
Antikörper sind ein Beispiel dafür, wie die 
Natur molekulare Diversität zur Bewältigung 

komplexer chemischer Aufgaben nutzt.



1. Einleitung

Unsere Fähigkeit, neue molekulare Strukturen mit neu-
artigen physikalischen, chemischen oder biologischen Eigen-
schaften herzustellen, hat einen groûen Einfluû auf viele
Wissenschaftsbereiche einschlieûlich der biomedizinischen
Wissenschaften, der Chemie und der Festkörperphysik. Bei-
spiele hierfür reichen von der Synthese von Antibiotika und
Genen bis zu der von Photolacken und Hochtemperatur-
Supraleitern. Mit zunehmender Komplexität von Struktur
und Funktion der Zielmoleküle erweist sich unsere Fähigkeit
als mehr und mehr begrenzt, die präzisen Strukturanforde-
rungen, die in einem gewünschten Satz von Eigenschaften
resultieren, zu definieren. Dies wiederum führt dazu, daû eine
immer gröûere Zahl von Molekülen in einem iterativen
Prozeû synthetisiert und getestet werden muû, um diejenigen
zu identifizieren, die die gewünschte Struktur und Funktion
haben ± ein langwieriges und aufwendiges Verfahren. Unter
den Strategien, die entwickelt wurden, um die Herausforde-
rungen durch den ständig wachsenden Bedarf an Molekülen
mit neuen oder erweiterten Eigenschaften zu bewältigen,
befinden sich einige biologisch inspirierte Ansätze. Diese

leiten sich aus unserer Erkenntnis ab, daû die Natur eine
beeindruckende Zahl komplexer Molekülstrukturen und
Konjugate hervorgebracht hat, deren Funktion von der
Genregulation und Signaltransduktion bis zur Photosynthese
und Proteinbiosynthese reicht. In dem Maûe, in dem wir
beginnen, die Strukturprinzipien und molekularen Mecha-
nismen, die an diesen Prozessen beteiligt sind, zu verstehen,
können wir diese biologischen Erkenntnisse und auch die
Prozesse selbst mit den Methoden der physikalischen Wis-
senschaften kombinieren, um neue Moleküle mit Funktionen
herzustellen, die bisher weder in der Natur noch im Labor
gefunden worden sind.

Ein Beispiel für eine solche Synergie zwischen Chemie und
Biologie ist die Entwicklung und Anwendung kombinatori-
scher Strategien. Dieser Ansatz, bei dem umfangreiche
diverse Sammlungen oder ¹Bibliothekenª von Molekülen
synthetisiert und dann nach neuartigen Funktionen durch-
mustert oder selektioniert werden (¹screeningª), basiert auf
den kombinatorischen Prozessen der Natur. Beispielsweise
haben sich sowohl im humoralen als auch im zellulären Zweig
des Immunsystems ausgefeilte kombinatorische genetische
Mechanismen entwickelt, durch die molekulare Diversität
geschaffen wird sowie Rezeptoren selektiert werden, die
fremde Antigene mit hoher Affinität und Selektivität erken-
nen können. Die Mechanismen dieser Prozesse sind relativ
gut bekannt.[1±3] Das dreidimensionale Gerüst eines Anti-
körpermoleküls besteht aus zwei Polypeptidketten (einer
schweren (H, heavy) und einer leichten (L, light)), die sechs
Schleifen (loops) auf einem achtsträngigen b-Faltblattgerüst
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enthalten.[4] Diese Struktur wird aus vier unterschiedlichen
Gensegmenten zusammengesetzt, V (variable), D (diversity),
C (constant) und J (joining), wobei jedes aus einer Anzahl
verschiedener Gene ausgewählt werden kann. Das kombina-
torische Zusammenfügen der Gensegmente V, D und J in
Verbindung mit der zusätzlichen Diversität an den Verbin-
dungsstellen VL-JL, VH-D und D-JH liefert eine strukturell
diverse Population von Keimbahn-Antikörpern (Abbil-
dung 1). Nachdem eine ¹Leitstrukturª für den Antikörper

Abbildung 1. Kombinatorisches Verbinden der V-, D- und J-Gene zur
Bildung eines Antikörpermoleküls.

aus diesem Pool ausgewählt wurde, die auf seiner Fähigkeit
beruht, eine fremde Substanz zu binden, wird diese Affinität
im Verlauf der Immunantwort durch somatische Mutationen
erhöht. Bei diesem Prozeû, bei dem Basen der DNA-
Sequenzen für die variable Region ausgetauscht werden,
entsteht zusätzliche Diversität. In seiner ursprünglichsten
Form umfaût der kombinatorische Prozeû also die Synthese
sehr vieler individueller Strukturen aus Sätzen von Bau-
steinen ausgehend von einem zentralen Strukturmotiv. Die
Auswahl des Strukturmotivs und der Bausteine erfolgt am
besten anhand von verfügbaren empirischen und theoreti-
schen Modellen. Die Moleküle, die die gewünschte Funktion
haben, werden dann identifiziert und durch wiederholte
Runden von Auswahl oder Selektion und Mutation optimiert.

Dieser kombinatorische Ansatz kann auf jede Molekül-
struktur angewandt werden, die schrittweise oder konzertiert
aus einem Satz von Molekülvorstufen zusammengesetzt
werden kann und bei der es ein Auswahl- oder Selektions-
verfahren für die gewünschte Funktion gibt. Dazu gehören
oligomere Moleküle wie Nucleinsäuren und Peptide, nicht-
polymere Moleküle wie Naturstoffe und sogar Festkörper wie
Supraleiter oder Polymere. Um Nutzen und Anwendungs-
breite dieser neuen Synthesestrategie ebenso zu verdeutli-
chen wie die noch existierenden experimentellen Heraus-
forderungen, werden wir eine Reihe von Beispielen aus
unserem und vielen anderen Labors beschreiben. Diese
Anwendungen decken ein breites Spektrum ab, von der
Biokatalyse und dem Nachweis von Drogen bis hin zur
Materialwissenschaft.
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2. Diversität von Proteinen und Polypeptiden

2.1 Immunologische Diversität und katalytische
Antikörper

Die Idee, mit Hilfe der natürlichen immunologischen
Diversität neue chemische Funktionen zu erzeugen, wurde
zuerst bei der Herstellung katalytischer Antikörper umge-
setzt.[5±7] Die Entstehung der immunologischen Diversität
durch klonale Selektion spielt sich (im Unterschied zur
Entstehung der evolutionären Diversität) innerhalb von
Wochen ab und ist so unter Laborbedingungen ¹program-
mierbarª. Als Basis für die Antikörperselektion dient aller-
dings eher die Bindungsaffinität als die katalytische Aktivität;
daher müssen mechanistische Prinzipien, z. B. selektive Bin-
dung und Stabilisierung des Übergangszustands, für die
Herstellung katalytischer Antikörper herangezogen werden.
Um beispielsweise einen Antikörper herzustellen, der die
Insertion eines Metallions in Porphyrin katalysiert (den
letzten chemischen Schritt bei der Hämbiosynthese), wurden
Antikörper gegen N-Methylprotoporphyrin 1 gesucht. Dieses
Molekül imitiert den vermuteten Übergangszustand bei der
Metallierungsreaktion, einen konformativ verzerrten Porphy-
rinring. Ein Antikörper, der für 1 spezifisch ist, katalysiert die
Insertion des Metallions in das Mesoporphyrin mit einer
Geschwindigkeit, die der des natürlichen Biosynthese-En-
zyms, der Ferrochelatase, nahekommt.[8] Untersuchungen mit
Resonanz-Raman-Spektroskopie zeigten, daû Enzym und
Antikörper gleichermaûen die Reaktion dadurch erleichtern,
daû sie das planare Porphyrinsubstrat verzerren, was mit dem
vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus übereinstimmt.
Diese Verzerrung geht beim Enzym mit einer Aufwölbung
des Porphyrinrings einher; bei der Antikörper-katalysierten
Reaktion wird dies durch eine auf- und abwärtsgerichtete
Verzerrung nachgeahmt, die der in N-Methylmesoporphyrin
entspricht[9] (Abbildung 2). Dies wurde auch durch eine
kristallographische Analyse des Antikörper-N-Methylproto-
porphyrin-Komplexes bestätigt,[10] die zeigte, daû durch 1
hervorgerufene somatische Mutationen eine wichtige Rolle
für den Mechanismus spielen.

In einem zweiten Beispiel wird eine Umesterungsreaktion
durch einen Antikörper katalysiert, der gegen einen Phos-
phonatdiester als Analogon des Übergangszustandes gerich-
tet ist.[11] Der Antikörper katalysiert die entsprechende
Acyltransferreaktion zwischen Thymidin und einem Alanin-
ester mit einer effektiven Molarität von 3� 104m ((kcat/KM)/
kuncat� 108). Auûerdem katalysiert der Antikörper keine
Acylübertragungen auf Wassermoleküle. Aus NMR-Unter-
suchungen des Michaelis-Komplexes läût sich schlieûen, daû
die hohe katalytische Effizienz und Aktivität hauptsächlich
durch die optimale Orientierung des Acyldonors und des
Nucleophils im aktiven Zentrum des Antikörpers zustande
kommen, die der Orientierung des Phosphonatrestes im
Hapten entspricht.[12] Indem man den natürlichen diversen
Pool des Immunsystems anhand von mechanistischen Krite-
rien (z. B. der Verzerrung des planaren Porphyrinringes oder
der Nachbarschaft reaktiver Gruppen) durchmustert, ist es
möglich, einerseits Antikörper mit enzymähnlichen Eigen-
schaften herzustellen und andererseits Grundprinzipien der
Enzymkatalyse zu testen.

