibi-
litdt durch Ansduern oder durch Reduktion ,,abgeschaltet®
werden, um die Charakterisierung des ,eingefangenen®
Produkts zu ermoglichen.

3. Irreversibles Covalent Capture
3.1. Kiinstliche Enzyme

Die Entwicklung von Katalysatoren, die beziiglich Akti-
vitdt und Selektivitdt den Enzymen nahekommen, bleibt eine
der groBten Herausforderungen in der Chemie.’*#=% Das
Covalent-Capture-Konzept kann naturgemif3 keinen Kata-
lysator hervorbringen, da die Bildung einer kovalenten Bin-
dung zwischen Katalysator und Substrat definitionsgemaf
den Katalysator zerstort, solange nicht eine schnelle Weiter-
reaktion die Vervollstandigung des Katalysezyklus ermog-
licht (ein anderer Ansatz wird in Abschnitt 3.4.2 erwihnt).
Dennoch ist die Covalent-Capture-Methode ein wichtiges
Verfahren zur Modellierung kovalent katalysierender
Enzyme und insbesondere der Reaktionsschritte, die zur
Bildung des kovalent modifizierten Enzymintermediats
fithren. In der Literatur sind viele Beispiele hierfiir zu finden,
wir wollen uns aber hauptséchlich auf die klassischen Cyclo-
dextrinkatalysatoren beschréinken. Die Einfachheit dieser
Katalysatoren hat Strukturuntersuchungen ermoglicht, die

o OH

o LOH
HO
OH
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grundlegende Aspekte der Covalent-Capture-Strategie auf-
zeigen.

Cyclodextrine (CDs) sind wasserlosliche cyclische Oligo-
mere der a-D-Glucose mit einem hydrophoben Hohlraum,
dessen Rand von Hydroxygruppen besetzt ist (Abbil-
dung 32a).FY Die leicht erhiltlichen Cyclodextrine a-CD, B-
CD und v-CD unterscheiden sich in der Anzahl der o-D-
Glucoseeinheiten (6, 7 bzw. 8). Der Hohlraum ist auf der Seite
der sekundidren Hydroxygruppen etwas breiter, wihrend die
primdren 6'-CH,OH-Gruppen eine gewisse sterische Behin-
derung darstellen. Gemeinsam fiithrt dies dazu, dass kleine
organische Molekiile durch die breitere Offnung in den
Hohlraum eintreten. Bereits in den 60er Jahren beschrieben
Bender und Mitarbeiter, dass nach Einschluss von m-Nitro-
phenylacetat in B-CD die Ubertragung der Acetatgruppe auf
die Hydroxygruppe des Cyclodextrins etwa 100-mal schneller
ablauft als die Hydrolyse unter den gleichen Reaktionsbe-
dingungen.®? Mechanistisch #hnelt die Acetat-Ubertragung
dem ersten Schritt einer Serinproteaseaktivitét, bei der ein
Acyltransfer des Substrats auf eine Serin-Hydroxygruppe des
Enzyms stattfindet. Bender et al. stellten auerdem fest, dass
der Hammett-Plot fiir Cyclodextrin-katalysierte Transacylie-
rungen mehrerer substituierter Benzoate nichtlinear ist, was
darauf hinweist, dass die Reaktionsbeschleunigung nicht
allein durch die elektronischen Eigenschaften der Substrate
bestimmt wird.”® In einer spiteren Molecular-Modeling-
Studie fanden Breslow und Mitarbeiter, dass die Bildung des
tetraedrischen Intermediats ein partielles Herausziehen der
Substrate aus dem Hohlraum erfordert.” Das bedeutet, dass
die geometrische Anordnung der Ester- und -CD-Hydro-
xygruppen alles andere als optimal ist, sodass bei der Bildung
des Ubergangszustands ein groBer Teil der giinstigen Bin-
dungsenergie zwischen Wirt und Gast verloren geht. Dies
wird durch den Unterschied der Acyliibertragungsgeschwin-
digkeiten der Adamantan- bzw. Ferrocen-substituierten p-
Nitrophenylester 1 und 2 illustriert (Abbildung 3b).>>¢

Abbildung 3. a) Struktur von 3-Cyclodextrin. b) Substrate 1 und 2. c) Acyliibertragung von einem im CD-Hohlraum gebundenen Ester auf eine

Hydroxyeinheit des CD.
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Obwohl der Komplex zwischen dem Adamantanderivat 1 und
B-CD wesentlich stirker ist als der Komplex zwischen dem
Ferrocenderivat 2 und f-CD (K, = 3300 bzw. 175m ), ist die
Desacetylierung von 1 um mehrere Gréenordnungen lang-
samer (ki /kye = 2150 gegeniiber 5.9 x 10°). Die fiir 2 be-
obachtete starke Reaktionsbeschleunigung weist darauf hin,
dass der Ubergangszustand genauso stark wie das Substrat
gebunden ist, was auch durch Molecular Modeling bestétigt
wurde.

Die Bedeutung der Geometrie wurde weiter durch Ar-
beiten von Breslow™! und Menger™ unterstrichen, die eine
starke Verlangsamung der Desacetylierung bei weniger akti-
vierten Substraten beobachteten. Bei schlechten Abgangs-
gruppen wird die Abspaltung der Abgangsgruppe (k,) zum
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt anstelle des Hydro-
xyangriffs bei aktivierten Substraten (k;, Abbildung 3c).
Daher entsteht bei schwach aktivierten Substraten der
Ubergangszustand nach der Bildung des tetraedrischen In-
termediats anstatt davor. Die dafiir erforderliche Drehung
der Esterbindung erfordert wegen der Starrheit des Systems
einen hohen Energieaufwand. Tatsichlich konnte das Pro-
blem durch Einfiihren einer drehbaren Einheit in das Substrat
gelost werden. ™!

Diese Beispiele zeigen, dass die Effizienz der Produkt-
bildung nicht nur von der Assoziationskonstanten der beiden
Komponenten abhingt, sondern auch von der Stabilisierung
der Ubergangsstrukturen. Ein wichtiger Punkt ist die Bildung
des produktiven Komplexes, bei dem die reaktiven Gruppen
zur Bildung kovalenter Bindungen optimal orientiert sind.
Nur in diesem Fall fithrt die Préorganisation der reaktiven
Gruppen in einem Komplex auch zum maximalen Nutzen.
Ein entropischer Vorteil ist also wichtig, muss aber nicht ge-
niigen, um das Covalent Capture des beziiglich Bindungs-
stirke ,,besten* Substrats sicherzustellen. All diese Untersu-
chungen zeigen, dass EM-Werte zwangsldufig auch einen
Enthalpiebeitrag enthalten (wenn auch zu unterschiedlichem
MaSB).

3.2. Strukturstabilisierung von supramolekularen Aggregaten
und Foldameren

Als Selbstorganisation bezeichnet man die spontane Zu-
sammenlagerung von Molekiilen zu einer definierten Struk-
tur infolge schwacher Wechselwirkungen wie Wasserstoff-
briicken, koordinativer Bindungen, elektrostatischer oder
hydrophober Wechselwirkungen.®® In den letzten zwei
Jahrzehnten hat sich die Selbstorganisation als die beste
Strategie zur Herstellung molekularer Architekturen mit
Nanometerabmessungen entwickelt. Wichtige Merkmale der
Selbstorganisationsstrategie sind der geringe priparative
Aufwand zur Herstellung der Baueinheiten, die Moglichkeit
zur Fehlerkorrektur wahrend des Organisationsvorgangs und
die Adaptierbarkeit des erhaltenen Aggregats an duflere
Stimuli.’*3*) Andererseits fiihrt die Schwiche der nichtkova-
lenten Wechselwirkungen oft zu einer geringen kinetischen
Stabilitdt der Aggregate. Als Erweiterung der Synthese mit
Templaten!® hat sich das Covalent Capture dynamischer
Aggregate, oft als ,,kovalente Postmodifizierung“ bezeichnet,
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zu einem eleganten Werkzeug zur Umwandlung der Aggre-
gate zu kinetisch inerten Strukturen entwickelt.[*¥

Als Veranschaulichung diskutieren wir eine Arbeit von
Ghadiri et al., die ein Aggregat aus zwei cyclischen Peptiden
mithilfe einer Ringschlussmetathese kovalent fixierten (Ab-
bildung 4).1%! Im cyclischen Peptid 3 sind acht Aminosiuren

11)RCM

Abbildung 4. Durch Wasserstoffbriicken vermittelte Dimerisierung des
cyclischen Peptids 3, gefolgt von einem Covalent Capture mithilfe einer
Ringschlussmetathese und der Reduktion zum kovalenten Produkt 4.

abwechselnd mit entgegengesetzter Konfiguration angeord-
net, wodurch die Amidbindungen fiir intermolekulare Was-
serstoffbriicken pridisponiert sind."! Durch selektive N-
Methylierung des Amidriickgrats wird erreicht, dass nur das
Dimer 3, als Aggregationsprodukt moglich ist; andernfalls
werden oligomere, zylindrische Nanorohren erhalten. Das
Peptid 3 verfiigt tiber zwei L-Homoallylglycylreste fiir eine
Olefinmetathese. Wegen der C,-Symmetrie von 3 existiert das
Dimer 3, in zwei diastereomeren, gegenseitig umwandelbaren
Formen, 3,, und 3,, von denen nur 3,, die Allyleinheiten so
triagt, dass sie fiir das Covalent Capture passend sind. Trotz
einer niedrigen Assoziationskonstanten in CDCl, (99 £+ 1m™")
ergab die Ringschlussmetathese mit anschliefender Reduk-
tion der Doppelbindungen eine eindrucksvolle Ausbeute des
Dimers 4 von 65 % nach 48 Stunden Reaktionszeit. Versuche
zum Covalent Capture in polaren Losungsmitteln lieferten
keine Metatheseprodukte, was darauf hinweist, dass die durch
Wasserstoffbriicken induzierte Dimerisierung zur Erhohung
der lokalen Alkenkonzentration tatsdchlich notwendig ist.
Durch 2D-ROESY-Experimente und FT-IR-Spektroskopie
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wurde nachgewiesen, dass die Wasserstoffbriicken in 4 er-
halten bleiben.

