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Beim Entwurf und bei der Syn-
these von Rezeptormolekiilen mit ge-
planten Bindungseigenschaften wurden
zwar grof3e Fortschritte erzielt, doch
ist es noch immer schwierig, einen
Bindungspartner fiir einen bestimmten
Liganden zu entwerfen. Bei neueren
Versuchen wandte man sich einem
eher biomimetischen Ansatz zu und
stellte mit Hilfe der kombinatori-
schen Chemie Bibliotheken synthe-
tischer Rezeptoren her, die die ge-
wiinschten Liganden binden konn-
ten. Inspiriert wurde diese Vorgehens-
weise durch den kombinatorischen An-
satz, der in der Natur beim Immunsy-
stem eindrucksvoll zum Tragen kommt.

Basierend auf dem erfolgreichen
Konzept ,,pinzettendhnlicher® zwei-
armiger synthetischer Rezeptoren!!!
haben wir synthetische Rezeptoren
entwickelt, die aus Peptidmimetika
vom Peptidosulfonamidtyp beste-
hen.?! Ziel war es, Bibliotheken pin-
zettendhnlicher Rezeptoren herzu-
stellen, die dann auf ihre Bindungs-
affinitdt gegeniiber Liganden wie

Peptiden, anderen Biomolekiilen, die z. B. auf der Oberfldche
pathogener Organismen vorkommen, Wirkstoffen und signal-
vermittelnden Verbindungen untersucht werden sollten. Un-

[*] Prof. Dr. R. M. J. Liskamp, D. W. P. M. Lowik

M. Broekema, A. J. Brouwer
Department of Medicinal Chemistry

Utrecht Institute for Pharmaceutical Sciences

Utrecht University

P.O. Box 80082, NL-3508 TB Utrecht (Niederlande)

Fax: (431)30-253-6655
E-mail: R.M.J.Liskamp@far.ruu.nl

Dr. M. D. Weingarten, Prof. Dr. W. C. Still
Department of Chemistry, Columbia University

New York, NY 10027 (USA)
Fax: (+1)212-854-5429
E-mail: clark@still3.chem.columbia.edu

*
*
—

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 13/14

Diese Arbeit wurde von der Niederldndischen Stiftung fiir Chemische
Forschung, SON, (D. W.P. M. L. und A.J. B.) von der Niederldndi-
schen Technologiestiftung und von der NATO (921326) gefordert.

Pinzettenarm /@
o 0 O, 0 -
\\S// \\S// : R J<
Gelenk _/—u \/\”' \/\H o)
o]
) = ! )Rz\(H !
HzN\/J\ N\/J\ @
N N+
o AA R? H a0 R1AAH
[o) 3 2 al
H
_\_N\ H H o
3 ~r ~|<
7N 7N\ (o]
(o]
1
fo) )@ (o) O _)i)
\\S// O\\S//O I 0 J< \\q// \\S// B )Q J<
N \/\N’ \/\N o NG \/\Hz \/\N o
ol H el
R0 y H R0 H H
N NH
//S\\/\/ N/;S\\ g \<'3( ° 1< //D\\/\/ N/>S\\ N ?; 01<
o 0 o O O O
2 3
O, O, _/©
N\ 7 \\//o? o]
\/\N’S\/\N)\ J<
0 NH N ©
R~ 0O
MN H H
XL AP0 o “NH N. N O
.S\/\N,S\/\N)kok 5 7N\ N\ O
° NH N N o o o
R0 ‘
T
N
O O O O O - :
H H Wy N7 (o)
" ] (2 -
2 S/\/'\LS NYOT< N S\/\N,S\/\N)kok
AN o H H
0 0o o RtO = H H o
\S/\/N‘ N 7<
1N 7N (o}
o0 o}

Schema 1. Strukturen pinzettenartiger synthetischer Rezeptoren. R =Disperse-Rot 1 (DispR); einge-

rahmt: Gelenkgruppen; AA; siehe Lit.[12].

ser verfiigbarer synthetischer Rezeptor wies zwar eine bemer-
kenswerte Bindungsselektivitit auf,? doch muBte die Bin-
dungsaffinitit gegeniiber den Liganden mit Blick auf eine

mogliche Anwendung gesteigert werden. Wir berichten hier, wie

wir zu diesem Zweck weniger flexible ,,Gelenkgruppen® in
pinzettendhnliche synthetische Rezeptoren eingefiigt haben.

