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Abb. 2. Charakteristische Bindungsldngen in A, Mulliken-Partialladungen (in
Klammern) sowie wichtigste Resonanzstrukturen von C5,N*.

(0.039)
(0.001)

sich, daB den Resonanzstrukturen I-IV (Abb. 2) das gréfite
Gewicht zukommt, wobei insbesondere die Strukturen I und II
maBgeblich sind.

Basierend auf dieser von uns erstmals entwickelten Methode
zur Erzeugung der freien Ionen C,,N* und C,,N* arbeiten wir
gegenwiirtig an der Synthese und Isolierung von Heterofulleren-
derivaten wie C;,NR in priparativen Mengen.
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Im FAB-Massenspektrum eines Polyiminoaddukts von Cg,, das durch erschép-

fende Azidaddition gefolgt von N,-Abspaltung hergestellt worden ist, kann

sogar der Einbau von mindestens drei N-Atomen in das Fullerengeriist nachge-
wiesen werden, was insbesondere bei den Fragmentionen der Clustergrofie von

58 Atomen zum Ausdruck kommt.
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Radiofrequenz-verschliisselte kombinatorische
Chemie**

K. C. Nicolaou*, Xiao-Y1 Xiao*, Zahra Parandoosh,
Andrew Senyei und Michael P. Nova*

Kombinatorische Chemie!!! ist seit einiger Zeit der Oberbe-
griff fiir vielversprechende Methoden zur Entwicklung neuer
Wirkstoffe!?) und Werkstoffel®). Wihrend die Mdglichkeiten
dieser Methoden enorm sind, wird ihr derzeitiger Anwendungs-
bereich durch mehrere Faktoren eingeschrinkt. Besonders hin-
derlich ist das Fehlen einer allgemeinen Verschliisselungsmetho-
de, um die Entstehung der chemischen Verbindungen verfolgen
und somit die Strukturaufklirung erst ermdglichen zu k6énnen.
Ungeachtet der Einfithrung mehrerer Verschliisselungstechni-
ken!*], physikalischer Techniken!®! und Dekonvolutionstechni-
ken!®! zur Identifizierung bestimmter Verbindungen in einer
chemischen Bibliothek bleiben weiterhin schwerwiegende Pro-
bleme, so daB eine allgemeinere und praktischere Losung erfor-
derlich ist.

Hier stellen wir ein neues Konzept zur Verschliisselung kom-
binatorischer chemischer Bibliotheken vor, welches die Nut-
zung von Radiofrequenzsignalen und Halbleiter-Speicherein-
heiten sowie eines multifunktionellen Mikroreaktors vorsieht.
Radiofrequenz-verschliisselte kombinatorische Chemie (Radio-
frequency Encoded Combinatorial Chemistry = REC-Che-
mie), wie diese neue Methode genannt werden soll, vereint neu-
este Fortschritte auf den Gebieten der Mikroelektronik, der
Sensorik und der Chemie und verwendet ein einfach oder mehr-
fach adressierbares ,,Radiofrequenzetikett* (Single or Multiple
Adressable Radiofrequency Tag, SMART), das ist eine Halblei-
tereinheit!”, um die Verschliisselung und andere relevante In-
formationen entlang des Syntheseweges aufzuzeichnen. Dies er-
moglicht die Identifizierung von Verbindungen einer Bibliothek
anhand der aufgezeichneten Entstehungsgeschichte und anderer
spezifischer Informationen in bezug auf die Konstruktion jeder
einzelnen Verbindung. Die Durchfiihrbarkeit des Konzepts und
die Giiltigkeit der Grundlagen der REC-Chemie wurden an-
hand einer kleinen Radiofrequenz-verschliisselten kombinatori-
schen Peptidbibliothek demonstriert, welche mit der ,,Split-und-
Pool““-Methode!®! generiert wurde.

Es wurde ein SMART-Mikroreaktor (Abb. 1) entwickelt, der
aus folgenden Teilen besteht: 1) einer kleinen (8 x 1 x 1 mm)
Halbleiter-SM AR T-Speichereinheit, die das unmittelbare Auf-
zeichnen, Speichern und Wiedergeben von Radiofrequenzsigna-
len aus einer Distanz von 75—150 mm erlaubt; 2) mehreren Tenta-
Gel-dhnlichen Polymerperlen, die einen durch Sdure spaltbaren
Linker aufweisen; 3) einer chemisch inerten, pordsen Ummante-
lung. Schema 1 zeigt exemplarisch den Ablauf der REC-Che-
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Schema 1. Ablauf der Radiofrequenz-verschliisselten kombinatorischen
Chemie (REC-Chemie) unter Anwendung von SMART-Halbleiterspeicher-
einheiten in Mikroreaktoren, nach der ,,Split-und-Pooi“*-Methode. Die Rei-
henfolge von Verschlisseln und chemischen Reaktionen ist vertauschbar,
und der Pool kann in mehr als zwei Gruppen aufgeteilt werden.