Die Covalent-Capture-Methode wird oft verwendet, um
die Strukturstabilitidt von Foldameren zu erhohen. Foldamere
sind Oligomere, die in Losung spontan eine Sekundarstruktur
annehmen, die durch nichtkovalente Wechselwirkungen
zwischen nichtbenachbarten Untereinheiten stabilisiert
wird.®* 7 Die am hiufigsten untersuchten Foldamere sind a-
helicale Peptide und B-Faltblitter. Durch kovalente Stabili-
sierung eines Foldamers konnen Sekundérstrukturen sogar in
sehr kurzen Sequenzen und auch auBerhalb eines Protein-
kontextes aufrechterhalten bleiben. Die wichtigsten Strate-
gien sind die Vernetzung von Peptidseitenketten”' " und das
Ersetzen von Wasserstoffbriicken durch kovalente Bindun-
gen.* 7 Letztere Strategie hat den Vorteil, dass die 16-
sungsmittelexponierte Oberflache der a-Helix intakt bleibt
und keine Seitenkettenfunktionalitdten ,,geopfert® werden
miissen. Neben der Strukturstabilisierung bietet das Covalent
Capture auch den Vorteil, dass die Proteolysestabilitdt im
Vergleich zum freien Analogon verbessert ist.["”)

3.3. Kovalente Modlifizierung biologischer Molekiile
3.3.1. Ortsselektive DNA-Alkylierung

Molekiile, die in die Genexpression eingreifen konnen,
haben groBten therapeutischen Wert.® Auf der Grundlage
der Naturstoffe Distamycin und Netropsin entwickelten
Dervan et al. eine neue Klasse von Polyamiden auf Pyrrol-
Imidazol-Basis, die auf vorhersehbare Weise und mit nano-
molarer Affinitdt in die kleine Furche der DNA binden
konnen.” Die gute Bindungsselektivitit beruht auf einer
Kombination von Wasserstoffbriicken mit den Hoogsteen-
Kanten der DNA-Basenpaare und der guten sterischen
Passform. Dass Polyamide in vitro und auch in vivo in die
DNA-Expression eingreifen konnen, ist durch viele Beispiele
belegt.®8!! Neben anderen Verbindungen sind auch Poly-
amide verwendet worden,
um die Genexpression
durch Binden an Promotor-
und Verstirkerregionen zu
hemmen und so die Bil-
dung der Transkriptions- 1
maschinerie zu blockie-
ren.®? Polyamide verhin-
dern aber nicht die Strang-
verldngerung durch die
RNA-Polymerase, wenn sie 5 X= ¥~
an die codierende Region
des Gens binden,™ denn
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kylierungsmittel, z. B. Chlorambucil, gelost werden kann.[5-5¢!
In diesem Fall wird das Polyamid mit einer irreversiblen ko-
valenten Bindung an einem genau bestimmten Ort der DNA
befestigt. Das Molekiil kann dann nicht mehr abgespalten
werden und kann so die Genexpression hemmen.

Bei diesen Studien beobachteten Dervan et al. zufillig
auch, dass eine vergleichsweise kleine Strukturédnderung des
Polyamid-Chlorambucil-Konjugats die Arretierung der
Krebsproliferation in Miusen drastisch verandern kann. %!
Die beiden Polyamid-Chlorambucil-Konjugate 5-Chl und 6-
Chl sind Konstitutionsisomere, die sich in der Gruppierung an
der Haarnadelkehre unterscheiden (a- bzw. y-Diaminobut-
tersdure) (Abbildung Sa). Die Zielsequenz des Polyamid-
fragments, die anschlieBend durch die Chlorambucilgruppe
alkyliert wird, ist die Sequenz 5-WWGGWGW-3'" (W=A
oder T) in der codierenden Region des Histon-H4c-Gens der
humanen Darmkrebs-Zelllinie SW620 (Abbildung 5b). Das
Polyamid 5 bindet mit einer Assoziationskonstanten von
K, =06.7x10°M " an die Zielsequenz, entsprechend einer 94-
bzw. 26-fachen Selektivitdt gegeniiber zwei Zielsequenzen
mit Einzelbasenfehlpaarung. Im Vergleich zum Polyamid 5
ermoglicht die y-Kehre des Polyamids 6 eine bessere Faltung
des Polyamids in der kleinen Furche der DNA, was zu einer
2.4-fach hoheren Affinitit fiir die Zielsequenz fithrt (K, =
1.6x10"M™"). Dagegen ist die Selektivitit gegeniiber den
Fehlpaarungssequenzen deutlich schwicher (15- bzw. 6-fach).

Das Alkylierungsverhalten der Konjugate 5-Chl und 6-
Chl ist sowohl hinsichtlich der Spezifitiat als auch der Akti-
vitédt vollig verschieden. Bis zu einer Konzentration von 30 nm
alkyliert das Konjugat 5-Chl ausschlieB3lich die Zielsequenz,
wihrend 6-Chl unspezifisch ist und schon bei geringen Kon-
zentrationen von 3 nM sowohl die Zielsequenz als auch
Fehlpaarungssequenzen alkyliert. In einer Untersuchung der
Zeitabhingigkeit der Alkylierung reagierte 5-Chl unter glei-
chen Bedingungen 120-mal langsamer als 6-Chl, eine er-
staunliche Beobachtung, wenn man die Ahnlichkeit der
Strukturen bedenkt. Schlieflich ergaben In-vivo-Untersu-

bei der Transkription der 5Cl X= 6-Cl X= N

DNA spaltet die RNA-Po- H H

lymerase jedes nichtkova-

lent gebundene Molekiil b)

infach ab. Verschicd 57 —CGCCCTT TACGTAGTGGTGCCG ‘TAGGTCT‘ TAGCCG TAGCTGj TGCCGTAAGGGCGAATTCTG-3"
¢in ag ab. verschiedene 37 ~GCGGGAA [ATCCACA| ATGCATCACCACGGC [ATCCAGA ATCGGC [ATCGACH ACGGCATTCCCGCTTAAGAC-5'
Arbel‘[sgruppen konnten Paarung Fehlpaarung Fehlpaarung

zeigen, dass dieses Problem
durch Konjugation des Po-
lyamids an ein DNA-AI-

www.angewandte.de

Abbildung 5. a) Chemische Struktur der ortsselektiven DNA-Alkylierungsmittel 5-Cl und 6-Cl sowie der Aus-
gangsverbindungen 5 und 6 ohne Chlorambucilgruppe. b) Stelle mit Paarung der Polyamide und zwei Stellen
mit Fehlpaarung jeweils eines Basenpaars.
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chungen an einem SW620-Xenograft-Tumormodell in
Nacktméusen, dass 5-Chl das Krebswachstum arretiert,
wihrend 6-Chl fiir die Méause todlich war. Die Ursache fiir
diese unterschiedliche Wirkung ist noch nicht ermittelt, zu-
mindest weifs man aber nun, dass der erfolgreiche Covalent-
Capture-Vorgang von einer hohen Bindungsselektivitit und,
gegen jede Intuition, einer wenig effizienten kovalenten
Bindungsbildung bestimmt wird.

3.3.2. Irreversible Enzyminhibitoren

Molekiile, die irreversibel an das aktive Zentrum von
Enzymen binden, konnen als Arzneimittel, Insektizide oder
Pestizide sowie zur Ermittlung von Aktivitdtsprofilen oder als
mechanistische Sonden verwendet werden. Tatséchlich ist die
Entwicklung und Anwendung von Enzyminhibitoren das
grofite und wirtschaftlich bedeutendste Forschungsgebiet, auf
dem die Covalent-Capture-Strategie angewendet wird. Die
ersten Beispiele dafiir stammen bereits aus den 60er
Jahren.®*"]

Bei der Reaktion eines irreversiblen, am aktiven Zentrum
wirkenden Inhibitors, auch als Affinitdtsmarker bezeichnet,
wird zuerst ein Enzym-Inhibitor-Komplex gebildet, gefolgt
von der Bildung einer kovalenten Bindung. Diese Abfolge
entspricht dem ersten Schritt jeder enzymatischen Umwand-
lung, mit dem wichtigen Unterschied, dass die Reaktion
damit beendet ist und somit der Katalysator (d.h. das Enzym)
nicht regeneriert wird. Die Auftragung der Anfangsge-
schwindigkeit gegen die Substratkonzentration entspricht
einem typischen Michaelis-Menten-Mechanismus, die Reak-
tion folgt also einer Sittigungskinetik.!!

Fiir die Inhibierung ist charakteristisch, dass die Enzym-
Inaktivierung durch den Affinitdtsmarker durch konkurrie-
rende reversible Inhibitoren und Substrate verlangsamt wird,
dass die Geschwindigkeit der Enzym-Inhibitor-Komplexie-
rung eine dhnliche pH-Abhingigkeit wie die Geschwindigkeit
der katalytischen Umwandlung aufweist und dass der Inhi-
bitor einen kovalenten 1:1-Komplex mit dem Enzym bildet.
Die hauptsdchlichen reaktiven Gruppen in Proteinen sind
Nucleophile (die OH-Gruppe von Serin, Tyrosin und Threo-
nin; die NH,-Gruppe von Lysin; der Imidazolring von Histi-
din; die SH-Gruppe von Cystein), die notigenfalls iiber all-
gemeine Basenkatalyse aktiviert werden. Daher sind Affini-
tatsmarker oft Elektrophile wie Epoxide, Anhydride, Male-
imide, Aldehyde und Halogenalkane. Die Reaktivitit ist im
Allgemeinen nicht besonders hoch, weil andernfalls eine
nichtselektive Bildung kovalenter Bindungen resultieren
wiirde. Die geringe Reaktivitdt wird dadurch ausgeglichen,
dass die Bildung der kovalenten Bindung im aktiven Zentrum
pseudo-intramolekular verlauft, wie es fiir Covalent Capture
charakteristisch ist.