Unsere pinzettendhnlichen synthetischen Rezeptoren sind

aus drei Komponenten zusammengesetzt (Schema 1): einer

Gelenkgruppe, an die die Pinzettenarme gebunden werden,

einem Farbstoffmolekiil oder einem Harzkiigelchen, das mit

der Gelenkgruppe verkniipft ist, und zwei Armen, die die
Bindungsstellen aufweisen und die aus Peptidmimetika vom

Peptidosulfonamidtyp bestehen. Ausgehend von der ur-

spriinglichen Gelenkgruppe in 1 wurden fiir die Verbindun-
gen 2—6 Gelenkgruppen ausgewéhlt, mit denen die Flexibili-
tdt und/oder der Kettenabstand zwischen den Aminostick-

konnten.

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

stoffatomen der Bindungsstellen schrittweise variiert werden
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Der Syntheseweg zu den pinzettendhnlichen synthetischen
Rezeptoren ist beispielhaft fiir 2 und § in den Schemata 2 bzw.
3 dargestellt. Das Bis(aminomethyl)benzoesiure-Gelenk im
Rezeptor 2 wurde aus 3,5-Dimethylbenzoesdure 7 herge-
stellt.’l Dabei verwendeten wir die Monobromverbindung 10,
die bei der Bromierung von 8 zu einem groBen Teil entstand,
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Schema 2. Synthese des Rezeptors 2 (mit der Bis(aminomethyl)benzoe-
sdure-Gelenkgruppe) und der amputierten Pinzette 2a; NBS = N-Brom-
succinimid, AIBN = Azobisisobutyronitril, Boc = tert-Butoxycarbonyl,
NMM = N-Methylmorpholin, DIC = Diisopropylcarbodiimid, DMAP =
4-Dimethylaminopyridin.

1. BnNHg, AT
HO,C 2 1. HN3, DEAD,
2 IOH -H,0, 75% (:I:OH PPhg, 95% G/N(H)B“
— o> > BnN BnN
2. NaBH,, 2a. LIAH .,
HO,C” YOH “ BF,Et0, 67% OH  2b. Boc,0, “N(H)Boc
14 73% 15
L-Weinsaure
1. PA(OH),/C/H.
O IRICIM, A 0 N(H)Boc
2.DIC, HOBY, D'SPRON N
"
DisPRO(O)CJ‘COZH u 16 N(H)Boc
37%
(e]
\ //o B
o N/S\/\N’ 0C
H
1. HCI, Et,0 DispRO N(j' H 1. HCI, Et,0
2. ﬁ;:fd%tﬂ'n "H H  2.13, NMM, CH,Cl,
 CHzCly o \S/\/N\Boc 73%
65% 7N
17 o O

Schema 3. Synthese des Rezeptors 5 mit der Pyrrolidin-haltigen Gelenk-
gruppe; Bn = Benzyl, HOBt = Hydroxybenztriazol, DEAD = Diethylazo-
dicarboxylat.
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zur Herstellung einer ,,amputierten Pinzette* mit nur einem
Arm (2a). Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppen in 11
wurden die Peptidosulfonamid-Arme nach dem Sulfonyl-
chlorid-Verfahren eingefiihrt.¥ AnschlieBend wurde der
Methylester verseift und das Produkt mit Disperse-Rot 1
(DispR) zum blutroten synthetischen Rezeptor 2 verkniipft.
Analog wurde der amputierte Rezeptor 2a erhalten (Sche-
ma 2).

Ausgangsverbindung fiir das PyrrolidingelenkP! in der
Pinzette 5§ war L-Weinsdure. Das Pyrrolidindiol 14 wurde
nach Nagel et al.ll hergestellt. Nach Umsetzung zum Dia-
zid, Reduktion und Einfiihren der Schutzgruppen an den
entstandenen Aminogruppen erhielten wir 15. Der an einen
Spacer gebundene Farbstoff wurde nach Hydrogenolyse der
Benzylgruppe angekniipft.®! Durch Abspaltung der Boc-
Schutzgruppen in 16 und Einfithren der Peptidosulfonamid-
Arme nach dem Sulfonylchlorid-Verfahren wurde der syn-
thetische Rezeptor § hergestellt.