Abbildung 2. Verzerrung von N-Methylprotoporphyrin 1 durch einen
Antikörper mit Ferrochelatase-Aktivität.[10]

Daneben wurden andere Ansätze für die Herstellung
katalytischer Antikörper entwickelt, die kovalente Katalyse,
Effekte aufgrund räumlicher Nähe und allgemeine Säure-
Base-Katalyse berücksichtigen.[7] Auûerdem wurden Strate-
gien entwickelt, um den immunologisch diversen Pool direkt
nach katalytischen Funktionen in vivo und auch in vitro zu
durchsuchen. Auf diese Weise wurden Antikörper erhalten,
die eine Vielzahl enzymatischer und nichtenzymatischer
Reaktionen katalysieren. Dazu gehören stereoselektive Re-
doxreaktionen, pericyclische Reaktionen, Umlagerungs- und
Acyltransferreaktionen und einige ¹schwierigeª chemische
Transformationen einschlieûlich der kinetisch ungünsti-
gen Exo-Diels-Alder-Reaktionen und Anti-Baldwin-Cyclisie-
rungen.[13] In einem aktuellen Beispiel wurde durch die am
Reaktionsmechanismus orientierte Selektion mit einem Hap-
ten ein Aldolase-Antikörper gefunden, der mit Lysinseiten-
ketten im aktiven Zentrum eine kovalente Bindung eingehen
kann. Die katalytische Effizienz und die Stereoselektivität
dieses Antikörpers gleichen bemerkenswerterweise denen
der Klasse-I-Aldolasen.[14] Die katalysierte Reaktion verläuft
über die Bildung eines Imins zwischen dem Substrat, einem
Keton, und der e-Aminogruppe einer Lysinseitenkette im
aktiven Zentrum, die Umlagerung zum Enamin, die Konden-
sation mit einem Aldehyd und die abschlieûende Hydrolyse
zum Aldol als dem Reaktionsprodukt ± ein Mechanismus, der
dem des Enzyms ähnlich ist. Gleichzeitig toleriert der Anti-
körper ein ungewöhnlich groûes Substratspektrum (Abbil-
dung 3) und ist gegenwärtig einer der am allgemeinsten
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einsetzbaren stereoselektiven Katalysatoren für C-C-Bin-
dungsknüpfungen.[15] Dieses Beispiel illustriert auf elegante
Weise das katalytische Potential der immunologischen Diver-
sität, das mit klaren chemischen Zielvorgaben verknüpft
werden kann.

Die Charakterisierung katalytischer Antikörper ermöglicht
auch wichtige neue Einsichten in die Evolution von Bindung
und Katalyse sowie in die kombinatorischen Prozesse des
Immunsystems selbst. So konnten mit strukturellen und
mechanistischen Untersuchungen an der antikörperkataly-
sierten Oxy-Cope-Umlagerung und an Diels-Alder-Reaktio-
nen einige Mechanismen verdeutlicht werden, durch die
Bindungsenergie dazu genutzt werden kann, die stereoelek-
tronischen Verhältnisse pericyclischer Reaktionen zu beein-
flussen.[16±18] Detaillierte biophysikalische und strukturelle
Untersuchungen wurden auch durchgeführt, um die Reifung
der Affinität eines Antikörpers mit Esterhydrolase-Aktivität
zu verfolgen, der gegen das Nitrophenylphosphonat-Analo-
gon einer Übergangszustandsstruktur gerichtet war. Nach
neun somatischen Mutationen entstand ein katalytischer
Antikörper, der das Hapten mit 35 000fach gröûerer Affini-
tät bindet als die Keimbahnvorstufe. Im Unterschied zum
affinitätsgereiften Antikörper, der das Hapten nach dem
¹Schlüssel-Schloûª-Prinzip bindet, kann die Bindungsstelle
des Keimbahnantikörpers mehr als eine Konformation ein-
nehmen; Antigenbindung und somatische Mutation stabili-
sieren dann die Konformation mit der optimalen Hapten-
komplementarität (Abbildung 4). Daher ist zu erwarten,
daû die Konformationsdiversität (ein Schlüsselelement in

Paulings Modell von der che-
mischen Instruktion der Anti-
körperspezifität) eine wichtige
Rolle bei der Ausweitung des
Bindungspotentials im Ver-
gleich zur primären Immun-
antwort spielt.[19±21] Die Un-
tersuchung zeigte auûerdem,
daû die Bindungs- und Kataly-
seeigenschaften des Antikör-
pers auch stark durch Muta-
tionen beeinfluût werden, die
weit entfernt vom gebundenen
Liganden stattfinden, eine
wichtige Lektion für diejeni-
gen, die sich bemühen, Pro-
teinfunktionen zu modifi-
zieren. Durch die Untersu-
chung katalytischer Antikör-
per wurde auch die struktur-
elle Basis der Polyspezifität
mancher Familien von Keim-
bahnantikörpern, einem wei-
teren Faktor, der wahrschein-
lich zu dem bemerkenswerten
Bindungspotential des primä-
ren Antikörperrepertoires bei-
trägt, besser verständlich.[17]

Indem man neue Funktionali-
tät aus der Diversität der Anti-

körper gewinnt, erhält man also auch weitere Einsichten in
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen im Immunsystem selbst.

Viele Wissenschaftler haben sich mit der natürlichen
Diversität befaût, die durch das Immunsystem erzeugt wird.
1989 wurde ein neues Vektorsystem benutzt, das auf dem
Bakteriophagen Lambda basiert, um eine synthetische kom-
binatorische Bibliothek von Fab-Fragmenten des Maus-Anti-
körperrepertoires in Escherichia coli zu exprimieren.[22]

Dieses System ermöglichte die schnelle und einfache Identi-
fizierung monoklonaler Fab-Fragmente, die ein bestimmtes
Antigen binden, in einer Form, die für genetische Manipula-
tionen geeignet ist; beispielsweise wurden mit dieser Technik
monoklonale Fab-Fragmente gegen ein Hapten hergestellt,
das ein Übergangszustandsanalogon ist.

Die Phagen-Display-Technik,[23±26] mit der ein Peptid oder
Protein auf der Oberfläche eines filamentösen Phagen
exprimiert wird, hat sich ebenso wie andere Methoden, die
die Polypeptidkette mit der codierenden DNA verbin-
den,[27±29] als sehr leistungsfähig zur Erzeugung von Diversität
in vitro erwiesen. Mutiert man Codons zufällig oder an
spezifischen Stellen innerhalb eines Gens unter Verwendung
synthetischer Oligonucleotide, können Bibliotheken von
>108 verschiedenen Polypeptidsequenzen hergestellt und
auf der Phagenoberfläche präsentiert werden. Anschlieûen-
des affinitätsbasiertes Screening mit immobilisierten Ligan-
den, Elution der gebundenen Phagen, Amplifikation und
weitere Screening-Runden können schlieûlich zur Isolierung
hochaffiner Rezeptoren oder Liganden führen. Die Identität
einer speziellen Verbindung aus der Bibliothek wird durch die
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Abbildung 3. Schematische Darstellung eines Antikörpers (Ab) mit Aldolase-Aktivität und breitem Substrat-
spektrum.[14] Der Kreis in der Mitte zeigt das kovalente Enamin-Intermediat, das aus dem Keton-Substrat und
der e-Aminogruppe einer Lysinseitenkette im aktiven Zentrum des Antikörpers gebildet wurde.
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Abbildung 4. Konformative Diversität eines Antikörpers mit Esterase-
Aktivität. Die Zugehörigkeit einer Aminosäure zur schweren oder leichten
Kette ist durch die Buchstaben H bzw. L vor der Sequenznummer
gekennzeichnet. a) Überlagerung der Strukturen des Keimbahn-Fab-
Hapten-Komplexes (Fab�Antigen-bindendes Fragment eines Antikör-
pers; lila) und des affinitätsgereiften Fab-Hapten-Komplexes (rot). Soma-
tisch mutierte Aminosäurereste (X!Y) sind in Grün dargestellt.
b) Überlagerung der Strukturen der Keimbahn-Fab-Domäne ohne Hapten
(blau) und des Keimbahn-Fab-Hapten-Komplexes (lila). Grau gestrichelte
Linien deuten die Wasserstoffbrückenbindungen in der Struktur der
Keimbahn-Fab-Domäne ohne Hapten an, schwarz gestrichelte Linien die
Wasserstoffbrückenbindungen im Keimbahn-Fab-Hapten-Komplex.[19] Die
gelben gestrichelten Linien zeigen die Stapelwechselwirkung zwischen den
Seitenketten dreier Tyrosinreste an (¹double T-stackª).