Sehr hohe Selektivitdten sind erzielbar, wenn die kataly-
tischen Eigenschaften des Target-Enzyms zur Erzeugung der
reaktiven Spezies genutzt werden.”"*?! Diese Art von Inhi-
bitoren wird als Suizidinhibitoren bezeichnet. Ein wirkungs-
voller Suizidinhibitor zeichnet sich dadurch aus, dass er in
Abwesenheit des Enzyms chemisch inert ist, dass er vom
Enzym spezifisch aktiviert wird und dass nach der Aktivie-
rung die Bildung einer kovalenten Bindung schneller verlduft
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als die Dissoziation. Ein Lehrbuchbeispiel ist die Suizidinhi-
bierung des Enzyms B-Hydroxydecanoyldehydrase durch 3-
Decinoyl-N-acetylcysteamin (7; Abbildung 6).”*! Das Sub-
strat wird vom Enzym durch Abstraktion eines Protons ak-
tiviert, dabei entsteht ein hochreaktiver Michael-Akzeptor,
der dann am Histidinrest des aktiven Zentrums zum kova-
lenten Addukt E-7 alkyliert wird.

&

H,C-(CH,)s—C=C=C’~
3C-(CHa)s gees p

HZC}?/
=~

— % NgN

L
HaC-(CHy)s~C=C~CH, ,~/ O
H s
0%

E-7

Abbildung 6. Mechanismus der Suizidinhibierung des Enzyms 3-Hy-
droxydecanoyldehydrase (E) durch 3-Decinoyl-N-acetylcysteamin (7).

Neben pharmazeutischen Anwendungen wird der Cova-
lent-Capture-Ansatz auch in der Proteomik verwendet.’
Beim aktivitdtsbasierten Protein-Profiling (aktivity-based
protein profiling; ABPP) werden kovalent bindende Sonden
eingesetzt, um ein Funktionsprofil der Enzyme in einem
komplexen Proteom, d.h. der Gesamtheit der von einem
prokaryotischen oder eukaryotischen Genom exprimierten
Proteine, zu ermitteln (Abbildung 7a).”>" Typischerweise
gilt das Interesse der Untersuchung ganzer Enzymklassen
und nicht einzelner Enzyme. ABPP-Sonden zeigen die glei-
chen Merkmale wie irreversible Inhibitoren, enthalten aber
eine zusitzliche Markierung, iiber die der Covalent-Capture-
Vorgang detektiert werden kann (Abbildung 7b). Fiir diesen
Zweck werden oft Fluorophore, Biotin oder inerte chemische
Gruppen (Azide und Alkine fiir Klick-Reaktionen oder
Staudinger-Reaktionen) verwendet. Cravatt etal. stellten
eine Reihe von Fluorphosphonat(FP)-Sonden her, die mit
Fluorescein oder Biotin funktionalisiert sind und zur Visua-
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ein nicht zur Zielgruppe gehorendes Enzym anzu-

fizierten Sonde eine eindeutige Inhibierung des

a)
Q @ steuern, sehr niedrig ist. Tatsdchlich zeigte der Af-
D% finitdtsmarker der von Schultz, Harris et al. identi-
—_—

lymphozytenvermittelten Zelltods.

3.3.3. Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen

Proteom selektives Covalent Capture Analyse
Biomakromolekiilen
N_o
b) g 9 H H 77 )nm p i . .
— T L Die Aufkldrung der Wechselwirkung zwischen
3 it 7 Y . .. . . .
s F 0\ ° o Biomakromolekiilen (Protein-Protein und Protein-
o " DNA/RNA) ist fiir das Verstdndnis biologischer
I hend anai )f3|er are . . . . .
aielsuchendes Lt e pep Sl HPR . - e Vorginge und die Entwul:(l;lung neuer Arzpelmlttel
oS von grofter Bedeutung.'™! Protein-Protein-Wech-
OH selwirkungen sind im Allgemeinen schwer zu er-
fassen, und die Covalent-Capture-Strategie scheint
Abbildung 7. a) Prinzip des aktivitatsbasierten Protein-Profiling. Ein Proteom wird gegen hierfiir erfolgversprechend zu sein.108102] 1 der

eine Aktivititssonde exponiert, die mit dem Zielprotein selektiv reagiert. Die Markierung,
z.B. Biotin oder ein Fluorophor, dient zur Isolierung bzw. Visualisierung. b) Eine Aktivitats-
sonde besteht aus einem zielsuchenden Element fiir die selektive Bindung, einem ,Ge-
fechtskopf* zur Bildung des kovalenten Addukts (oftmals ein Michael-Akzeptor) und einer

einfachsten Form werden dabei exogene nichtspe-
zifische Vernetzungsreagentien zu einem Protein-
gemisch gegeben, sodass komplexe Gemische ge-

analysierbaren Einheit. c,d) Beispiele firr Aktivitdtssonden nach Cravatt et al.”® und Schultz koppelter Proteine erhalten werden. Die Komple-

et al.®

lisierung katalytisch aktiver Serinhydrolasen in Proteomen
dienen (Abbildung 7¢).”® Diese Sonden bewirken eine ko-
valente Markierung aktiver Serinhydrolasen, indem die nuc-
leophile OH-Gruppe des Serins am Phosphorzentrum an-
greift. Cystein-, Aspartyl- und Metallohydrolasen reagieren
dagegen nicht mit der FP-Einheit, sodass eine selektive
Markierung der aktiven Serinhydrolasen resultiert. Durch
Vergleich der Profile phosphonylierter Proteine aus Extrak-
ten verschiedener Rattenorgane wurde die Fahigkeit der
ABPP-Methode zur Auflosung komplexer Proteinmuster
demonstriert. Dabei wurde unerwartet auch in der Prostata
eine Serinhydrolase entdeckt.

Schultz, Harris et al. beschrieben eine Methode, mit der
die Enzymaktivitdt durch Messung der von einem Inhibitor
inaktivierten Enzymmenge quantifiziert werden kann.”
Multifunktionelle Aktivitidtssonden wurden entwickelt, die
aus einem kleinen Peptid zur Cysteinproteaseinhibierung,
einer Acrylateinheit fiir das Covalent Capture, einer Peptid-
nucleinsdure (PNA) zur Codierung und einem Fluorophor
zur optischen Auslesung zusammengesetzt waren (Abbil-
dung 7d). Bei Exposition von rohem Zell-Lysat gegen die
Sonden wurde die aktive Cysteinprotease inaktiviert, wobei
anschlieend die nicht umgesetzten Sonden mithilfe eines
GroBenausschlussfilters entfernt wurden. Die ,,gefangenen®
Enzyme wurden durch PNA-DNA-Hybridisierung an spezi-
fische Abschnitte eines Oligonucleotid-Mikroarrays gelenkt,
und die Menge an Cysteinprotease wurde durch Fluores-
zenzauslesung der codierten Bereiche bestimmt.

Obwohl theoretische (Abschnitt2) und experimentelle
Modellstudien (Abschnitt 3.1) zeigen, dass keine direkte
Beziehung zwischen der Bindungsstirke und der Bildungs-
geschwindigkeit kovalenter Bindungen existiert, stellt dies fiir
die Anwendung von ABPP-Methoden kein Problem dar. Die
aktiven Zentren und Katalysemechanismen sind bei unter-
schiedlichen Enzymklassen so verschieden, dass das Risiko,

xitdt kann stark verringert werden, indem das Ver-
netzungsreagens zunichst an das (gegebenenfalls
manipulierte) Protein gekuppelt wird, das dann den
Bindungspartner kovalent bindet. Komplikationen entstehen
dadurch, dass viele Protein-Protein-Wechselwirkungen durch
posttranslationale Modifikationen (PTMs, ,,post-translational
modifications®) reguliert werden, die kurzlebig sind und
substochiometrisch auftreten. Beispielsweise bildet das
Smad2-Signalprotein stabile Homotrimere als Reaktion auf
die rezeptorvermittelte Phosphorylierung von Ser*” und
Ser*”, wihrend die Monophosphorylierung von Ser*® zu
einem Homotrimer mit geringerer Stabilitit fiihrt.'%1% Das
Homotrimer wird durch Zugabe der Smad-Bindedoméne des
SARA-Proteins (SARA-SBD) wieder gespalten. Muir et al.
zeigten an diesem System, dass eine PTM-vermittelte Prote-
in-Protein-Wechselwirkung mithilfe eines photoaktiven
Aminosiurevernetzers und eines phosphorylierten Ser*®-
Rests in der MH2-Doméne des Smad2-Proteins durch einen
Covalent-Capture-Vorgang kovalent fixiert werden kann.['®!
Der kovalente ,,Einfang“ des Homotrimers wurde dadurch
nachgewiesen, dass die Bestrahlung des Komplexes zu Spe-
zies mit Molekulargewichten von dimerem und trimerem
Smad2 fiihrte. Ohne Bestrahlung und im Kontrollprotein
waren diese Spezies gerade noch nachweisbar. AuBBerdem
nahm die Menge an gebildeten Dimeren und Trimeren stark
ab, wenn die Proteine mit einem Uberschuss von SARA-SBD
vorbehandelt wurden; dies belegt, dass das Covalent Capture
tatséchlich mit der Bildung von Trimeren einhergeht.
Kiirzlich veroffentlichten Arndt et al. eine elegante An-
wendung der Covalent-Capture-Methode zum Nachweis
eines Protein/RNA/Ligand-Komplexes (Abbildung 8).11%!
Thiostrepton ist ein Antibiotikum mit subnanomolarer Affi-
nitit fiir die S0S-Untereinheit des bakteriellen Ribosoms.['"”
Gebundenes Thiostrepton fixiert die Konformation des fle-
xiblen ribosomalen Proteins L11 auf der ribosomalen 23S-
rRNA und blockiert die Wirkung ribosomaler GTPasen. Die
Wirkung und die Molekiilstruktur von Nosiheptid sind &hn-
lich wie die von Thiostrepton, die genaue Anordnung und die
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Abbildung 8. Covalent Capture bei einem Protein/RNA/Ligand-Kom-
plex.