Fiir den synthetischen Rezeptor 3 wurde die kommerziell
erhiltliche Diaminobenzoesdure als Gelenkgruppe verwen-
det. Das Carbazolgelenk in 4 wurde nach Rebek et al.l]
synthetisiert. Anhand der Arbeiten von Diederich et al.l']
wihlten wir die praorganisierte Gelenkgruppe des Rezeptors
6 aus, die nach Reduktion und Ankniipfung des Farbstoffs
erhalten wurde.'!

Die Rezeptoren 1-6 wurden auf ihre Bindungseigenschaf-
ten gegeniiber einer 24389 (= 29°) Verbindungen groBen,
schutzgruppenfreien Tripeptidbibliothek auf TentaGel
(AA;—AA,—AA—N(H)-TentaGel) untersucht.'”l Dabei wur-
de die harzgebundene Tripeptidbibliothek in einer Chloro-
form-Losung des Rezeptors édquilibriert (Abb. 1).1% Bei 2-4
wurde eine erhohte Affinitét festgestellt, denn die Konzentra-
tion, bei der diese Rezeptoren an das Harz banden, war
niedriger als die, bei der der Ausgangsrezeptor 1 band
(Tabelle 1). Eine #hnliche Bindungsaffinitit wie der Aus-
gangsrezeptor weist der Pyrrolidin-haltige Rezeptor § auf. Da
die Pinzette mit nur einem Arm (2a) selbst bei einer
Konzentration von 425puM nicht in nennenswertem Ausmalf}
bindet, wird deutlich, daf} beide Arme zur Bindung notwendig
sind. Auf den ersten Blick ist es iiberraschend, da3 der
Rezeptor 6 nicht gebunden wird. Dies kann auf die Ab-
stoBung zwischen den freien Elektronenpaaren der Sulfon-
amidsauerstoffatome am Diazabicyclononan-Teil zuriickge-
fithrt werden: Dadurch wird die Bildung der Wannen-Sessel-
Konformation gegeniiber der Sessel-Sessel-Konformation
begiinstigt und die Pinzette geoffnet.['*]

Nach 72stiindiger Aquilibrierung wurden die farbigen
Harzkiigelchen abgetrennt und nach photolytischer Abspal-
tung der molekularen Marker durch Elektroneneinfang-Gas-
chromatographie (EC-GC) analysiert.'”] Die Zahl der Kii-
gelchen, die fiir jeden synthetischen Rezeptor dekodiert
wurde, geht aus Tabelle 1 hervor. Dartiber hinaus sind die
Konsensus-Sequenzen dargestellt, die von jedem Rezeptor
gebunden wurden, und die Haufigkeit, mit der sie bei den
dekodierten Kiigelchen sowie in der harzgebundenen Tripep-
tidbibliothek auftraten.

Nahezu alle Konsensus-Sequenzen aller molekularen Pin-
zetten enthalten einen sauren Aminosiurerest, meist in der
Position AA;. AA, ist fast ausnahmslos ein polarer Amino-
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Abb. 1. Photographien von Versuchen mit den Rezeptoren 1-3 und 5,
deren Bindungseigenschaften gegeniiber der harzgebundenen Tripeptid-
bibliothek untersucht wurden.

sdurerest, z. B. Asn und oft His. Ebenso wie 1 reagieren der
Diaminobenzoesdure-haltige Rezeptor 3 sowie der Pyrroli-
din-haltige (5) bis zu einem gewissen Grad diastereoselektiv:
Zwar kommen L-Glu—D-His oder p-Glu—L-His vor, nicht
aber die zugehorigen diastereomeren Sequenzen L-Glu—L-

Tabelle 1. Bindungsselektivitdt der Rezeptoren 1-6 fiir Tripeptide einer 24389
Verbindungen grofen, schutzgruppenfreien Tripeptidbibliothek auf TentaGel
(AA;—AA,—AA ,—~N(H)—TentaGel).