mie. Es wird ein Pool von Mikroreaktoren in zwei gleich
groBle Gruppen aufgeteilt. Jede Gruppe wird dann mit ei-
nem bestimmten Radiofrequenzsignal (z.B. a oder b) ver-
schifisselt®, entsprechend dem Baustein, der an diese
Gruppe gekuppelt werden soll (z.B. A oder B). Anschlie-
Bend werden die chemischen Reaktionen mit jeder Gruppe
separat durchgefiihrt. Die Mikroreaktoren werden dann
vereint, um auf dieser Stufe allgemeine Reaktionen und
Manipulationen wie Entschiitzen, Waschen und Trocknen
durchzufiihren. Der Pool wird dann erneut in zwei Hélften
getrennt, und wieder wird jede mit einem bestimmten Ra-
diofrequenzsignal (z.B. ¢ oder d) verschliisselt, der dem
ndchsten Satz einzufithrender Bausteine (z.B. C oder D)
entspricht. Die chemischen Reaktionen werden dann wie-

Angew. Chem. 1995, 107, Nr. 20

Quer-

durch einen Mikro-
Radiofre-
quenzverschlilsselte kombina-
Chemie (REC-Che-
mie), die SMART-Multiinfor-

ein-

H
MeO 0 N
o & & o & HE \/\/\[(
FmocHN\)J\N/krrN\)LN)\H/N 0
;5:1“ H 0 52 H 0 om
e

der wie beschrieben durchgefiihrt. Dieses Vorgehen wird so hdu-
fig wiederholt, bis die Synthese komplettiert ist. Dann kann die
Decodierung!®}, Isolierung und Charakterisierung der einzelnen
Bibliotheksverbindungen routinemiBig ausgefithrt werden. Die
groBe Speicherkapazitit der SMART-Einheiten ermoglicht
auch mehrfache Trennungen auf jeder Stufe der kombinatori-
schen Synthese sowie mehrstufige chemische Reaktionen. Dar-
tiber hinaus hat die Halbleitereinheit die Temperatur fiir jeden
Syntheseschritt gespeichert, und siec kénnte méglicherweise auch
andere wichtige Informationen iiber die Reaktionsbedingungen
und die chemischen Verbindungen speichern.

Ein konkretes Beispiel der REC-Methode ist in Schema 2
gezeigt. Mit 96 Mikroreaktoren wurde eine REC-Peptidbiblio-

H
MeO O\/\/\I‘rN
HzN\D/ o]
OMe

Fmoc-Aminosauresatz 1,
PyBOP, EDIA, DMF

H
a MeO O\A/\lfN
H
N o]
FmocHN/‘\n’
(0]

OMe

1. 20% Piperidin in DMF
2. Fmoc-Aminoséauresatz 2,
PyBOP, EDIA, DMF

H
, MeO (o] N
o R ; \/\/\n,
FmocHN\)J\ NJ\H/N 0
:2 H
R o OMe

1. 20% Piperidin in DMF
2. Fmoc-Aminoséauresatz 3,
PyBOP, EDIA, DMF

H
2 . MeO o N
R . o R : \w
N N o}
FmocHN/H'r \)I\ﬁ/‘\r
0o R? 0 OMe

1. 20% Piperidin in DMF
2. Fmoc-Aminosauresatz 4,
PyBOP, EDIA, DMF

1. 20% Piperidin in DMF
2.10% TES in TFA

o & . o R
TFA-H?N\)L N\)J\ NH;
! fo) R? o)