molekulare Struktur des Komplexes sind aber noch nicht
bekannt. In diesem Zusammenhang ist die Covalent-Capture-
Methode ein vielversprechender Ansatz, um Einblicke in die
Reaktionsmechanismen zu gewinnen. Sowohl Thiostrepton
als auch Nosiheptid enthalten Dehydroalanineinheiten, die
als Michael-Akzeptoren fiir ein nucleophiles Thiol wirken
konnen. Durch Austausch einzelner Cysteine mit ortsgerich-
teter Mutagenese wurde eine Reihe von Mutanten des L11-
Proteins hergestellt und deren Reaktivitidt gegen Thiostrep-
ton und Nosiheptid in Gegenwart von 23S-rRNA bestimmt.
Wihrend auf L11 vier mit Thiostrepton reagierende Positio-
nen gefunden wurden, bildete Nosiheptid nur mit zwei Mu-
tanten kovalente Addukte. Vermutlich liegt dies daran, dass
Nosiheptid nur iiber einen Michael-Akzeptor verfiigt, Thio-
strepton dagegen tiber drei. Aus dem Reaktivitdtsmuster des
Covalent Capture kann auf die Orientierung des Liganden in
der Bindungsstelle geschlossen werden, und zusammen mit
anderen Messmethoden (NMR-Spektro-
skopie, Rontgenkristallographie, Molecu-
lar Modeling) bietet die Covalent-Cap-
ture-Strategie eine faszinierende Unter-
suchungsmethode.

a)

3.4. Irreversible kombinatorische Chemie
3.4.1. Organische Synthese mit DNA-Matri-
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Studien, in denen die Reaktionsgeschwindigkeiten viel-
faltiger organischer Reaktionen als Funktion der Anzahl der
die funktionellen Gruppen separierenden Nucleotide unter-
sucht wurden, lieferten iiberraschende Ergebnisse (Abbil-
dung 9a).1%1% Ays der effektiven Molaritit wire zu erwar-
ten, dass die Geschwindigkeit der Bindungsbildung mit zu-
nehmendem Abstand abnimmt. Fiir viele Reaktionen (bei-
spielsweise Bildung von Amidbindungen, Nitro-Aldol-Addi-
tion, Wittig-Olefinierung, Heck-Kupplung) wurde aber
beobachtet, dass die Bildungsgeschwindigkeit vom Abstand
der reaktiven Gruppen unabhingig ist (0 bis 10 Basen, bei der
Addition von Thiol an Maleimid oder a-Iodacetamid sogar 30
Basen). Als Erkliarung wurde vorgeschlagen, dass nicht die
Bildung der kovalenten Bindungen der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt ist, sondern das Annealing der beiden
DNA-Striange. Dies wurde durch die Befunde bestétigt, dass
die Bildung der kovalenten Bindungen einer Kinetik zweiter
Ordnung folgt (jeweils erster Ordnung pro DNA-Strang) und
dass die Bindungsbildung bei Verringerung der Konzentrati-
on beider Stringe langsamer wird. Diese Beobachtung fiihrte
zu einem Modellvorschlag, demzufolge bei kleinen Abstén-
den der funktionellen Gruppen die Doppelstrangbildung der
DNA der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, sodass die
kovalente Bindungsbildung mit konstanter Reaktionsge-
schwindigkeit verlduft (Abbildung 9a).!"'" Mit zunehmendem
Abstand nimmt dann die effektive Molaritdt der reaktiven

Geschwindigkeit der
Bindungsbildung

Geschwindigkeit
des Annealings
zwischen Matrize
und Reagens

v
abstandsunab-
hdngiger Bereich

zen zwischen den funktionellen
Gruppen

Die organische Synthese mit DNA-
Matrizen (DTS; ,,DNA-templated organic
synthesis®) erfidhrt seit einigen Jahren
wieder verstirkte Aufmerksamkeit.1%! n—
Die Eleganz der DTS liegt in ihrer Di- einzelner Satz B\othB Biotin, __
rektheit, einfach indem die Hybridisierung  b) von Reaktions- e i

Kthe : Pool A + Pool B bedmgungen WW -S

mit einem DNA-Strang genutzt wird, um (n x m Substrat- As

die effektive Molaritét reaktiver Gruppen
zu erhohen. Dadurch gelingt es, gewohn-
liche organische Reaktionen bei nanomo-
laren Konzentrationen zu untersuchen, die
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Bindungsbildung

(vor Selektion) oder

Fluorophor

funkllonal|5|erte Padlkel W

Kombination ohne

Markierung mit rotem

griinem (nach Selektion)

COCPP

fuir bindungsbildende Kombi-
nationen codierende
A5 + B9 DNA-Sequenzen

Kombination mit

Atz Bindungsbildung

Hybridisierung an ein
DNA-Mikroarray, das alle
vorkommenden Codierungs-
und Annealing-Sequenzen
enthalt

A5 und B9

tiven Position beider DNA-Stringe und
bietet daher die Moglichkeit, die Positio-
nen der reaktiven Gruppen systematisch
Zu variieren.

Angew. Chem. 2009, 121, 2324 —2343

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

reagieren unter
Bindungsbildung

.

Abbildung 9. a) Erklirung fiir die beobachtete Abstandsunabhingigkeit bei der Bildung kovalenter Bin-
dungen in der DTS. b) Kombinatorische Anwendung der DTS.
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Gruppen solange kontinuierlich ab, bis die Bildung der ko-
valenten Bindungen zum geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt wird (wodurch eine Abstandsabhéngigkeit resultiert).

Fiir die DTS ist eine Abstandsabhingigkeit ungiinstig, da
sie die reagenscodierenden Positionen auf einer DNA-Ma-
trize beschriankt. Das Problem wurde durch Verwendung
einer so genannten Omega(Q)-Matrize gelost, die einige
Nucleotide (3-5) am reaktiven 5’-Ende enthilt, die komple-
mentér zu einem iiberhdngenden Bereich am reaktiven 3'-
Ende des Reagens sind.'""" Die Zahl der Basenpaare ist fiir
eine Doppelstrangbildung zu klein, und diese findet nur dann
statt, wenn das Reagens eine zusétzliche Codierungsregion
enthilt, die zu einer entfernt befindlichen Codierungsregion
der Matrize komplementir ist. So entsteht eine Auswolbung
(Q) der Matrize, die die beiden reaktiven Gruppen in enge
Nachbarschaft zueinander bringt. Mit diesem Aufbau verlie-
fen abstandsabhingige 1,3-dipolare Cycloadditionen und re-
duktive Aminierungen sogar dann effektiv, wenn die Codie-
rungsregion 15 bis 25 Basen von den reaktiven Enden ent-
fernt war.

Das enorme Potenzial der DTS zur Aufkldrung organi-
scher Reaktionen zeigte sich bei der Untersuchung der Bil-
dung kovalenter Bindungen in einer 144 Verbindungen ent-
haltenden kombinatorischen Bibliothek, die durch Mischen
zweier Reagentienpools A und B mit jeweils zwolf Substraten
erhalten wurde (Abbildung 9b).l"% Die Substrate aus Pool A
wurden an den 5'-Terminus eines DNA-Strangs gebunden,
der eine Codierungsregion fiir das spezifische Substrat ent-
hielt. Die DNA-Striange enthielten auerdem eine Region zur
Doppelstrangbildung mit den Reagentien aus Pool B. Die
Substrate aus Pool B wurden iiber einen Biotin-Linker an den
3'-Terminus eines DNA-Strangs gebunden, der eine Codie-
rungsregion fiir das befestigte Substrat enthielt. Durch Mi-
schen der Pools A und B wurden 144 Heteropaare erhalten,
die anschlieBend auf produktive Kombinationen untersucht
wurden, d.h. auf Substratkombinationen, die zur Bildung
kovalenter Bindungen fithren. Der Covalent-Capture-Vor-
gang resultierte in einem
Transfer der Biotineinheit auf
die A-Substrate, die dann mit-
hilfe magnetischer Streptavi- @) “C:'Eftﬂm
dinkiigelchen nacheinander fi-

Reakhon mit
Verb\ndung A-B

L. J. Prins und P. Scrimin

3.4.2. Identifizierung von Peptidkatalysatoren

Die schwierige Aufgabe einer rationalen Katalysatorent-
wicklung kann durch Methoden der kombinatorischen Syn-
these ersetzt werden."" Allerdings ist auch diese Strategie
nicht unproblematisch, da das Screeningprotokoll eine kata-
lytische Aktivitdt und nicht etwa nur eine statische Mole-
kiileigenschaft wie die Bindungsaffinitdt nachweisen muss.
Erfolgreiche Verfahren zum Screening von partikelfixierten
Katalysatoren beruhen auf IR-Thermographie,!'™” der Bil-
dung unloslicher gefirbter Reaktionsprodukte,™™ fluores-
zierenden pH-Indikatoren!'"”’ oder der Verwendung von
Gelen, die die Produktdiffusion unterbinden.''$:1%]