Sequenzierung der Phagen-DNA bestimmt. Mit Phagen-
Display-Techniken wurden synthetische kombinatorische Bi-
bliotheken von Antikörpergenen verschiedener Organismen
(einschlieûlich des Menschen) oder von groûen synthetischen
Repertoires Antikörper-codierender Gene auf Phagenober-

flächen als einzelkettige Fv- oder Fab-Fragmente exprimiert
(Abbildung 5).[30, 31] Hochaffine Antikörper wurden isoliert,
die viele unterschiedliche kleine Liganden und Makromole-
küle einschlieûlich viraler Antigene und Tumorantigene
binden sowie eine Reihe chemischer Reaktionen katalysie-
ren.[24, 32] Ganz aktuell ist die Entwicklung von Methoden, die
die direkte chemische Selektion von Katalysatoren aus
Phagen-gebundenen Fab-Bibliotheken ermöglichen.[33] So
wurde ein Antikörper mit Glycosidase-Aktivität mit einem
auf den Mechanismus zugeschnittenen Inhibitor isoliert: Er
produzierte ein reaktives Chinonmethid, das die Klone mit
katalytischer Aktivität kovalent an eine Festphase knüpfte
und so für weitere Amplifikations- und Selektionsrunden
immobilisierte. In-vitro-Methoden zur Erzeugung von Anti-
körperdiversität werden vielleicht genauso wichtig werden
wie die Hybridomatechnik zur Herstellung monoklonaler
Antikörper für diagnostische, therapeutische und chemische
Anwendungen. Phagen-Display-Techniken werden auch be-
nutzt, um andere Proteingerüste zu identifizieren wie die
Schleifen der Vier-Helix-Bündel-Proteine, die, wenn sie
statistisch neu kombiniert werden, als Mini-Antikörper
wirken könnten.[34]

Kürzlich haben wir ein allgemeines Schema für die In-vitro-
Evolution von Proteinkatalysatoren entwickelt, das den
Substratumsatz direkt mit einem Selektionsvorteil in einem
biologisch amplifizierbaren System verbindet.[35] Das Substrat
ist kovalent und ortsspezifisch über eine flexible Kette an das
pIII-Hüllprotein eines filamentösen Phagen gebunden, der
auch den Proteinkatalysator präsentiert. Die intramolekulare
Umwandlung des Substrats in das Produkt ermöglicht es,
aktive Katalysatoren aus einer Proteinbibliothek zu isolieren,
entweder durch die Freisetzung oder durch die Bindung des
Phagen an eine feste Phase oder durch das Abfangen des
Produkts durch einen hierfür spezifischen Antikörper (Ab-
bildung 6). Diese Methodik wurde unter Verwendung der
Staphylococcen-Nuclease (SNase) als Modell entwickelt.
Phagen, die SNase präsentieren, können aus einem biblio-
theksähnlichen Ensemble von Phagen, die nichtkatalytische
Proteine tragen, in einem einzigen Schritt bis zu tausendfach
angereichert werden. Daneben sollte man mit diesem Ansatz
natürliche Enzyme funktionell anhand ihrer Fähigkeit klo-
nieren können, spezifische Reaktionen zu katalysieren (z. B.
Glycosylübertragungen, sequenzspezifische Proteolyse oder
Phosphorylierung, Polymerisation etc.), anstatt zur Klonie-
rung auf Sequenz- oder Strukturhomologien mit bekannten
Enzymen zurückgreifen zu müssen.

2.2. Diversität von Peptiden

Auf Phagenoberflächen präsentierte Bibliotheken linearer
und cyclischer Peptide wurden benutzt, um hochaffine,
selektive Liganden zu identifizieren, die viele biologische
Rezeptoren wie Antikörper, Enzyme, Lektine, Zelloberflä-
chenrezeptoren, Signaltransduktionsproteine und sogar Nu-
cleinsäuren binden.[24] Eines der eindruckvollsten Beispiele
war die Isolierung eines aus 14 Aminosäuren bestehenden,
cyclischen Peptids mit einer Disulfidbrücke und der Kon-
sensussequenz YXCXXGPXTWXCXP (wobei X für ver-
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Abbildung 6. Ein allgemeines Schema für die In-vitro-Evolution von
Proteinkatalysatoren.

schiedene Aminosäuren stehen kann), das an den Rezeptor
für das Cytokin Erythropoietin (EPO) bindet und ihn
aktiviert.[36] Die erfolgreiche Isolierung dieses Peptids wurde

ermöglicht durch Variationen in
der Stringenz der Suche (indem
die Bedingungen für Bindung
und Elution variiert wurden)
und durch die Herstellung und
Durchmusterung von Bibliothe-
ken, die von niederaffinen Pep-
tiden abgeleitet worden waren.
Das isolierte Peptid bindet die
extrazelluläre Domäne des
EPO-Rezeptors (EPOR) mit
einem IC50-Wert (Bindungskon-
stante) von ca. 0.2 mm und sti-
muliert die Erythropoese in
Mäusen über einen Signaltrans-
duktionsweg, der mit demjeni-
gen identisch zu sein scheint,
der durch den natürlichen Li-
ganden induziert wird. Die mo-
lekulare Grundlage für die Ago-

nisten-Aktivität dieses Peptids wurde durch die Analyse der
dreidimensionalen Kristallstruktur des Komplexes von
EPOR mit einem verwandten 20 Aminosäuren langen Peptid
bestimmt (Abbildung 7).[37] Aus der Struktur läût sich ab-

Abbildung 7. Struktur des Komplexes eines 20 Aminosäuren langen
Peptids, das aus einer Phagenpeptid-Bibliothek isoliert wurde, mit der
extrazellulären Domäne des EPO-Rezeptors im Kristall.[37]

leiten, daû das Peptid ein Dimer bildet, das aus einem
viersträngigen antiparallelen b-Faltblatt und zwei b-Schleifen
vom Typ I besteht. Das Peptid induziert die fast perfekte
zweifache Dimerisierung des Rezeptors durch eine Kombina-
tion aus hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoff-
brückenbindungen mit Abschnitten der vier Schleifenregio-
nen des EPOR. Die erfolgreiche Isolierung dieses neuen
Peptids, das wahrscheinlich ein minimales Epitop für die
Aktivierung des EPOR definiert, legt nahe, daû Peptide auch
viele andere Funktionen gröûerer Proteine übernehmen
können.

Eine andere interessante Anwendung von Phagen-Display-
Techniken ist die Bestimmung der Substratspezifitäten von
Proteasen, indem man Peptidbibliotheken mit einem Test-
system durchsucht, das auf der Peptidhydrolyse beruht.[38] In

Abbildung 5. Phagen-Display-Technik und Durchmusterung einer Antikörperbibliothek. SD�Shine-Dalgarno-
Sequenz (Ribosomenbindungsstelle auf prokaryontischer mRNA); Ig� Immunoglobulindomäne.
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diesem Fall wird die aminoterminale Domäne des pIII-
Proteins eines filamentösen Phagen über ein Peptid-Verbin-
dungsstück mit zufälliger Sequenz mit einer Ankergruppe
verknüpft. Die Phagen werden dann an eine feste Phase
gebunden, die eine Affinität für den Anker aufweist. Bei
Proteasebehandlung werden diejenigen Phagen von der
festen Phase abgespalten, die Peptide mit guten Substratei-
genschaften präsentieren. Nach mehreren Durchgängen von
Bindung, Proteolyse und Amplifikation wurden Peptide mit
sensitiven und mit resistenten Sequenzen bezüglich der
Spaltung durch die Proteasen Subtilisin BPN' und Faktor Xa

identifiziert. Peptidbibliotheken, die auf Phagen präsentiert
werden, wurden auch direkt mit Zellen zusammengebracht,
um Peptidsequenzen zu finden, die an spezifische Zelltypen
binden und/oder in sie eindringen. Solche Peptide bilden
vielleicht einmal die Basis für intravenös applizierte Vektoren
für die Gentherapie[39] oder für gewebsspezifische therapeu-
tische Agentien.[40]