Re- Ciqu Nt Konsensus-Sequenz Fuet[%1® foi [%]

zeptor  [uM] AA;-AAAA

110 70 34 L/D-Ala—DA-Asp—Lb-Xxx[] 50 0.1
L-Glu—D-HisAsn—Xxx 20 0.3

2 40 28 Glu—Xxx—Xxx4 61 6.9
Lb-Glu—pi-His—Xxx[! 32 0.2
Lb-Glu—Xxx—L/b-Val 21 0.2
Gly—Asn/His—Asp/Glu 21 0.07

2a 425 3 Glu/Asp—Xxx—Xxx 100 14

3 20 33 Glu—Xxx—Xxx 64 6.9
Xxx—His—Xxx 70 6.9
Xxx—Xxx—Asp 27 6.9
L/D-Glu—DA-His—Xxx[! 61 0.2

4 40 16 Glu—Xxx—Xxx 63 6.9
Xxx—His—Xxx 56 6.9
Lb-Glu—pi-His—Xxx[! 38 0.2

5 80 19 LD-Glu—DpA-His—Xxx 95 0.2
Lb-Glu—pA-His—Phell 26 0.02

6 500 keine keine

[a] n=Zahl dekodierter Harzkiigelchen. [b] f,.. =festgestellte Haufigkeit. Es
sind nur Konsensus-Sequenzen aufgefiihrt, die auf >20% der Kiigelchen
auftraten. [c] fg;, = Héufigkeit, mit der die Sequenzen tatsdchlich in der
Bibliothek vorkommen. [d] Fehlt das Prifix L oder D, so weist der Rezeptor
keine Priferenz fiir eines der Enantiomere auf. [e] Diese Anordnung der Préfixe
L und D bedeutet, daB z.B. L-Glu—p-His—Xxx und p-Glu—L-His—Xxx vorkom-
men, nicht aber L-Glu—L-His—Xxx oder p-Glu—p-His—Xxx. [f] Siehe Lit. [2].

His oder p-Glu—p-His. Diese Diastereoselektivitit tritt dar-
iiber hinaus — wenn auch weniger ausgeprigt — bei den
Rezeptoren 2 und 4 auf, die ebenfalls die Sequenz Glu—His
erkennen konnen. Wie beim Rezeptor 1 wurde bei den
anderen Rezeptoren die grofite Variabilitdt an der Position
festgestellt, die sich am nichsten zum Polymer befindet
(AA,). Beim Ausgangsrezeptor 1 handelt es sich dabei
vorwiegend um einen polaren Aminosdurerest; in den
Rezeptoren 2 und 3, deren weniger flexible Gelenkgruppen
vom Ausgangsrezeptor abgeleitet sind, sowie im Carbazol-
haltigen Rezeptor 4 kommen ungefihr gleich viele polare und
unpolare Aminosédurereste vor, im Pyrrolidin-haltigen Re-
zeptor 5 befindet sich dagegen eine unpolare Aminosédure an
der Position AA,;.

Zwar waren wir auf dem richtigen Weg zu unserem
Hauptziel, der Erhohung der Bindungsaffinitét, doch mufiten
die Peptidsequenzen, die wir bei der Dekodierung der
Harzkiigelchen identifiziert hatten, durch Bindungsexperi-
mente mit Peptiden gleicher Sequenz, die durch unabhéngige
Synthese erhalten wurden, bestatigt und einige reprisentative
Bindungskonstanten ermittelt werden. Die Sequenzen, die
wir nach Auswertung der Dekodierungsexperimente ,,resyn-
thetisierten®, sind in Tabelle 2 dargestellt.

Dariiber hinaus ermittelten wir mehrere Bindungskon-
stanten. Die Bindungsaffinitit einer Sequenz, die mit hoher
Selektivitdt an den Ausgangsrezeptor 1 bindet (z.B. p-Ala—L-
Asp—D-Ser), konnte um mehr als das zehnfache (von K, =320
auf K,=4100M"!) beim synthetischen Rezeptor 2 gesteigert
werden. Eine Zunahme der Affinitit wurde auch fiir die
Sequenz L-Glu—D-Asn—L-Val festgestellt, die an den Aus-
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Tabelle 2. Bindungsaffinitdt der Rezeptoren 1-6 fiir Peptide, die anhand der bei der Dekodierung nachgewiesenen Sequenzen synthetisiert wurden.