Zur Anwendung der Covalent-Capture-Strategie im
Rahmen eines Katalysatorscreenings wurde ein kombinato-
risches System in der Weise entworfen, dass eine kovalente
Bindung nur dann gebildet wird, wenn eine Peptidsequenz
katalytische Aktivitdt zeigt. Tanaka, Barbas et al. erzeugten
durch Phagendisplay eine Peptidbibliothek aus 6.4 x 10’
Komponenten, indem sechs Aminosduren wahllos an den C-
Terminus eines 18 Aminosduren langen, o-helicalen Peptids
gebunden wurden, das die Decarboxylierung von Oxalessig-
siure katalysiert."® 2!l Die Selektion der Peptide wurde in
der Weise durchgefiihrt, dass diejenigen Peptide, die mit
Rinderserumalbumin(BSA)-markierten 1,3-Diketonen ein
stabiles Enaminon bilden konnten, durch Covalent Capture
fixiert wurden. Die selektierten Peptide beschleunigten
Aldol- und Retroaldolreaktionen um Faktoren bis 1400 (k,/
kunkal)'

Wennemers et al. entwickelten ein elegantes Screening-
verfahren, um niedermolekulare Peptide als Katalysatoren
fiir die asymmetrische Aldolreaktion zu identifizieren. Das
Prinzip des Verfahrens beruht darauf, dass der Katalysator
und eines der Reagentien an Harzkiigelchen co-immobilisiert
werden (Abbildung 10a).'*! Durch codierte Split-Mix-Syn-
these wurde eine Bibliothek bestehend aus 3375 potenziellen
Tripeptidkatalysatoren hergestellt, die anschlieBend iiber

C Verbindung 1

Verbindung 2

xiert und durch Polymerase- [Verbindung 2] Verbindung 2
k.ettenreaktion .(PCR) mit [Verbindung 4] A
einem den Cyanin-Fluorophor ®) G
Cy3 enthaltenden DNA-Primer
verstiarkt wurden. Die aktiven o
Substratkombinationen wurden H H

e . N i § g
mithilfe eines DNA-Mikroar: b) H-AA"-AATAA N pyerN .
rays, das alle vorkommenden H 0 .

Codierungs- und Annealing-
Sequenzen enthielt, identifi-
ziert. Das Verfahren fiihrte
unter anderem zur Entdeckung
einer neuen Pd"-vermittelten
Alkin-Alken-Makrocyclisie-
rung.

H _—

o] H o] G
N\/\/lkN N.,O
0 H o

=INHCH.COL  DyeOH= 6y (=3 N O-oH

Dispersrot 1

Abbildung 10. a) Prinzip der gemeinsamen Immobilisierung von Katalysator und Substrat zur Suche

nach neuen Katalysatoren. b) Anwendung der in (a) skizzierten Strategie zur Suche nach neuen Peptid-

katalysatoren fiir Aldolreaktionen.
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einen Abstandhalter (,,spacer”) mit einem Reagens A (einem
von Livulinsiure abgeleiteten Keton) verkniipft wurden.!?!
Ein zugefiigtes Reagens B (ein farbstoffmarkierter Benzal-
dehyd) wurde nur dann am Harz fixiert, wenn das Peptid
katalytisch aktiv war (Abbildung 10b). Nach Isolierung und
Analyse der gefiarbten Kiigelchen wurden zwei signifikante
Konsensussequenzen entdeckt, von denen eine, H-L-Pro-L-
Pro-L-Asp-NH,, in der asymmetrischen Aldolreaktion kata-
lytisch aktiver als L-Pro war. Vom Konzept her bedeutet
dieses Verfahren ein wesentlicher Fortschritt, da es keine
Informationen iiber den Reaktionsmechanismus und die be-
teiligten Intermediate erfordert.

4. Reversibles Covalent Capture

4.1. Selbstorganisation durch Wasserstoffbriicken in wdssriger
Losung

Die durch Wasserstoffbriicken vermittelte Selbstorgani-
sation von Molekiilen in Wasser bleibt eine der gro3en Her-
ausforderungen in der nichtkovalenten Synthese. Syntheti-
sche Selbstorganisationen erreichen bei Weitem noch nicht
die Komplexitit biologischer Selbstorganisationsvorgénge,
die oft mit vielzdhligen Wasserstoffbriicken verbunden sind.
Die hauptsdchlichen Erfolge bei der Bildung von Wasser-
stoffbriicken in Wasser wurden mit der Erzeugung von hy-
drophoben Mikroumgebungen erzielt, beispielsweise von
Micellen!"**!»! oder stabformigen Polymerstapeln.[126:127)

Erst kiirzlich zeigten Gong et al., dass durch ein Zusam-
menwirken von Wasserstoffbriicken und dynamischen kova-

N\,J\ /t?éj\ JL\/N

(o]
Trits _~_J\
8
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lenten Bindungen spontan diskrete Strukturen in Wasser
entstehen konnen, bei denen die Wasserstoffbriicken eine
Sequenzselektivitit erzeugen.'”®!?! Die Oligoamide 8 und 9
aggregieren in nichtpolaren Medien zu dem sehr stabilen
Doppelstrang 8-9, der von sechs Wasserstoffbriicken zusam-
mengehalten wird (Abbildung 11). Die komplementére An-
ordnung von Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren in
8 (DADDAD) und 9 (ADAADA) stellt sicher, dass der He-
terodoppelstrang 89 das einzige Produkt ist. Ahnlich bilden
die Oligoamide 10 (DDAADD) und 11 (AADDAA) aus-
schlieBlich den Heterodoppelstrang 10-11. In wissrigen
Medien geniigen die Wasserstoffbriicken alleine nicht, um
den Dimeren eine ausreichende thermodynamische Stabilitét
zu verleihen. Die ausschlieBliche Bildung des Doppelstrangs
8—9 wurde erst beobachtet, wenn die Wasserstoffbriickenbil-
dung mit einer reversiblen Disulfidbildung kombiniert wurde,
indem ein dquimolares Gemisch von 8 und 9 in einem 9:1-
Gemisch von H,O und THF mit Iod behandelt wurde. Es
stellt sich die naheliegende Frage, zu welchem MafB die
Doppelstrangbildung von der Bildung von Wasserstoffbrii-
cken getrieben wird. In Kontrollexperimenten wurde gezeigt,
dass sowohl Strang 8 als auch Strang 9 in Abwesenheit des
komplementdren Strangs eine homocyclische Struktur mit
intramolekularer Disulfidbindung bilden. Das Oligoamid 10,
das eine zu 8 und 9 nichtkomplementdre Anordnung von
Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren aufweist, storte
die Bildung des Doppelstrangs 8—9 nicht. Andererseits ergab
die Umsetzung von 10 mit seinem komplementédren Partner
11 ausschliefllich den Doppelstrang 10—11.

Die Bedeutung des Erkennungsvorgangs wurde in einem
Folgeexperiment bestitigt, bei dem sechs Oligoamide (in der
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Abbildung 11. Sequenzspezifische Assoziation von Oligoamiden in wissrigen Medien.
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Form von drei Paaren komplementérer Strange mit der Fa-
higkeit zur Bildung von zwei, vier oder sechs Wasserstoff-
briicken) in 4quimolarem Verhiltnis gemischt wurden.['?”) Im
thermodynamischen Gleichgewicht war jeder Strang aus-
schlieBlich mit seinem komplementiren Partner dimerisiert,
obwohl rein statistisch gesehen eine Vielzahl von Doppel-
strangen hitte entstehen konnen. Diese Erscheinung wird als
»Selbstsortierung bezeichnet und beschreibt eine Situation,
in der ein System unter thermodynamischer Kontrolle eine
nichtstatistische ~Zusammensetzung einnimmt.**3  In
diesem speziellen System beruht die Selbstsortierung auf der
Kombination von nichtkovalenten und dynamischen kova-
lenten Bindungen. Es kommt zur Selbstsortierung, weil die
Bindungspartner eine groftmogliche Anzahl von Wasser-
stoffbriicken und kovalenten Bindungen anstreben.

Wie bedeutend die rdumliche Anordnung der reaktiven
Gruppen und der Erkennungsmodule fiir die thermodyna-
mische Stabilitét eines Systems ist, wurde auch von Philp und
Bennes sehr eindrucksvoll gezeigt. In einem einfachen Mo-
dellsystem fiihrten sie eine reversible Diels-Alder-Reaktion
zwischen dem Dien 12 und den Dienophilen 13-15 mit Ab-
standhaltern  verschiedener  Linge  durch  (Abbil-
dung 12a).1%%13 Die reversible kovalente Bindung wird von
der Bildung zweier Wasserstoffbriicken zwischen den
Amidopyridin- und Carbonsdureeinheiten begleitet. Alle
Diels-Alder-Produkte 16-18 werden von Wasserstoffbriicken
stabilisiert, am stidrksten jedoch das Produkt 17, bei dem die
Léange des Abstandhalters die optimale Geometrie zur Bil-
dung von Wasserstoffbriicken ermdoglicht (Figure 12b).
Ahnlich wie bei den Ergebnissen von Gong und Mitarbeitern
war also die Stiarke der nichtkovalenten Bindungen der be-
stimmende Faktor fiir die thermodynamische Stabilitit des
Produkts.