2.3. Weiterentwicklung der Proteinfunktion

Die natürliche Geschwindigkeit der genetischen Diversifi-
zierung durch Punktmutationen kann durch UV-Bestrahlung,
chemische oder enzymatische Mutagenese oder durch gene-
tische Methoden wie die Verwendung von Mutationsstämmen
erhöht werden. Proteinpopulationen mit zufälligen Mutatio-
nen, die durch diese Methoden hergestellt wurden, können
mit einem geeigneten Such- oder Selektionsverfahren durch-
mustert werden, um Mutanten mit veränderten Eigenschaften
zu isolieren. So wurden mit diesen Methoden die Substrat-
spezifitäten von b-Galactosidase,[41] Ribitoldehydrogenase[42]

sowie von Alkylamidasen[43] geändert.
In letzter Zeit sind auch einige sehr effiziente Methoden

entwickelt worden, um umfangreichere und diversere Biblio-
theken herzustellen, darunter die Kassettenmutagenese,[44, 45]

die Polymerasekettenreaktion (PCR) mit erhöhter Fehler-
häufigkeit[46] und die Technik des ¹DNA shufflingª.[47, 48] Diese
Methoden haben uns in die Lage versetzt, eine künstliche
Evolution durch die beschleunigte Einführung von Diversität
durchzuführen und Stabilität, katalytische Aktivität und
Spezifität von Proteinen zu modifizieren.[49±54] Besonders
beim DNA shuffling werden die kombinatorischen Prozesse

des Immunsystems und der natürlichen Evolution nachge-
ahmt, indem die zufälligen Punktmutationen eines Gens mit
der homologen Rekombination in vitro kombiniert werden,
so daû Bibliotheken von Mutanten unterschiedlicher Struktur
entstehen (Abbildung 8). Dies ermöglicht es, groûe Sequenz-
bereiche effizienter nach Mutationen zu durchsuchen, die die
Bindungs- oder die Katalyseeigenschaften additiv oder sogar
kooperativ verstärken. Im direkten Vergleich mit Prozessen
wie der PCR mit erhöhter Fehlerhäufigkeit, die vorteilhafte
Mutationen ohne Rekombinationsvorgänge schrittweise auf-
bauen, konnten mit der Methode des DNA shuffling Proteine
mit gesteigerten Aktivitäten in weniger Selektionsrunden
hergestellt werden.[47] Das DNA shuffling wurde bei einigen
Proteinen angewandt, um ihre Eigenschaften zu verbessern,
z. B. bei Glycosidasen, b-Lactamasen, Antikörpern, beim
Green fluorescent protein (GFP) und bei Wachstumsfakto-
ren.[48] Beispielsweise erhielt man nach drei Cyclen DNA
shuffling und zwei Rückkreuzungscyclen (Rekombination mit
dem Wildtypgen) bei einer Selektion mit steigenden Kon-
zentrationen des Antibiotikums Cefotaxim eine b-Lactamase
mit sechs Mutationen, die der Zelle zu einer 32 000fach
höheren Resistenz gegen das Antibiotikum verhalf.[47] Die
Mutationen sind wie die somatischen Mutationen in affini-
tätsgereiften Antikörpern über das ganze Protein verteilt, so
daû das rationale Design von mutierten Proteinen schwierig,
wenn nicht unmöglich ist.

Die Technik des DNA shuffling wurde auf die Evolution
eines ¹orthogonalenª Paares aus Suppressor-tRNA und
Aminoacyl-tRNA-Synthetase angewandt, mit dem in Pro-
teine in vivo Aminosäuren mit neuen strukturellen oder
elektronischen Eigenschaften, die nicht im genetischen Code
verankert sind, ortsspezifisch eingebaut werden können.[55]

Die orthogonale Suppressor-tRNA wurde konstruiert, indem
anhand von Analysen der Kristallstruktur des Glutaminyl-
tRNA-Aminoacylsynthetase(GlnRS)-tRNAGln

2 -Komplexes
und früherer biochemischer Daten ortsspezifisch acht Muta-
tionen in die tRNAGln

2 eingeführt wurden. Die resultierende
tRNA erfüllt die Mindestanforderungen für den Einbau einer
nichtnatürlichen Aminosäure: Sie wird durch keine endogene
E.-coli-Aminoacyl-tRNA-Synthetase einschlieûlich der
GlnRS acyliert und funktioniert effizient bei der Protein-
translation. Durch wiederholte Cyclen aus DNA shuffling und
Oligonucleotid-gesteuerter Mutagenese wurde dann eine

groûe Bibliothek von ortsspe-
zifischen und zufälligen Mu-
tanten der GlnRS hergestellt.
Diese Bibliothek wurde auf
mutierte Enzyme selektiert,
die die veränderte tRNA in
vivo effizient mit einem Glu-
taminylrest acylieren, was auf
der Suppression eines Amber-
Codons (Amber-Codon�
Terminations-Codon UAG)
im lacZ-Gen beruht (Abbil-
dung 9). Auf diese Weise wur-
de ein ¹orthogonalesª mutier-
tes GlnRS/tRNA-Paar gefun-
den, das in vivo aktiv ist.

Abbildung 8. Beim DNA shuffling wird ein Gen zufällig in diskrete Teile fragmentiert, die Fragmente durch eine
PCR ohne Primer neu zusammengesetzt und über eine abschlieûende PCR mit Primern amplifiziert. Die
mutierten und rekombinierten Gene werden anschlieûend kloniert.[47]
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Gegenwärtig wird mit DNA shuffling und Kassettenmuta-
genese nach Synthetasemutanten gesucht, die orthogonale
tRNAs mit neuartigen Aminosäuren acylieren.[56] Natürlich
spielen sowohl Strukturinformationen als auch Diversität eine
kritische Rolle beim Entwurf dieser Experimente.

Eine Vielzahl anderer Proteine mit veränderten Bindungs-
affinitäten und -spezifitäten, darunter Wachstumshormone[57]

und DNA-bindende Proteine,[58±60] sind aus umfangreichen
Bibliotheken von Mutanten isoliert worden. So wurde das
Zinkfinger-Motiv des DNA-bindenden Proteins Zif 268 auf
der Oberfläche eines filamentösen Phagen exprimiert, und
Bibliotheken von Mutanten wurden gegen DNA-Duplex-
Sequenzen, die Wildtyp- und Mutanten-Bindungsstellen ent-
hielten, selektioniert.[61] Daraus wurde ein DNA-bindendes
Peptid gewonnen, das drei Zinkfinger-Motive enthält und an
eine singuläre, neun Basenpaare lange Region eines BCR-
ABL-Fusions-Onkogens mit einer Dissoziationskonstante Kd

von 6.2� 10ÿ7m bindet. Seine Bindungsaffinität für genomi-
sche BCR- und C-ABL-Sequenzen (die teilweise nur in einem
einzigen Basenpaar abweichen) ist um eine Gröûenordnung
geringer. Die Bindung des Peptids an das Zielonkogen in
transformierten Zellen in vitro führte zur Blockade der
Transkription. Auch andere Methoden als die Phagen-Dis-
play-Technik können genutzt werden, um DNA-bindende
Proteine mit veränderten Spezifitäten herzustellen. Zum
Beispiel wurden Helix-Schleife-Helix- und Leucin-zipper-
Proteine mit neuen Spezifitäten aus umfangreichen Mutan-
tenbibliotheken hergestellt, indem man die Selektion auf der
Störung der Transkription von Antibiotika-Resistenzgenen
aufbaute.[62±63] Untersuchungen dieser Art sind auch hilfreich,
um die Erkennungsregeln zwischen den Aminosäurensequen-
zen DNA-bindender Proteine und deren jeweiligen Erken-
nungsstellen aufzuklären.

Groûe Bibliotheken mutierter Proteine wurden auch
benutzt, um die Faktoren zu untersuchen, die Struktur und
Stabilität bestimmter Proteinfaltungsmuster beeinflussen.
Durch Kassettenmutagenese wurden zum Beispiel im hydro-
phoben Zentrum der N-terminalen Domäne des l-Phagen-
Repressorproteins sieben Aminosäuren nach dem Zufalls-
prinzip ausgetauscht.[64] Als man nach funktionellen Repres-

sormutanten (phagenresistenten
Transformanten) suchte, zeigte sich,
daû viele unterschiedliche Sequen-
zen einen stabilen Kern bilden kön-
nen. Am wichtigsten für eine spe-
zielle mit dem Wildtyp kompatible
Sequenz ist ihre Hydrophobie, wo-
bei das van-der-Waals-Volumen des
Kerns und die sterischen Wechsel-
wirkungen zwischen den Resten die
Zahl der funktionellen Sequenzen
weiter einschränken. Die Sequenz-
elemente, die die Struktur von Vier-
Helix-Bündeln bestimmen, sind un-
tersucht worden.[65] Eine Bibliothek
von Cytochrom-b562-Mutanten wur-
de hergestellt, in der Aminosäuren
an definierten Positionen durch eine
der hydrophoben Aminosäuren

Phe, Leu, Ile, Met oder Val oder durch eine der hydrophilen
Aminosäuren Glu, Asp, Lys, Asn, Gln oder His ersetzt
wurden, so daû ein binäres Muster von unpolaren und polaren
Aminosäuren entstand. Die bakterielle Expression von lösli-
chem proteaseresistentem Protein wurde spektrophotome-
trisch anhand der Hämabsorption verfolgt. 29 von 48 unter-
suchten Sequenzen führten nach der Expression zu einem
Protein, das löslich und gegen intrazellulären Abbau resistent
war. Zwei Proteine, die durch Harnstoff-Denaturierungsex-
perimente näher charakterisiert wurden, waren um 3.7 kcal
molÿ1 und 4.4 kcal molÿ1 relativ zur ungefalteten Form
stabilisiert. Eine ähnliche Strategie wurde bei einer Zufalls-
sequenz von 80 ± 100 Aminosäuren verfolgt, die aus Gln
(Einbuchstabencode: Q), Leu (L) und Arg (R) besteht. Die
Expression dieser ¹QLR-Proteineª in Bakterien ergab, daû
5 % der Sequenzen in Mengen gebildet wurden, die leicht
nachzuweisen waren. Mehrere der charakterisierten Pro-
teine wiesen Charakteristika nativer Proteine wie a-He-
lices und einen hochkooperativen Faltungsvorgang auf, so
daû man vermuten kann, daû gefaltete Proteine in Biblio-
theken mit zufälligen Aminosäurensequenzen häufig vor-
kommen.[66]