Schema 2. Synthese einer 24er Peptidbibliothek durch Radiofrequenz-verschliisselte kom-
binatorische Chemie. Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl; EDIA = Ethyldiisopropyl-
amin; TES = Triethylsilan; TFA = Trifluoressigsiure; PyBOP = Benzotriazol-1-yloxy-
(trispyrrolidino)phosphonium-hexafluorophosphat; Aminoséuresatz 1 = Asp(O:Bu)-OH
(Code D), Phe-OH (Code F) oder Lys(Boc)-OH (Code K); Aminoséuresatz 2 = Gly-OH
(Code G) oder Val-OH (Code V); Aminosduresatz 3 = Glu(O¢Bu)-OH (Code E) oder
Ala-OH (Code A); Aminoséuresatz 4 = Leu-OH (Code L) oder Ser(OsBu)-OH (Code S).
Alle Reaktionen wurden bei Raumtemperatur durchgefithrt. Reaktionszeiten: Fmoc-
Entschiitzen: 0.5 h; Kuppeln: 1 h (zwei Kupplungen pro Aminoséure); Spaltung: 2 h.
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thek von 24 Verbindungen (3 x 2 x 2 x 2-,,Split-und-Pool‘‘-Stra-
tegie) aufgebaut!!°l. Jeder Mikroreaktor des 96er Pools wurde
am Ende durch ein eigens entwickeltes Radiofrequenzwiederga-
begeriit entschliisselt’!, um die Identitit des Peptids in jedem
Mikroreaktor zu ermitteln. Die Identitdt jedes Peptids wurde
durch Massenspektrometrie und 'H-NMR-Spektroskopie!*!!
bestdtigt. Die Peptidreinheit in jeder rohen Probe war nach
HPLC-Analyse hoch (Tabelle 1} und konnte durch Standard-
chromatographie weiter erhdht werden.

Tabelle 1. Radiofrequenz(Rf)-verschliisselte kombinatorische Peptibibliothek mit
24 Verbindungen.

Nr. Rf-Code Peptidsequenz  n [a, b] mjz [c] HPLC-Rein-
heit {%)] [d]
1 LAGD Leu-Ala-Gly-Asp 3 372 (373) 85
2 LEGD Leu-Glu-Gly-Asp 4 432 (431) 94
3 SAGD Ser-Ala-Gly-Asp 5 348 (347) a3
4 SEGD Ser-Glu-Gly-Asp 5 406 (405) 88
5 LAVD Leu-Ala-Vai-Asp 4 416 (415) 97
6 LEVD Leu-Glu-Val-Asp 6 474 (473) 98
7 SAVD Ser-Ala-Val-Asp 2 390 (389) 89
8 SEVD Ser-Glu-Val-Asp 3 446 (447) 92
9 LAGF Leu-Ala-Gly-Phe 5 406 (405) 92
10 LEGF Leu-Glu-Gly-Phe 5 464 (463) 93
1" SAGF Ser-Ala-Gly-Phe 5 380 (379) 91
12 SEGF Ser-Glu-Gly-Phe 6 438 (437) 91
13 LAVF Leu-Ala-Val-Phe 6 448 (447) 72
14 LEVF Leu-Glu-Val-Phe 2 506 (505) 92
15 SAVF Ser-Ala-Val-Phe 2 422 (421) 94
16 SEVF Ser-Glu-Val-Phe 1 480 (479) 94
17 LAGK Leu-Ala-Gly-Lys 2 387 (386) 67
18 LEGK Leu-Glu-Gly-Lys 1 445 (444) 85
19 SAGK Ser-Ala-Gly-Lys 4 361 (360) KAl
20 SEGK Ser-Glu-Gly-Lys 3 419 (418) 82
21 LAVK Leu-Ala-Val-Lys 4 429 (428) 72
22 LEVK Leu-Glu-Val-Lys 6 487 (486} 79
23 SAVK Ser-Ala-Vai-Lys 6 403 (402) 7
24 SEVK Ser-Glu-Val-Lys 6 461 (460) 85

[a] Zahi der Mikroreaktoren, die die gleiche Peptidsequenz enthalten. {b] Die Tem-
peratur der Umgebung wurde von der Sensoreinheit des SMART-Chips im
Mikroreaktor an mehreren Stellen des Syntheseweges aufgezeichnet. [c] Die gefun-
dene Masse m/z bezieht sich auf (M + H)* oder (Nr. 1 und 8) (M — H)~ (Elektro-
spray-MS}; da jedes Peptid eine bestimmte Masse hat (in Klammern sind die berech-
neten Werte angegeben), bestitigen die Massenspektren alle Peptidstrukturen.
[d} HPLC-Bedingungen: Shimadzu-SCL-10A mit einer Microsotb-MV-C-18-
Saule (5 pm, 100 A); isokratische Elution mit Acetonitril/Wasser (1:1).

Der in Abbildung 1 schematisch gezeigte Mikroreaktor kann
variabel in verschiedenen GroBen und Formen, einschlieBlich
flacher Formen, bei denen das Polymermaterial direkt auf den
SMART-Chip aufgezogen ist, gestaltet werden; ebenso kdnnen
andere mobile und ortsfeste ReaktionsgefiBe mit diesem Chip
ausgestattet werden!!'2l. Auch Mikroreaktoren, die polymerum-
mantelte SMART-Einheiten enthalten, konnten bereits erfolg-
reich erprobt werden.