Die Arbeit von Philp und Bennes ist noch auch aus einem
anderen Grund interessant, indem sie einen grundlegenden
Unterschied zwischen irreversiblem und reversiblem Cova-
lent Capture aufdeckt. Neben der thermodynamischen Sta-
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bilitdt untersuchten die Autoren auch den Einfluss des
Erkennungsvorgangs auf die Produktbildungsgeschwindig-
keit und fanden dabei eine andere Rangfolge: Die schnellste
Reaktion findet nicht mit dem Dienophil 14, sondern mit 13
statt, das den kiirzesten Abstandhalter aufweist. Eine Erkla-
rung wire, dass der aus nur einem C-Atom bestehend Ab-
standhalter den schnellsten Zugang zum Diels-Alder-Uber-
gangszustand bietet, dabei aber nicht flexibel genug ist, um
die Bildung von zwei Wasserstoffbriicken im Endprodukt
zuzulassen. Das fiihrt dazu, dass 13 schneller reagiert als 14,
wihrend 17 das stabilste Produkt ist. Demzufolge ist 16 das
kinetisch bevorzugte Produkt des Modellsystems, wahrend 17
die thermodynamisch stabilste Verbindung darstellt. Es ist
wichtig zu erkennen, dass die Bildung des kinetischen Pro-
dukts vollig &dquivalent zu einem irreversiblen Covalent-
Capture-Vorgang ist (Abschnitt 3). Mit anderen Worten hitte
im Modellsystem von Philp und Bennes irreversibles Cova-
lent Capture die Verbindung 16 als Hauptprodukt ergeben,
wihrend unter reversiblen Bedingungen das thermodynami-
sche Produkt 17 dominiert. Der Vorgang der nichtkovalenten
Erkennung ist fiir beide der gleiche.

4.2. Messung von Stabilitdt und Ordnung in biologischen
Strukturen
4.2.1. Peptide

Die Aufklarung der Kréfte und Vorginge, die die Faltung
von Peptidstringen zu Proteinen bestimmen, ist von grof3ter
Bedeutung fiir das Verstdndnis von Erkrankungen, die mit
Faltungsfehlern von Proteinen verbunden sind, und fiir die
Entwicklung von kiinstlichen Peptidkonstrukten.!'>3 Zur
Erfassung von Proteinfaltungsvorgdngen werden im Allge-
meinen Anderungen eines spektroskopischen Indikators der
hoher geordneten Struktur unter Bedingungen beobachtet,
die zur Denaturierung des Proteins fithren (Konzentration,
Temperatur, Ionenstiarke). Ein mogliches Problem besteht

Abbildung 12. a) Reversible Diels-Alder-Reaktion zwischen dem Dien 12 und den Dienophilen 13-15. b) Réntgenkristallstruktur des Diels-Alder-

Addukts 17.
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darin, dass die intrinsischen Stabilititen der Grenzkonfor-
mationen, also nativ und vollstindig denaturiert, von den
experimentellen Bedingungen beeinflusst werden konnten.
Vor diesem Hintergrund entwickelten Gellman et al. die
neue Strategie des Thioesteraustauschs im Proteinriickgrat
(,,backbone thioester exchange“, BTE), die eine bedin-
gungsunabhingige Messung der Stabilitdt des geordneten
Zustands von Polypeptiden ermoglicht.!'*” Beim BTE-Ansatz
wird eine Amidbindung in der Hauptkette des Polypeptids
durch einen Thioester ersetzt, der in wéssriger Losung bei
neutralem pH-Wert einen Thioester-Thiol-Austausch einge-
hen kann (Abbildung 13). Die Methode wurde zunichst am

[
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Abbildung 13. Thermodynamisches Gleichgewicht beim Thioester-Aus-
tausch im Proteinriickgrat. Der entscheidende Parameter ist die
Gleichgewichtskonstante Ky, die mit der freien Bindungsenergie
zwischen den beiden Peptidfragmenten 18 und 19 in Beziehung steht.

Beispiel des Rinderpankreaspolypeptids (bPP) getestet. Das
Protein bPP besteht aus nur 36 Aminosiduren und weist eine
definierte Tertidrstruktur auf, bei der das N-terminale Po-
lyprolin-II-Segment 19 auf das C-terminale a-helicale Seg-
ment 18 zuriickgefaltet ist. Als auszutauschende Amidbin-
dung wurde die Bindung zwischen den Aminosduren 9 und 10
gewdhlt, die in einer Schleife angeordnet und nicht an intra-
molekularen Wasserstoffbriicken beteiligt ist. Nach Zusatz
des Thiols 20 (Thioglycoyltyrosin-N-methylamid) stellte sich
ein Gleichgewicht ein, in dem das Thiol mit dem C-termina-
len Segment um die Bildung eines Thioesters mit dem N-
terminalen Segment konkurriert. Unter der Annahme, dass
das Referenzthiol keine tertidire Wechselwirkung mit dem N-
terminalen Segment eingeht und dass die beiden Thioester-
bindungen isoenergetisch sind, kann eine Verschiebung des
Gleichgewichts zugunsten von t-bPP direkt mit einer giinsti-
gen tertidren Wechselwirkung zwischen den N- und C-ter-
minalen Segmenten in Verbindung gesetzt werden. Diese
Argumentation ist natiirlich nur dann stichhaltig, wenn die
Stabilitdt der o-Helix im C-terminalen Segment von der
Tertidrstruktur unabhéngig ist. Dies wiederum bedeutet, dass
Systeme, bei denen Sekundér- und Tertidrstrukturen syner-
gistisch gebildet werden, fiir eine solche Analyse zu kompli-
ziert sind. Bei bPP, bei dem auch ohne die Tertidrstruktur die
a-Helix grofteils erhalten bleibt, ist dies nicht der Fall.

Mit diesem eleganten Ansatz kann der Einfluss von Ein-
zelmutationen in der Polypeptidkette auf die Stabilitdt der
gefalteten Struktur schnell untersucht werden. Fiir bPP
wurden in einem solchen Experiment die Kgrg-Werte bei Ala-
Substitution der Reste Tyr,, und Try,; untersucht, fiir die aus
NMR-Messungen bekannt ist, dass sie eine entscheidende
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Rolle bei der Bildung der Tertidrstruktur spielen. Die posi-
tiven Werte von AGryungsre Weisen darauf hin, dass durch das
Entfernen der Tyrosinreste giinstige Kontakte verloren
gingen.

Die gleiche Arbeitsgruppe verwendete den BTE-Ansatz
weiterhin, um die Auswirkungen einer Substitution von Phe
durch Fs-Phe auf die Konformationsstabilitdt der Kopf-Sub-
domine von Hiihnervillin (¢VHP) zu untersuchen!™**! und um
bevorzugte Seitenkettenkonstellationen an antiparallelen
Coiled-Coil-Grenzflichen zu identifizieren.'* Fiir den letz-
teren Fall hatten bereits Ghadiri et al. in ihrer klassischen
Veroffentlichung iiber die chiroselektive Replikation von
Peptiden den gleichen dynamischen Ansatz verwendet, um
die Stereospezifitit der Coiled-Coil-Bildung zu zeigen.'*"!
Die (groBere) Stabilitit eines homochiralen Coiled-Coils im
Vergleich zu seinem heterochiralen Analogon wurde anhand
zweier Experimente studiert: durch langsame Oxidation
eines racemischen Gemischs von gewundenen Peptiden 21°°-
SH und 21"-SH und anhand der Beschleunigung des Disul-
fidaustauschs in einem Glutathion-Redoxpuffer, wobei von
einem heterochiralen Dimer 21°°-S-S-21'" ausgegangen
wurde (Abbildung 14a). Rein statistisch wire ein 1:1-Ver-
hiltnis von homochiralen (21°°-S-S-21°, 21*-S-S-21"") und
heterochiralen (21°P-S-S-21'") Coiled-Coils zu erwarten. In
beiden Experimenten wurde jedoch durch HPLC-Analyse
das vollige Fehlen des heterochiralen Dimers 21°P-S-S-21"
im thermodynamischen Gleichgewicht gezeigt (Abbil-
dung 14b). Auch Kumar et al. beobachteten die Selbstsor-
tierung von Coiled-Coils, die ein Kohlenwasserstoff- oder
Fluorkohlenwasserstoffmotiv enthielten.!'!

Ebenfalls Gellman et al.l*?) dehnten den BTE-Ansatz
kiirzlich auf sekundire Peptidstrukturen aus, im Besonderen

a) SH
Oxidation
Glutathion an Luft
— <__’
21'-8-5-21% (21-S),, ). 21"-SH,21°°-SH
b) (21%-8),, (217°-8),

21"-8-8-21

Abbildung 14. a) Bei der langsamen Oxidation eines racemischen Ge-
mischs gewundener Peptide 21°°-SH und 21-SH an Luft sowie auch
bei einem vom heterochiralen Dimer 21°°-S-S-21"" ausgehenden Disul-
fidaustausch in einem Glutathion-Redoxpuffer werden ausschlieRlich
die homochiralen Dimere (21'--S), und (21°°-S), gebildet wie durch
HPLC-Analyse (b) nachgewiesen wurde.
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auf die Bildung von p-Faltblittern. Eine konzeptionell ver-
wandte Studie hatten zuvor schon Balasubramanian et al.('*"!
publiziert, die darin das thermodynamische Gleichgewicht
zwischen den beiden Peptiden 22 und 23 mit einer bzw. vier
Leu-Lys-Wiederholungssequenzen, die Peptide zur Bildung
von [-Faltblattern prédisponieren (Abbildung 15), unter-

0

HzN(IZI:-KLth:-NHZ

HNC-KLKLKLKLGC-NH,
o

0

HZN(I.‘I,-KLG(I:-NHz

HNC-KLGC-NH,
)

22-S-§-22 22-S-8-23

o}

HZN&—KLKLKLKLG(‘I-NHZ
HNC-KLKLKLKLGC-NH,
o)

23-S-S-23

Abbildung 15. Mégliche Dimerisierungsprodukte eines Gemischs von
22-SH und 23-SH.

suchten. Bei konventionellem Disulfidaustausch wurde eine
deutliche Bevorzugung des dimeren Peptids 23-S-S-23 ge-
geniiber den anderen moglichen dimeren Peptiden (22-S-S-
23, 22-S-S-22, 22-S-S-G und 23-S-S-G, wobei G fiir die redu-
zierte Form des Glutathion-Redoxpuffers steht) beobachtet.
Mit 2D-NMR-Spektroskopie wurden Kontakte zwischen den
beiden Peptidstrangen nachgewiesen und so die Vermutung
bestétigt, dass die Ursache der hoheren thermodynamischen
Stabilitdt des Dimers 23-S-S-23 in der Bildung eines {3-Falt-
blatts zu suchen ist. Der gleiche Ansatz wurde spéter auch
zum Priifen von Peptid-Nucleinsduren auf Sekundirstruktu-
ren verwendet.*!