Die Beziehung zwischen Proteinsequenz und -struktur
wurde ebenfalls mit Bibliotheken untersucht, allerdings mit
solchen, die weder in vivo noch in vitro hergestellt, sondern
mit dem Computer erzeugt wurden. Kürzlich wurde ein
Design-Algorithmus, der auf chemischen Potentialfunktionen
sowie auf stereochemischen Einschränkungen (restraints)
basiert, dazu verwendet, 1.9� 1027 Aminosäurensequenzen
nach solchen zu durchsuchen, die ein b-a-b-Zinkfinger-
Faltungsmotiv einnehmen. Die gefundene Sequenz (FSF-1)
hat wenig oder keine ¾hnlichkeit mit irgendeiner bekannten
Proteinsequenz. Das FSF-1-Protein wurde synthetisiert, und
die anschlieûende NMR-spektroskopische Untersuchung in
Lösung ergab eine kompakte Struktur, die hervorragend mit
der gewünschten Zielstruktur übereinstimmt. Das Experi-
ment verdeutlicht den potentiellen Nutzen von Computer-
methoden zur Durchmusterung kombinatorischer Bibliothe-
ken, die um zehn oder mehr Gröûenordnungen umfangrei-
cher sind als alle jemals im Labor hergestellten.[67]

Abbildung 9. Selektion eines orthogonalen GlnRS/tRNA-Paares aus einer Bibliothek von GlnRS-
Mutanten.[55]
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3. Diversität von Nucleinsäuren

Kombinatorische Methoden haben eine wichtige Rolle
gespielt, als die Vielfalt der Funktionen der Nucleinsäuren
und deren mögliche Rolle in der präbiotischen Welt unter-
sucht wurden. Dazu wurden Bibliotheken mit bis zu 1015

zufälligen einzelsträngigen RNA- oder DNA-Sequenzen
durch eine Kombination von chemischer Synthese, PCR und
(im Falle der RNA) Run-off-Transkription hergestellt.[68±71]

Diese Bibliotheken werden dann auf einzelne Moleküle
durchsucht, die entweder 1) spezifische Liganden binden
(mit affinitätsbasierten Methoden) oder die 2) spezifische
chemische Transformationen katalysieren (mit In-vitro-Selek-
tions- oder Suchverfahren). Nach der Amplifikation einer
angereicherten Population von Molekülen mit Bindungs-
oder Katalyseeigenschaften wurden weitere Selektionsrun-
den angeschlossen. So wurden Nucleinsäuren erhalten, die
selektiv kleine Moleküle, Proteine und Nucleinsäuren binden,
und solche, die eine Reihe von Reaktionen katalysieren, von
der Übertragung von Phosphoryl- und Acylgruppen bis zu
Metallierungen und pericyclischen Reaktionen.

3.1. Selektion auf Bindungseigenschaften

Einzelsträngige RNA- und DNA-Oligomere (oder Apta-
mere) sind aus umfangreichen, zufälligen Oligonucleotidbi-
bliotheken isoliert worden, die selektiv zahlreiche Moleküle
binden, darunter T4-DNA-Polymerase, humanes Immun-
schwäche-Virus (HIV), HIV-Rev-Protein, Thrombin, Ami-
nosäuren, organische Farbstoffe und Cofaktoren.[68, 69, 72±78] So
wurde beim Screening einer Bibliothek aus 1013 Transkripten
mit an einer Agarosematrix immobilisiertem ATP eine RNA
isoliert, die Adenosin mit einer Dissoziationskonstante Kd

von 0.7 mm bindet.[74] Die Struktur einer aus 40 Nucleotiden
bestehenden RNA, die das Konsensusmotiv für ATP-Bindung
enthält und mit AMP (welches mit ähnlicher Affinität wie
ATP bindet) komplexiert ist, wurde durch NMR-Spektro-
skopie in Lösung bestimmt.[79] Das AMP-Molekül bindet an
einer ¹GNRA-ähnlichenª (N� irgendeine Nucleobase, R�
Purin-Base) Haarnadelschleife,[80] wobei das intercalierte
Adenin eine A ´ G-Fehlpaarung eingeht und die 2'- und 3'-
Hydroxygruppen der Ribose Wasserstoffbrückenbindungen
mit der RNA bilden. Durch die Bindung von AMP wird eine
Konformationsänderung an der ATP-Bindungsstelle der
RNA induziert. Aus den Oligonucleotidbibliotheken wurden
auch RNA-Aptamere isoliert, die das Purin Theophyllin mit
hoher Affinität binden (Kd� 0.1 mm). Diese Aptamere binden
nicht stark an Coffein (Kd� 3500 mm), das sich von Theo-
phyllin nur durch eine Methylgruppe am Stickstoffatom N7
unterscheidet.[81] Solche Experimente zeigen, daû RNA ±
ebenso wie Proteine ± viele kleine Moleküle mit extrem hoher
Spezifität durch eine Kombination aus van-der-Waals-Wech-
selwirkungen, Wasserstoffbrückenbindungen und elektro-
statischen Wechselwirkungen binden kann.

Auch Aptamere, die selektiv an Makromoleküle wie Pro-
teine und Nucleinsäuren binden, sind isoliert worden. So fand
man einzelsträngige RNAs, die selektiv an bestimmte Se-

quenzabschnitte auf doppelhelicaler DNA durch Tripelhelix-
bildung über Hoogsteen-Basenpaarung binden.[82] Einzel-
strängige DNAs, die an Thrombin über eine hochkonservi-
erte, 14 ± 17 Nucleotide umfassende Guanin-reiche Sequenz
binden, wurden ebenfalls gefunden. In diesem Fall betrug die
Bindungsaffinität 25 ± 200 nm, und verschiedene Aptamere
hemmten die Thrombin-katalysierte Bildung von Fibrinklum-
pen in vitro in nanomolaren Konzentrationen.[77]

3.2. RNA-Katalyse

Die früheste Anwendung von In-vitro-Selektionsverfahren
zur Isolierung von RNAs mit neuen Phänotypen aus einer
groûen Zahl von Mutanten geht auf Spiegelman et al. zu-
rück.[83] In seinen Versuchen wurde die Qb-Replikase, eine
matrizenspezifische RNA-Polymerase, in einem darwinisti-
schen Selektionssystem benutzt, um eine strukturierte RNA
zu isolieren, die eine verringerte Affinität für den intercalie-
renden Farbstoff Ethidiumbromid aufwies. Die Mutante
entstand nach sequentiellen Mutationen im Verlauf des
Experiments und war nicht etwa eine im ursprünglichen
RNA-Pool bereits vorhandene Variante.

Solche In-vitro-Selektionen zur Isolierung von RNAs mit
neuen katalytischen Aktivitäten wurden entweder mit Bi-
bliotheken durchgeführt, die durch Mutagenese natürlich
vorkommender Ribozyme hergestellt worden waren, oder mit
synthetischen Bibliotheken von RNA-Molekülen mit zufälli-
gen Sequenzen. Das Tetrahymena-Ribozym der Gruppe I
wurde zum Beispiel als Ausgangspunkt gewählt, um ein neues
Ribozym zu isolieren, das DNA spaltet.[70, 71] Das Selektions-
verfahren beruhte darauf, daû das Ribozym ein alternatives
DNA-Substrat phosphorylierte, wobei neun Basen an die 3'-
terminale Hydroxygruppe des Ribozyms addiert wurden
(Abbildung 10). Durch diese 3'-terminale Verlängerung wur-
de die erfolgreiche Anlagerung eines Amplifikationsprimers
möglich, der zur Vervollständigung des Selektionscyclus
erforderlich war. Aus einem viel gröûeren Mutantenpool

Abbildung 10. Selektion einer Tetrahymena-Ribozymmutante, die ein
alternatives DNA-Substrat umsetzt.[70, 71] Die Wellenlinien symbolisieren
die DNA-Stränge.
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(1013) wurden Varianten isoliert, die die Reaktion unter
physiologischen Bedingungen bis zu 65mal schneller kataly-
sieren als das Wildtyp-Ribozym. Andere Selektionsmethoden
unter Verwendung von natürlich vorkommenden Ribozymen
führten zu RNAs, die sich selbst kopierten[84] oder andere
Metallionen-Abhängigkeiten aufwiesen.[85]

Eines der eindrucksvollsten Beispiele für die Selektion von
RNA-Katalysatoren aus komplexen Bibliotheken mit zufäl-
ligen Sequenzen war die Isolierung einer RNA-Ligase, die
auch als RNA-Polymerase wirken kann.[86, 87] Ausgehend von
einem Pool von etwa 1015 einzelnen Transkripten wurden
schrittweise Amplifikations- und Selektionsrunden durchge-
führt, die auf der Fähigkeit des Ribozyms beruhten, seine
eigene 5'-terminale Triphosphatgruppe an ein Oligonucleo-
tidsubstrat zu ligieren, das 5'-terminal eine Ankergruppe
(¹tagª) trägt (Abbildung 11). Isoliert wurde ein Ribozym, das
die Knüpfung einer 3'-5'-Phosphodiesterbindung mit kcat>

1 sÿ1 katalysiert;[86, 87] wurde es an einen Matrizenstrang
gebunden, konnte diese RNA-Ligase einen RNA-Primer
um bis zu sechs Nucleotide matrizenabhängig verlängern.[88]

Nucleotide, die komplementär zur Matrize sind, werden bis zu
1000mal effizienter als fehlgepaarte Nucleotide addiert. Ob-
wohl noch eine Reihe von Hindernissen bestehen, um eine
RNA-Replicase herzustellen (z.B. die Strangtrennung nach
der Polymerisation, unspezifische Bindung von Matrize und
Primer, Fehlerhäufigkeit), zeigen diese Experimente das
Potential, das in der Entwicklung von RNAs steckt, die
Reaktionen katalysieren, die vielleicht in einer präbiotischen
Welt notwendig waren.