Rezeptor ~ Resynthetisiertes Peptid Affinitét beim Screeningl?!  Bindungsaffinitat(®! K, [m1]e AG [kImol™]
1 D-Ala-L-Asp-D-Ser + ++ 320 —142
L-Glu-D-Asn-L-Val + + 95 —-11.2
2 D-Ala-L-Asp-D-Ser (f +++ 4100 -20.5
L-Glu—D-Asn—L-Val +++ +++ 1680 —183
3 D-Ala—L-Asp—D-Ser fe] ++ 760 —164
L-Glu—D-Asn—L-Val lel + tdl (d
L-Glu—D-His—L-Val ++ +++ 210 —132
Gly—L-His—L-Asp ++ +++ (dl (d
4 Gly—L-His—L-Asp + + tdl (d
5 D-Ala—L-Asp—D-Ser fe] ++ ~40 ~—9
L-Glu—D-His—L-Val +++ ++ 80 —10.8

[a] Ermittelt nach der Inkubation der harzgebundenen Tripeptidbibliothek: +++ : dunkelrote Kiigelchen; ++ : dunkelorangefarbene bis rote Kiigelchen;
+: dunkelorangefarbene Kiigelchen. [b] Ermittelt durch Inkubation der resynthetisierten Peptide mit den farbigen Rezeptoren in Chloroform. [c] Ermittelt
iiber UV-Messungen. Die Fehlerbreite betriigt im allgemeinen 4+ 10%; Ausnahmen: 4100 M~ £5 %; 210 und 40 Mm~! jeweils + 15%. [d] Nicht ermittelt.
[e] Nicht nachgewiesen. [f] Nicht nachgewiesen, obwohl die verwandte Sequenz D-Ala-L-Asp-D-Thr auftrat.

gangsrezeptor mit niedriger Affinitit (K,=95M7'), an die
molekulare Pinzette 2 dagegen mit hoher Affinitit (K,=
1680M~!) gebunden wurde. Ein Anstieg auf das Doppelte
der Bindungsaffinitdt von p-Ala—L-Asp—D-Ser trat bei der
starreren Pinzette 3 auf, obwohl diese weniger Raum zwi-
schen den Peptidosulfonamid-Armen bietet.

Ahnlich gebaute Tripeptide, z.B. L-Glu—b-His—L-Val, die
auch an den Ausgangsrezeptor 1 banden, wiesen nicht nur
gegeniiber dem Rezeptor 2, sondern auch gegeniiber 3 eine
erhohte Affinitat auf. Zwar verféarbten sich die Kiigelchen, an
die die Tripeptide gebunden wurden, bei Konzentrationen des
Carbazol-haltigen Rezeptors 4, die dhnlich der des Benzyl-
haltigen (2) waren, doch war keines der Kiigelchen dunkel-
orangefarben oder rot. Die Bindungsaffinitdt war demnach
nicht signifikant hoher als die des Ausgangsrezeptors 1:
Offensichtlich ist trotz der starren Carbazol-Gelenkgruppe
der Abstand zwischen den Armen zu grof, als dafl die
Affinitdt merklich erhoht wird. Die Pyrrolidingruppe schien
als Gelenk sehr vielversprechend im Hinblick auf Starrheit
und Chiralitdt, und die Selektivitdt der Pinzette mit dieser
Gruppe (5) war sehr hoch. In 95% der dekodierten Harzkii-
gelchen trat die Sequenz Lb-Glu—bpA-His—Xxx auf; dariiber
hinaus kamen L-Glu—bp-His—Xxx und p-Glu—L-His—Xxx vor,
nicht aber die zugehorigen diastereomeren Sequenzen L-
Glu—L-His—Xxx und D-Glu—D-His—Xxx (Tabelle 1). Die
Bindungsaffinitdt war allerdings etwas enttduschend. Die
beiden Arme der Pinzette scheinen zu weit voneinander
wegzuweisen, als daB3 eine signifikante Zunahme der Bin-
dungsaffinitdt moglich wire.

Durch Variation der Gelenkgruppe pinzettenartiger syn-
thetischer Rezeptoren ist es moglich, die Bindungsaffinitat fiir
Tripeptide unter Erhaltung der Selektivitdt signifikant zu
erhohen. Da eine grofe Zahl von Gelenk- und Geriistgruppen
und von Bausteinen verfiigbar ist, deren Auswahl durch die
natiirliche Vielfalt inspiriert wird, sollten alle Arten benétig-
ter Bibliotheken zugénglich sein, auch solche, die andere
Verbindungen als Peptide binden kénnen.

Eingegangen am 2. Januar 1998 [Z11316]

Stichworter: Kombinatorische Chemie - Peptide - Peptid-
mimetica + Rezeptoren - Sulfonamide
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