4.2.2. Doppelschichtmembranen

Die Hypothese, dass sich in fluiden biologischen Mem-
branen Cluster (oder Doménen) von Lipiden mit geordneter,
nichtstatistischer Verteilung der Lipide bilden, war Gegen-
stand einer kontrovers gefithrten Debatte. Etliche Arbeiten
weisen darauf hin, dass solche Cluster, die auch als ,,Lipid-
floBe* (lipid rafts) bezeichnet werden, eine wichtige Rolle bei
der Steuerung verschiedener zellulirer Vorgénge spielen
konnten, z. B. bei der Signalweiterleitung und beim Transport
durch die Membran.'*! AuBerdem wurden sie mit der Pro-
duktion und dem Zelleintritt von Viruspartikeln in Verbin-
dung gebracht.*! Eine Hauptkomponente der Zellmembra-
nen von Sdugern ist Cholesterin, dessen strukturelle Rolle bei
der Bildung kondensierter, fluider Membranen rétselhaft
bleibt, trotz zahlreicher Studien zu Cholesterin und Phosp-
holipide enthaltenden Membranen.

Regen et al. entwickelten ein ,,nearest-neighbour recog-
nition“ (NNR) genanntes Verfahren, bei dem die Fahigkeit
der einzelnen Lipidmolekiile, mit den néchsten Nachbarn zu
reagieren, als Basis zur quantitativen Beschreibung der Ten-
denz von Lipiden zur Clusterbildung genutzt wird. Das Ver-
fahren beruht auf dem reversiblen Covalent Capture von zwei
benachbarten Lipiden (oder Lipid und Cholesterin) tiber die
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reversible Bildung einer Disulfidbriicke.¥'*! Das Prinzip
der Methode ist einfach: Wenn die Lipide A und B iiber eine
reversible Bindung miteinander verkniipft sind, bildet sich
durch Gleichgewichtseinstellung ein Gemisch von Homo-
(AA und BB) und Heterodimeren (AB). Ohne thermody-
namische Bevorzugung ist die Gleichgewichtsverteilung AA/
BB/AB gleich 1:1:2, entsprechend der Gleichgewichtskon-
stanten K =4 (Abbildung 16). Eine Verschiebung des

K ) [ AB]Z
" [AA]BB]

AA BB AB

Abbildung 16. Prinzip der NNR-Methode: Zwei Homodimere AA und
BB iquilibrieren zu einem Gemisch der Homodimere und Hetero-
dimere AB.

Gleichgewichts zugunsten der Hetero- oder Homodimere
zeigt eine nichtstatistische Verteilung in der fluiden Doppel-
schicht an. Die Autoren konnten NMR-spektroskopisch
nachweisen, dass Cholesterin bevorzugt an Lipide mit langen
Kohlenwasserstoffketten (C;s und C;g) bindet, wenn die Ste-
rinkonzentration biologisch relevante Niveaus erreicht. Das
Experiment stiitzt die Theorie, dass Cholesterin und Lipide in
biologischen Membranen ,, Komplexe*“ bilden.'"*1% Dariiber
hinaus wurden Hinweise fiir die ,,kondensierende® Wirkung
des Cholesterins auf Lipiddoppelschichten gefunden. Dies
impliziert, dass die flexiblen Acylketten der Phospholipide
formkomplementdr zu benachbarten Cholesterinmolekiilen
sind, sodass eine enge Packung mit zahlreichen hydrophoben
Kontakten entsteht. Cholesterin scheint also als eine starre
hydrophobe Matrize fiir die Membranlipide zu wirken, um so
ihre Wechselwirkungen zu maximieren.

4.3. Reversible kombinatorische Chemie
4.3.1. Wirkstoffsuche

In den oben beschriebenen Beispielen fiir reversibles
Covalent Capture wurden Systeme mit nur wenigen Spezies
und Gleichgewichten untersucht. In diesem Abschnitt wird
gezeigt, dass dynamisches Covalent Capture auch eine ex-
zellente Strategie fiir die kombinatorische Suche nach neuen
Wirkstoffen und Katalysatoren sein kann.

Ein auf einer Anbindungsstrategie (,tethering strategy*)
beruhendes, kombinatorisches Screening wurde bei Sunesis
Pharmaceuticals zur Suche nach proteinbindenden Liganden
verwendet (Abbildung 17a).°"'%¥] Die Methode nutzt einen
Disulfidaustausch zwischen einem Cysteinrest in der Nihe
des Bindungszentrums des Proteins und einer kleinen Bi-
bliothek disulfidhaltiger Liganden. Hierbei wird angenom-
men, dass die meisten Molekiile in der Bibliothek keine in-
trinsische Affinitét fiir das Protein aufweisen und dass sich die
Disulfidbindung zwischen Ligand und Protein leicht redu-
zieren lasst. Bindende Wechselwirkungen zwischen einem
Liganden und dem Bindungszentrum des Proteins stabilisie-
ren nun aber die Disulfidbindung und verschieben das ther-
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Abbildung 17. a) Prinzip der Anbindungsstrategie und b) der erweiterten Anbindungsstrategie fiir die Wirkstoffsuche.

modynamische Gleichgewicht hin zum modifizierten Protein.
Indem man die Zusammensetzung im thermodynamischen
Gleichgewicht bestimmt, kann nun dasjenige Molekiil der
Bibliothek ermittelt werden, das die gro3te Affinitét fiir das
Zielprotein zeigt.

Die Methode wurde am Beispiel der Thymidylatsynthase
(TS) validiert, die einen Cysteinrest im aktiven Zentrum
trigt.>" TS ist an der Synthese von Thymidinmonophosphat
(dTMP) beteiligt und ist daher ein wichtiges Target von tu-
mortherapeutischen Wirkstoffen. Mogliche Liganden wurden
in Zehnergruppen gescreent und massenspektrometrisch
identifiziert. Die Anbindungsexperimente wurden mit einem
Uberschuss an 2-Mercaptoethanol durchgefiihrt, um redu-
zierende Bedingungen und somit Reversibilitdt zu erzielen.
Das Screening von insgesamt 1200 disulfidhaltigen Frag-
menten resultierte in einer starken Selektion von N-Arylsul-
fonamidprolin-Derivaten, wie z.B. N-Tosyl-D-prolin. Auch
hier ist entscheidend, dass die thermodynamische Stabilitét
von der nichtkovalenten Wechselwirkung zwischen dem Li-
ganden und dem Protein bestimmt wird. Als Beleg hierfiir
gilt, dass die beobachtete Verteilung der kinetischen Pro-
dukte (ohne Reduktionsmittel) von der Zusammensetzung
im thermodynamischen Gleichgewicht vollig verschieden ist
und nur eine méBige Selektion von N-Tosyl-D-prolin zeigt.
Die hohe Empfindlichkeit dieser Methode zum Nachweis
schwacher Wechselwirkungen wird durch den sehr hohen
Wert illustriert, der fiir die Dissoziationskonstante ermittelt
wurde (1.1 mm).

Zwei weiterentwickelte Varianten der Anbindungsstra-
tegie sind die Fragment-Assemblierung!™>¥ und die erweiterte
Anbindungsmethode.™> Bei der Fragment-Assemblierung
wird der letztendliche Wirkstoff durch Zusammenfiigen von
in verschiedenen Screeningexperimenten ermittelten Frag-
menten erhalten.** Die Bindung von Interleukin-2 (IL-2) an
seinen Rezeptor induziert die Proliferation von T-Zellen und
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ist ein wichtiges Target zur Behandlung von Immunstérun-
gen. Eine Reihe von IL-2-Mutanten wurde hergestellt, indem
Cysteinreste in der Umgebung der an der Rezeptorbindung
beteiligten Proteinstelle eingefithrt wurden. Ein Screening
der Mutanten gegen eine Bibliothek von 7000 disulfidhaltigen
Fragmenten selektierte mehrere strukturell verwandte Frag-
mente mit einer Affinitit fiir den Bereich um die Rezeptor-
bindungsstelle. Im néchsten Schritt wurde ein fokussierter
Satz von 20 Fragmenten prépariert, die mit einem bekannten,
durch konventionelle Wirkstoffsuche entwickelten Inhibitor
von IL-20 zusammengefiigt wurden. Inhibitionsexperimente
ergaben bei 8 der 20 Verbindungen eine 5- bis 50-fache Zu-
nahme der Affinitdt im Vergleich zu dem urspriinglichen
Inhibitor, wodurch der ICs-Wert in den nanomolaren Be-
reich gedriickt werden konnte.