Selektionsverfahren und affinitätsvermittelte Methoden
sind auch eingesetzt worden, um die Anwendungsmöglich-
keiten katalytischer RNAs auf andere Reaktionsklassen wie
Isomerisierungen, CÿC-Bindungsknüpfungen, Metallierun-
gen und Alkylierungen auszuweiten. Als man z.B. dieselben
Annahmen der Theorie des Übergangszustandes zugrunde-

legte, die auch bei der ersten Gewinnung katalytischer
Antikörper Beachtung fanden, konnte man eine RNA
isolieren, die die Isomerisierung eines überbrückten Biphe-
nylsubstrates zu seinem Diastereomer katalysierte (Abbil-
dung 12).[89] In diesem Fall wurde eine Bibliothek von 1013
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Abbildung 12. Atropisomerisierung von diastereomeren 1,1'-Biphenylen.
Die Verbindung 2 ist ein Analogon des Übergangszustandes dieser
Reaktion.[89]

nach dem Zufallsprinzip hergestellten RNA-Molekülen auf
ihre Bindungsaffinität zum planaren, an einem festen Träger
immobilisierten Analogon 2 des Übergangszustandes der
Biphenyl-Isomerisierung durchsucht. Mit einem ähnlichen
Ansatz wurden einzelsträngige RNAs und DNAs hergestellt,
die die Metallierung von Porphyrin katalysieren.[90, 91] Wenig
später wurden mit einem Selektionsverfahren, das auf der
kovalenten Verknüpfung eines Ribozyms mit einem Träger
beruhte, RNAs hergestellt, die die Diels-Alder-Reaktion
zwischen einem Dien und einem Dienophil katalysieren.[92]

3.3. Andere Anwendungen

Viele andere neue Einsatz-
möglichkeiten von Nucleinsäu-
rebibliotheken werden laufend
publiziert, darunter auch In-
vivo-Anwendungen. In einem
Fall werden genomische Ex-
pressionsbibliotheken zur Im-
munisierung benutzt, eine
Technik, die sich die genetische
Immunisierung (Immunisie-
rung mit dem Gen, das das
Protein-Antigen codiert, an-
statt mit dem Protein selbst)
zunutze macht sowie die Tatsa-
che, daû alle Antigene eines
Pathogens in seiner DNA co-
diert sind.[93] Tatsächlich wurde
gezeigt, daû sogar partielle Ex-
pressionsbibliotheken aus der
DNA von Mycoplasma pulmo-

Abbildung 11. Selektionsverfahren für die Herstellung einer RNA-Ligase.[86, 87] Die Abkürzungen B und Av
stehen für Biotin bzw. Avidin.
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nis, einem natürlichen Pathogen in Nagern, Schutz gegen den
Erreger bieten. Nucleinsäurebibliotheken wurden auch in
vivo eingesetzt, um cis-wirkende Sequenzabschnitte zu iden-
tifizieren, die RNAs in den Kern von Xenopus-laevis-Oocyten
dirigieren.[94] Sicherlich werden Bibliotheken von Nuclein-
säuren ebenso wie die von Peptiden und Proteinen viele
Anwendungen finden bei der Suche nach neuen biologischen
und chemischen Funktionen sowie bei unseren Bemühungen,
komplexe biologische Prozesse besser zu verstehen.

4. Diversität bei der chemischen Synthese

Der Biosyntheseapparat, mit dem lebende Zellen diverse
Populationen von Molekülen herstellen, ist auf spezifische
Klassen chemischer Verbindungen beschränkt; zu diesen
gehören oligomere Moleküle wie Polypeptide, Oligonucleo-
tide und Polysaccharide und eine Reihe von Naturstoffen,
z. B. die Polyketide. Auûerdem werden diese Verbindungen
aus einer begrenzten Auswahl von Bausteinen gebildet.
Durch die Entwicklung von Methoden zur Herstellung
umfangreicher, diverser Populationen synthetischer Moleküle
wurde dieser Ansatz auf neue Klassen von Verbindungen mit
einer breiteren Palette chemischer, biologischer und physika-
lischer Eigenschaften ausgedehnt.

4.1. Verfahren zum Hervorbringen von Diversität bei der
Synthese

Nahezu alle Ansätze, groûe Populationen unterschiedlicher
Moleküle zu synthetisieren und zu durchsuchen, basieren auf
der Methode der Festphasensynthese nach Merrifield.[95] Die
ersten Arbeiten konzentrierten sich auf Polypeptide, die
schnell durch schrittweise Synthese aus einem diversen Satz
allgemein vorkommender und nichtnatürlicher Aminosäuren
aufgebaut werden können. Zunächst wurden Methoden
entwickelt, mit denen einfach die parallele Synthese zahlrei-
cher diskreter Peptidsequenzen möglich war, indem man
entweder mit Polyacrylsäure beschichtete Polyethylenstifte
benutzte, die im Mikrotiterformat angeordnet waren,[96] oder
später Harze, die in porösen Polypropylenbeuteln einge-
schlossen waren (¹Teebeutelª-Technik).[97]

Danach wurden Versuche unternommen, noch diversere
Populationen von Molekülen herzustellen, indem man Sätze
von Bausteinen in allen möglichen Kombinationen miteinan-
der verknüpfte und dabei wiederum die kombinatorischen
Strategien der Natur nachahmte, um molekulare Diversität
effizient zu erzeugen. Dies geschah entweder durch die
Herstellung von Bibliotheken, bei denen die einzelnen
Komponenten räumlich voneinander getrennt sind, oder von
Mischungen von Harzkügelchen, von denen jedes eine dis-
krete Verbindung oder eine kleine Zahl verwandter Verbin-
dungen trägt. Ein Beispiel für den ersten Ansatz ist die
¹mimotopeª Strategie, nach der Peptide wiederum auf Stiften
synthetisiert werden. In diesem Fall werden aber zufällig
Aminosäurereste aus Mischungen aktivierter Aminosäuren
eingebaut, so daû alle möglichen Peptidsequenzen entste-
hen.[98, 99] Zwei Positionen in einem Peptid aus n Aminosäuren

werden dann iterativ definiert durch die auf vielen Stäbchen
erfolgende Synthese von 400 diskreten Mischungen, von
denen jede alle möglichen (nÿ 2) Aminosäuren langen
Peptidsequenzen mit einer der 400 möglichen Paaren aus
den Standard-l-Aminosäuren enthält. Diese Technik wurde
in Verbindung mit ELISA-Screeningmethoden benutzt
(ELISA� enzyme-linked immunosorbent assay), um Peptide
zu identifizieren, die selektiv an Antikörper und andere
Rezeptoren binden.

Bei einer zweiten Methode wird für die räumlich adres-
sierbare Synthese kombinatorischer Bibliotheken die Photo-
lithographie zusammen mit der Festphasensynthese ange-
wandt, um Anordnungen von Peptiden in hoher Dichte auf
einer Glasunterlage herzustellen.[100, 101] Belichtet man nun
ausgewählte Regionen der Glasunterlage, die die wachsenden
Peptidketten trägt, deren terminale Aminogruppen durch
eine photolabile Gruppe geschützt sind, kann man damit die
räumliche Verteilung individueller Kupplungsschritte für
Aminosäuren kontrollieren (Abbildung 13). Bei Verwendung

Abbildung 13. Lichtgesteuerte Synthese kombinatorischer Anordnungen.

von n binären Masken, durch die die Hälfte der Oberfläche in
jedem Kupplungsschritt photolysiert wird, können 2n Ver-
bindungen synthetisiert werden. Die Abfolge von Masken
und Kupplungsschritten definiert die Identität des Peptids an
jedem Syntheseort. Die Bindung von fluoreszenzmarkierten
Rezeptoren an die Oberfläche wird durch Fluoreszenzemis-
sion nachgewiesen. Diese Technik wurde zwar ursprünglich
für die Peptidsynthese entwickelt, doch hat sich herausge-
stellt, daû sie sehr nützlich für die Herstellung sehr dicht
beladener Oligonucleotidfelder ist (siehe unten).