Wir haben eine neue Methode zur Verschliisselung kombina-
torischer chemischer Bibliotheken prisentiert. Sie nutzt — neben
einer multifunktionellen Plattform fiir die Synthesechemie —
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ausschlie8lich chemisch giinstige Radiofrequenzsignale und Mi-
krohalbleiterspeicherchips zur Informationsspeicherung. Die
offensichtlichen Vorteile dieser Methode sind: a) leichtes und
schnelles Verschliisseln, b) sehr groBe Verschliisselungskapazi-
tdt, c) ungestorte chemische Reaktionen, d) Speicherung mehre-
rer Informationen in jedem Schritt, e} Bereitstellung von groBen
Bibliotheken in Nano- bis Multimilligramm-Mengen pro Ver-
bindung, ) Synthese von reinen Verbindungen, deren Struktur
leicht durch Decodieren abgeleitet und durch spektroskopische
Methoden bestétigt werden kann, g) Vielseitigkeit sowohl in der
Reaktorkonfiguration als auch im chemischen Anwendungsbe-
reich. Die Mdglichkeiten zur Automatisierung und Integration
solcher Mikroreaktoren fiir die Synthesechemie mit Assay-
Plattformen fiir hochleistungsfihiges biologisches Screening
und Datenspeicherungseinheiten sollte diese Technologie die
Methode der Wahl fiir viele zukiinftige kombinatorische und
andere chemische Anwendungen werden lassen. Weitere An-
wendungen dieser Basistechnologie auf anderen Gebieten der
Chemie, Biologie und Medizin werden ebenso anvisiert.
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Die zur Codierung und Decodierung verwendeten gepulsten Radiosignale

(100-400 kHz) wurden computerunterstiitzt generiert, gesendet und empfan-

gen.

{10] Diese Zahl wurde gewahlt, um sicherzustellen, daB eine statistische Verteilung

bei einer Bibliothek mit 24 Verbindungen gewihrleistet ist. Siche auch:
K. Burgess, A. I. Liaw, N. Wang, J Med. Chem. 1994, 37, 2985. Es handelt sich
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nicht um ein statistisches Verfahren. Das Aussortieren der Mikroreaktoren
exakt vor dem ,,Split“ fithrt dazu, daB jeder Mikroreaktor eine Verbindung
enthalt,

Ausgewihlte 'H-NMR-Daten (500 MHz, [D¢]DMSO). LAGD (Nr.1,
Tabelle 1): § = 8.68 (d, J =7.3 Hz, 1H, NH), 8.24 (1, J = 5.5 Hz, 1 H, NH),
8.01-8.13 (m, 3H, NH), 7.24 (s, 1H, NH), 7.14 (s, 1H, NH), 4.45-4.52 (m,
1H, CH), 4.35-4.42 (m, 1H, CH), 3.67-3.82 (m, 3H, H), 2.67 (dd, J = 5.5,
16.0 Hz, 1H, CHHCOO), 2.45-2.52 (m, 1H, CHHCOO), 1.48—1.70 (m, 3H,
CH und CH,), 1.27(d, J = 6.5 Hz, 3H, CH;), 0.91 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHy,),
0.86 (d, J=6.6Hz, 3H, CH,). SAVF (Nr.15, Tabelle 1): § =8.59 (d,
J =7.5Hz, 1H, NH), 8.05-8.15 (m, 3H, NH), 7.88 (dd, J = 8.5, 22.4 Hz, 1 H,
NH), 7.36 (s, 1 H, NH), 7.14-7.26 (m, 5H, Ph}), 7.06 (s, t H, NH), 4.38-4.48

(1]

(m, 2H, CH), 4.09 (dd, J =7.2, 8.4 Hz, 1H, CH), 3.82-3.88 (m. 1H, CH),
3.4-3.6 (m, 2H, CH,0), 2.98 (dd, J = 5.0, 13.8 Hz, 1 H, PhCHH), 2.80 (dd,
J =289, 13.8 He, 1 H, PhCHH), 1.89-1.95 (m, 1 H, CH), 1.19 (d, J =7.0 Hz,
3H, CH,), 0.77 (d, J = 6.8 Hz, 64, CH,).

Die SMART-Chips sind mit einer standardisierten EEPROM(Electrically Era-
sable, Programmable, Read-Only Memory)-Einheit und einem Temperatur-
fithler ausgeriistet. Diese Baueinheiten arbeiten passiv, d.h., die zu ihrem Be-
trieb nétige Energie wird den Radiopulsen beim Codieren entnommen. Sie sind
ferner in Glas eingeschlossen, das gegeniiber den meisten Chemikalien und
Reaktionsbedingungen der Organischen Chemie inert und bei Temperaturen
zwischen —78 °C und 150 °C bestindig ist. Sie konnen von IRORI Quantum
Microchemistry bezogen werden.
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