Bei der erweiterten Anbindungsmethode wird ein Cys-
teinrest in der Nédhe des aktiven Zentrums eingefiihrt und
dann mit einem ,,Verldngerungsstiick®, das ist ein kleines
Molekiil mit einer geschiitzten Thiolgruppe und einer Affi-
nitdt fiir das Protein, kovalent modifiziert (Abbildung 17b).
Das Entfernen der Schutzgruppe setzt einen Thiolrest frei,
der fiir ein dynamisches Screening genutzt werden kann. Die
selektierten Fragmente werden anschlieBend mit dem Ver-
langerungsstiick durch kovalente Bindung zum fertigen
Wirkstoff zusammengefiigt. Mithilfe der erweiterten Anbin-
dungsstrategie wurde ein neuer Inhibitor fiir Caspase-3 ent-
deckt.

Die Ergebnisse von Erlanson etal. und anderen!!!!
machen deutlich, wie erfolgreich reversibles Covalent Cap-
ture in der Wirkstoffentwicklung eingesetzt werden kann.
Der Hauptvorteil der Anbindungsstrategie liegt darin, dass
auch sehr schwache Wechselwirkungen zwischen dem Ziel-
protein und Molekiilen der Bibliothek erfasst werden. Be-
sonders vielversprechende Varianten sind die Fragment-As-
semblierung, bei der schwach bindende Fragmente zu einem
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einzelnen, nun hochaffinen Molekiil zusammengefiigt
werden, sowie die erweiterte Anbindungsmethode zur Ver-
besserung der Bindungsaffinitdt bekannter Inhibitoren durch
Anfiigen selbstselektierter Fragmente.

4.3.2. Katalysatorsuche

Bei der Suche nach neuen Katalysatoren bietet die dy-
namische Chemie einen schnellen Zugang zu Ligandensys-
temen ohne aufwindige Syntheseprozeduren. So wurde in
letzter Zeit viel iiber selbstorganisierte Katalysatorsysteme
geforscht, bei denen der Zusatz des Metallions zu einem dy-
namischen Ligandensystem die Zusammensetzung zugunsten
des Katalysators verschiebt. Beispielsweise wurde durch
Zusatz eines Rh-Ions zu einem 2-Pyridon/2-Hydroxypyridin-
Tautomersystem mit Diphenylphosphanliganden das Gleich-
gewicht vollstindig zum unsymmetrischen Dimer hin ver-
schoben, bei dem es sich um das nichtkovalente Aquivalent
eines herkommlichen kovalenten zweizdhnigen Liganden
handelt."™ Diese Strategie wurde auch zur schnellen Her-
stellung und zum Screening von Bibliotheken supramoleku-
larer Katalysatoren eingesetzt.[1°*161

Unsere Arbeitsgruppe hat erst kiirzlich gezeigt, dass re-
versibles Covalent Capture zur Suche nach neuen Katalysa-
toren verwendet werden kann (Abbildung 182)."? Hierzu
wurde eine zehnteilige Hydrazinbibliothek auf Komponenten
gescreent, die mit einem Phosphonat, das ist ein Ubergangs-
zustandsanalogon der basischen Esterhydrolyse, wechselwir-
ken konnen (Abbildung 18b). Funktionelle Gruppen, die mit
der Phosphonatgruppe stabilisierend wechselwirken, sollten
auch den Ubergangszustand stabilisieren und daher die Es-
terhydrolyse beschleunigen. Das Screening liefert ein direktes

Zielbindung

Verwendung des
Ubergangszustands-
analogons

Anbringen der fur
dynamisches Capture
geeigneten Gruppierung

L. J. Prins und P. Scrimin

Ergebnis, da stabilisierende Wechselwirkungen die thermo-
dynamische Stabilitidt des entsprechenden Hydrazons erho-
hen und zu einer erhohten Konzentration im Vergleich zu
einem Kontrollmolekiil ohne Targetgruppe fithren. Ande-
rungen in der Zusammensetzung eines solchen dynamischen
Systems konnen mit 'H-'*C-HSQC-Spektroskopie anhand
der charakteristischen Imin-Signale gut verfolgt werden. Im
Ergebnis wurde eine Korrelation gefunden zwischen der
thermodynamisch getriebenen Anreicherung einer Kompo-
nente und der Effizienz, mit der die selektierte chemische
Funktion die intramolekularen Katalyse unterstiitzt. Zum
Beispiel wurde das Hydrazon 24, das eine Ammoniumgruppe
enthilt, am stirksten angereichert, und die Estereinheit in 25
wurde 60-mal schneller hydrolysiert als eine Referenzver-
bindung. Kontrollexperimente lieferten starke Hinweise
dafiir, dass die Reaktionsbeschleunigung von der Stabilisie-
rung des Ubergangszustands verursacht wird. Selbstver-
stindlich konnte diese Arbeit keinen ,,echten®, funktionsfi-
higen Katalysator liefern, da die Esterbindung in intramole-
kularer Form vorliegen musste. Dennoch ist davon auszuge-
hen, dass der Ansatz in Kombination mit einer unabhéngigen
Suche nach Substrataffinitidten oder zur Verbesserung be-
kannter Katalysatoren sehr niitzlich sein wird.

Eine weitergehende Untersuchung dieses Systems zeigte
aber auch die experimentellen Grenzen der reversiblen Co-
valent-Capture-Methode auf.'"®! So wurde beobachtet, dass
die thermodynamisch getriebene Anreicherung bei hohen
Probenkonzentrationen und hohem Hydrazidiiberschuss
verschwindet. Dies wurde damit erklart, dass unter diesen
Bedingungen die intermolekulare anstelle der intramoleku-
laren Wechselwirkung bevorteilt ist.

R
CNHNH,
m EI) Positionierung der
CNHNH, funktionellen Gruppe
0 SeHERIH, nahe an der Zielbindung
il * 0
CNHNH, ]
" E?me
—_—
4_

Selektion der
funktionellen Gruppe

e = 8 Y & NH
0\|//0 503 O —OJ\ o=p=0 " AO
s HO Jro (&O 0
HO . | . N
Ubergangszustand Ny o
24 25

Abbildung 18. a) Anwendung von dynamischem Covalent Capture zur Suche nach neuen Katalysatoren. b) Zielreaktion. c) Selektion der funktionel-
len Gruppe mithilfe des Phosphonat-Ubergangszustandsanalogons. d) Anordnung der selektierten Gruppe in der Nihe der Zielbindung.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Covalent-Capture-Strategien spielen in vielen verschie-
denen Forschungsgebieten eine Rolle. In seiner irreversiblen
Form wird Covalent Capture hauptsichlich verwendet, um
Informationen iiber die Stirke molekularer Erkennungsvor-
ginge zu gewinnen. Hierbei kann es sich um einfache Wirt-
Gast-Wechselwirkungen, Substrat-Enzym- oder auch Prote-
in-Protein-Wechselwirkungen handeln. In neueren Studien
wurde irreversibles Covalent Capture auBerdem vermehrt
zum ,,Einfrieren“ dynamischer Selbstorganisationsprodukte
genutzt.

In der urspriinglichen Fassung ist die Covalent-Capture-
Strategie ein kinetisch kontrollierter Ansatz, der darauf
beruht, dass die Bildungsgeschwindigkeit kovalenter Bin-
dungen durch eine Komplexbildung erhoht wird. Erst die
Entwicklung der dynamischen kovalenten Chemie hat zur
Anwendung von Covalent-Capture-Strategien unter ther-
modynamisch kontrollierten Bedingungen gefiihrt. In jedem
Fall hingt der Erfolg einer Covalent-Capture-Methode stark
davon ab, zu welchem Maf} die Bildung der kovalenten Bin-
dungen mit der Komplexbildung kompatibel ist. Die in
diesem Aufsatz diskutierten Beispiele zeigen, dass das kova-
lent fixierte Produkt, sei es nun unter kinetischer oder ther-
modynamischer Kontrolle erhalten worden, nicht unbedingt
dem stéarksten nichtkovalenten Komplex entspricht. Dieser
Punkt muss bei der Anwendung der Covalent-Capture-Stra-
tegie besonders beachtet werden.

Der besondere Erfolg der Covalent-Capture-Strategie bei
Proteinsystemen ist in der intrinsisch hohen Substratselekti-
vitdt der Proteine begriindet. Diese hohe Selektivitit wiegt
suboptimale Capture-Wechselwirkungen, wie sie z.B. aus
geometrischen Griinden auftreten konnen, weitgehend auf.
Die im Allgemeinen geringere Selektivitidt synthetischer
Systeme macht es schwieriger, das fixierte Produkt mit der
Starke des Ausgangskomplexes in Beziehung zu setzen. Bei
synthetischen Systemen entwickelt sich daher die reversible
Covalent-Capture-Methode immer mehr zur dominierenden
Strategie, da hier die Stidrke der nichtkovalenten Wechsel-
wirkung im kovalenten Produkt von Interesse ist. Anders
ausgedriickt misst man die interessierenden Verbindungen
direkt, wahrend die Wechselbeziehung mit dem Ausgangs-
komplex im Allgemeinen nicht mehr beachtet wird. Damit
wird reversibles Covalent Capture zu einer erfolgverspre-
chenden Methode fiir die Entwicklung selbstorganisierter
Systeme, fiir die Bestimmung von Stabilitdtskonstanten und
fir die Selbstselektion katalytischer Einheiten. Unserer
Meinung nach bietet sowohl der reversible als auch der irre-
versible Covalent-Capture-Ansatz vollig neue Moglichkeiten
zur Entwicklung und Analyse komplexer chemischer Syste-
me.

Die Autoren danken der Universitit Padua (CPDA054893)
und dem italienischen Forschungsministerium (MIUR,
PRIN2006) fiir finanzielle Unterstiitzung.
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