Ein anderer Ansatz für die Herstellung kombinatorischer
Bibliotheken von Peptiden ist die Methode des Teilens und
Synthetisierens (¹split synthesisª).[102±104] Dabei wird der
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Harzträger in n gleiche Teile aufgeteilt und jede Fraktion mit
einem einzelnen aktivierten Monomer (oder in manchen
Fällen mit mehreren Monomeren) gekuppelt, bevor die
Fraktionen wieder vereinigt werden (Abbildung 14). Eine
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Abbildung 14. Herstellung einer kombinatorischen Bibliothek nach der
Methode des Teilens und Synthetisierens.

Iteration über x Cyclen ergibt eine stochastische Population
von nx Peptiden. Dieser Ansatz wurde in Verbindung mit der
Teebeutel-Technik und unter Verwendung von Harzkügel-
chen, die nichtabspaltbare Linker tragen, dazu benutzt, um
groûe kombinatorische Bibliotheken mit bis zu 50 Millionen
verschiedenen Sequenzen herzustellen. Da dabei aber Mi-
schungen von Harzkügelchen entstehen, benötigt man für
diese Technik auch Methoden, um die Sequenz eines hoch-
affinen Liganden zu bestimmen, der mit einem auf der
Affinität basierenden Test isoliert wurde.

Um die Identität von Peptidliganden zu bestimmen, die aus
einem Pool zufälliger Sequenzen isoliert worden sind, wurden
mehrere Strategien entwickelt. Dazu gehören Methoden, die

auf der schrittweisen ¹mimotopenª Entschlüsselung beruhen
(siehe oben),[105] oder auch die direkte Peptid-Mikrosequen-
zierung nach Edman, für die die Harzkügelchen ca. 80 ±
100 pmol Peptid tragen müssen.[106] Auch die Massenspektro-
metrie kann zur Sequenzierung eines Peptids benutzt werden,
wenn bei jedem Syntheseschritt ein kleiner Teil der wachsen-
den Polypeptidkette blockiert wird, so daû bei jedem Cyclus
bis zum Erreichen der vollständigen Peptidlänge eine kleine
Menge an verkürztem Peptid anfällt.[107]

Es sind einige Methoden für die Herstellung von Peptidbi-
bliotheken auf Harzkügelchen entwickelt worden, bei denen
an jedes Kügelchen ein molekulares ¹Etikettª angehängt
wird, das die schnelle und empfindliche Identifizierung des
jeweiligen Polypeptids ermöglicht.[108±111] Diese Etiketten
werden gleichzeitig mit jedem Kupplungsschritt für ein
Monomer an die Kügelchen gebunden. Die Markierung
muû also unter den Bedingungen der Polymersynthese und
des Entschützens stabil sein, das Anhängen des Etiketts darf
die Polypeptidsynthese nicht beeinträchtigen, und die Mar-
kierungsgruppe muû einen ausreichenden Informationsgehalt
tragen, um mit hoher Empfindlichkeit nachgewiesen zu
werden. Mehrere Markierungsgruppen sind inzwischen ent-
wickelt worden (Abbildung 15), darunter Oligonucleotide,
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Abbildung 15. Die Verwendung molekularer ¹Etikettenª zur Identifizie-
rung von Verbindungen aus einer Bibliothek.[108±111]
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die durch PCR-Amplifikation und DNA-Sequenzierung
nachgewiesen werden können,[109] oder ein Satz verwandter
halogenierter Gruppen, die durch Kapillargaschromatogra-
phie mit Elektroneneinfang-Detektion getrennt und nachge-
wiesen werden können.[111] Die hohe
Nachweisempfindlichkeit beider Mar-
kierungsgruppen sollte die Synthese
chemischer Bibliotheken von zuneh-
mender Diversität erleichtern.

Mit den beschriebenen Techniken
wurden natürliche und nichtnatürliche
Polypeptide identifiziert, die zahlreiche
Moleküle wie Antikörper, Enzyme
oder Rezeptoren binden.[24] So konnten
antimikrobielle Peptide hergestellt
werden, die gegen Gram-positive und
Gram-negative Bakterien wirksam
sind.[112] Auch die Bindungsspezifitäten
synthetischer Wirtverbindungen, die
von Steroiden und Makrocyclen abge-
leitet sind, für Peptidliganden wurden
bestimmt.[113±115] Auûerdem wurden mit
diesen Techniken Protein-Protein-
Wechselwirkungen bei zellulären Vor-
gängen analysiert.[116] In einer solchen
Untersuchung wurde mit zwei Fluores-
cein-markierten SH3-Domänen eine
Peptidbibliothek nach Liganden durch-
sucht, die eine Affinität für diese Pro-
teindomänen aufweisen. Aus den ge-
fundenen Sequenzen wurden Regeln abgeleitet, nach denen
die SH3-Liganden-Wechselwirkung abläuft. Die anschlieûen-
den Strukturuntersuchungen ergaben ein detailliertes Bild
der Ligandenbindung durch SH3-Domänen.[116]

4.2. Ausweitung auf andere polymere und nichtpolymere
Verbindungen

Mit Hilfe der molekularen Diversität wurden auch chemi-
sche und biologische Eigenschaften von Heteropolymeren
erforscht, die nicht aus Aminosäuren aufgebaut sind. Diese
nichtnatürlichen polymeren Gerüste haben möglicherweise
neue Eigenschaften wie besseres pharmakokinetisches Ver-
halten (z. B. Membranpermeabilität und biologische Stabili-
tät), das ihre Bioverfügbarkeit erhöht, oder veränderte Kon-
formations- oder Wasserstoffbrückenbindungseigenschaften,
die Einsichten in die Struktur und Faltung von Biomolekülen
ermöglichen. Viele neue ¹nichtnatürliche Biopolymereª wur-
den hergestellt, darunter Oligocarbamate,[117] Peptoide,[118, 119]

Oligoharnstoffverbindungen,[120±122] Oligopyrrolinone,[123] Oli-
goazatide,[124] Oligosulfonamide[125] und b-Peptide.[126±128] Weil
diese oligomeren Verbindungen aus einem Satz unterschied-
licher Bausteine zusammengesetzt werden können, lassen
sich schnell umfangreiche molekulare Bibliotheken herstellen
und auf gewünschte Eigenschaften durchsuchen. Oligo-
carbamate beispielsweise, die aus einem chiralen Ethylen-
rückgrat mit variierenden Seitenketten bestehen, die durch
relativ starre Carbamatgruppen verbunden sind, wurden

effizient durch die schrittweise Kupplung von N-geschützten
Amino-p-nitrophenylcarbonat-Monomeren synthetisiert. Die
Monomere ihrerseits sind einfach aus den entsprechenden
Aminosäuren zugänglich (Abbildung 16).[117] Bibliotheken aus

diesen Molekülen sind hergestellt und auf hochaffine selek-
tive Liganden für Antikörper und Integrinrezeptoren durch-
mustert worden.[117, 129] Auch Bibliotheken aus Polypeptoi-
den[118, 119] wurden hergestellt, deren Polypeptidrückgrat aus
N-substituierten Glycineinheiten besteht. Daraus wurden
Peptoide identifiziert, die selektiv an den a-adrenergen
Rezeptor und eine Reihe von Enzymen binden.[118] Gegen-
wärtig bemüht man sich, die konformativen und die pharma-
kologischen Eigenschaften dieser Moleküle zu bestimmen.

Die Anwendung kombinatorischer Methoden zur Herstel-
lung nichtpolymerer kleiner Moleküle wurde durch die
Erkenntnis angeregt, daû viele solcher Moleküle auch durch
die schrittweise Addition von Bausteinen an einem festen
Träger synthetisiert werden können. Das bemerkenswerteste
Beispiel aus der Anfangszeit der kombinatorischen Synthese
war die Herstellung einer Bibliothek von 1,4-Benzodiazepi-
nen,[130, 131] einer Pharmakophor-Gruppe, die in vielen klinisch
bedeutsamen Therapeutika enthalten ist. Eine Bibliothek von
etwa 2000 strukturell unterschiedlichen 1,4-Benzodiazepinen
mit vielen verschiedenen Funktionalitäten wie Amid-, Car-
bonsäure-, Amin-, Phenol- und Indol-Gruppen wurde mit der
Stäbchenmethode aus drei Komponenten hergestellt : 2-Ami-
nobenzophenone, Aminosäuren und alkylierende Agentien
(Abbildung 17). Aus dieser Bibliothek wurden Liganden, die
selektiv an den Cholecytokinin-A-Rezeptor p60src binden,
sowie DNA-bindende Antikörper isoliert.

Seitdem sind kombinatorische Bibliotheken für eine ganze
Reihe kleiner organischer Moleküle hergestellt worden, z. B.
für b-Turn-Mimetica,[132] Hydantoine,[133] Protease-Inhibito-
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ren,[134] Pyrrolidine,[135] b-Lactame[136] und Tyrosinkinase-In-
hibitoren.[137] Daneben wurde eine Bibliothek aus 1300 Di-
und Trisacchariden auf Harzkügelchen hergestellt und gegen
das mit einem Reporterenzym markierte Lektin von Bauhinia
purpurea getestet.[138] Zwei Liganden wurden isoliert, die
fester als der natürliche Ligand an das Lektin binden.
¾hnliche Ansätze haben sich bei der Identifizierung von
Liganden auf Kohlenhydrat-Basis für andere Rezeptoren als
erfolgversprechend erwiesen.

Schlieûlich wurden auch beträchtliche Anstrengungen auf
die Entwicklung neuer Festphasensynthesemethoden verwen-
det, um Bibliotheken aus kleinen Molekülen herzustel-
len;[139, 140] auûerdem wird an theoretischen und empirischen
Methoden zum Design von Bibliotheken gearbeitet. So
konnten aus einer auf der Struktur basierenden Bibliothek
von nichtpeptidischen Verbindungen, die das Hydroxyethyl-
Pharmakophor von Pepstatin enthielten, starke Inhibitoren
(Ki� 9 ± 15 nm) für Cathepsin D isoliert werden.[141] Mit
Sicherheit werden Bibliotheken aus synthetischen oligomeren
und nichtpolymeren Molekülen auch weiterhin einen wichti-
gen Einfluû auf die pharmazeutische Industrie haben.

4.3. Naturstoffe

Nicht nur durch chemische Synthese können Bibliotheken
kleiner organischer Moleküle hergestellt werden; vor kurzem

wurde nachgewiesen, daû auch der Biosyn-
theseapparat von Zellen eingesetzt werden
kann, um Bibliotheken von Naturstoffen wie
den Polyketiden, zu denen die bekannten
Antibiotika Erythromycin, Avermectin und
Spiramycin gehören, herzustellen.[142] Die
Verbindungen werden von modularen Poly-
ketidsynthasen (PKSs) synthetisiert; diese
sind groûe, multifunktionelle Enzymkomple-
xe, die die schrittweise Biosynthese dieser
Naturstoffe katalysieren.[143, 144] Die Module
enthalten Sätze von Enzymen (Ketosyntha-
sen, Acyltransferasen, Ketoreduktasen, De-
hydratasen und Enoylreductasen), die pro-
zessiv Cyclen von Verlängerungsschritten der
Polyketidkette durchführen und dabei gleich-
zeitig den Oxidationsgrad und die absolute
Konfiguration ändern. Werden einzelne Mo-
dule entfernt, die Spezifität einzelner Enzy-
me in einem Modul geändert oder neue
enzymatische Aktivitäten hinzugefügt, kann
eine groûe Zahl unterschiedlicher Makrolide
synthetisiert werden.[142] Vor kurzem wurde
gezeigt, daû die Zugabe von synthetischen
Diketid-Analoga zu einer Reaktion, die von
der Desoxyerythronolid-B-Synthase, die eine
Blockierung im KS-1-Gen enthält (DKS1),
katalysiert wird, zu einem neuen Polyketid
führt, das den synthetischen Baustein enthält
(Abbildung 18).[145] Sobald weitere Matrizen-
unabhängige Biosynthesewege aufgeklärt
und charakterisiert worden sind (z.B. für
cyclische Peptide, Endiine und Bleomycine)

und unsere Möglichkeiten, ihre Funktion zu beeinflussen,
wachsen, wird durch den beschriebenen Ansatz wahrschein-
lich eine zunehmend diversere Sammlung chemischer Ver-
bindungen verfügbar, die nach neuen biologischen Eigen-
schaften durchsucht werden kann.
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4.4. Genomforschung

Für Methoden der kombinatorischen Synthese gibt es auch
wichtige Anwendungen in der Genomforschung. Beispiels-
weise wurde es durch die photolithographische chemische
Synthese, die für Peptide entwickelt wurde, möglich, räumlich
adressierbare, dicht beladene Felder von Oligonucleotiden
bekannter Sequenz zu synthetisieren.[146, 147] Mit dieser Tech-
nik wurden über 260 000 spezifisch ausgewählte Oligonucleo-
tidsonden auf einer Fläche von ca. 6.5 cm2 synthetisiert, die
mit allen offenen Leserastern (open reading frames, ORFs)
des Hefegenoms hybridisieren (zwanzig 25mere, die komple-
mentär zu Segmenten in jedem ORF sind) (Abbildung 19).[148]

Abbildung 19. Fluoreszenzaufnahme eines mit Oligonucleotidsonden be-
ladenen Feldes nach der Hybridisierung mit einer fluoreszenzmarkierten
mRNA-Probe aus Hefezellen.

Damit läût sich das Ausmaû der Expression fast aller Hefe-
gene durch die Redundanz bei der Detektion und Analyse der
Daten quantitativ, sensitiv und reproduzierbar verfolgen.
Anordnungen dieser Art haben wahrscheinlich einen erheb-
lichen Einfluû auf unsere Fähigkeit, den Informationsgehalt
genomischer DNA zu analysieren, unter anderem durch die
Suche nach Fehlpaarungen, Homologievergleiche und den
Nachweis genetischer Unterschiede zwischen verschiedenen
Stämmen der gleichen Art (z. B. Bakterienstämmen). Auch
andere parallele Hochdurchsatzmethoden sind entwickelt
worden, um Oligonucleotidfelder herzustellen,[149±156] darun-
ter Hybridisierungsmethoden mit zuvor synthetisierten Oli-
gonucleotiden.[157]

In einem anderen Fall wurde gezeigt, wie kombinatorische
Bibliotheken kleiner Moleküle, Strukturinformationen und
mit Oligonucleotiden beladene Felder synergistisch einge-
setzt werden können, um selektive Kinase-Inhibitoren zu
identifizieren und zu charakterisieren.[158] So wurde auf der
Basis der Strukturanalyse des neuen Bindungsmodus des
Purins Olomoucin in der ATP-Bindungstasche der Zellcyclus-
Kinase CDK2 eine kombinatorische Bibliothek aus 2,6,9-
trisubstituierten Purinen hergestellt.[159, 160] Indem die Syn-
these chemischer Bibliotheken und ein biologisches Screening
wiederholt hintereinandergeschaltet wurden, wurden hoch-
affine, selektive Inhibitoren von menschlicher CDK2/Cy-
clin A und von cdc28-Kinasen aus Hefe identifiziert. Zu den
CDK2/Cyclin-A-Kinase-Inhibitoren gehören auch Verbin-

dungen, die selektiv das Wachstum von Dickdarmkrebs-
Zellinien hemmen. Die Strukturbasis für die Affinität und
Selektivität dieser Purinderivate wurde durch die Analyse der
dreidimensionalen Kristallstruktur ihrer Komplexe mit
CDK2 bestimmt; davon ausgehend konnten Affinität und
Selektivität der Verbindungen weiter gesteigert werden. Die
zellulären Wirkungen dieser Verbindungsklasse wurden wei-
ter untersucht und mit denen des CDK2-Inhibitors Flavopi-
ridol verglichen, auûerdem mit den Effekten von Mutationen
in cdc28 selbst, indem ¾nderungen im Expressionsniveau der
mRNA bei allen Genen in den behandelten Zellen von
Saccharomyces cerevisiae mit den dicht beladenen Oligonu-
cleotidsonden-Feldern bestimmt wurden.[148, 161] Insbesondere
waren von den 105 Transkripten, die eine mehr als dreifache
Veränderung als Reaktion auf beide Verbindungen (335 beim
Purin und 267 bei Flavopiridol) aufwiesen, nur sieben
reprimiert, und diese waren alle mit dem Fortschreiten des
Zellcyclus assoziiert. Diese Versuche lieferten auch erste
Hinweise auf andere allgemeine Auswirkungen dieser Ver-
bindungen auf Zellmetabolismus, Streûantwort, Signaltrans-
duktion sowie Wachstum und zeigten auûerdem signifikante
Unterschiede in den Wirkungen von Flavopiridol und den
Purinen auf, trotz deren scheinbarer In-vitro-Selektivität für
CDKs. Informationen dieser Art können im allgemeinen
hilfreich sein, um Verbindungen vor dem Beginn von
klinischen Studien zu vergleichen oder um Zielmoleküle zu
identifizieren, deren Hemmung den Effekt eines primären
Wirkstoffs potenzieren kann. Darüber hinaus wird durch den
Rückgriff auf Genexpressions-Profile zusammen mit Über-
expressions-Bibliotheken, in denen zahlreiche Kopien eines
Gens vorliegen,[162] eine schnelle Identifizierung des Wirk-
ortes von Verbindungen mit interessanten biologischen Ei-
genschaften ermöglicht, die durch phänotypisches Screening
ganzer Zellen isoliert wurden. Der kombinierte Einsatz
chemischer Bibliotheken, neuer In-vitro- und zellulärer
Screeningmethoden[163±165] sowie der Genomforschung kann
wahrscheinlich wichtige neue Einblicke in komplexe zelluläre
Prozesse liefern.

5. Materialwissenschaften

Die jüngste Anwendung kombinatorischer Methoden hat
sich in der Festkörper- und Materialforschung eröffnet. Die
Eigenschaften vieler funktioneller Materialien, z. B. von
Hochtemperatur-Supraleitern, heterogenen Katalysatoren,
ferroelektrischen Materialien, Magneten und sogar struktur-
gebenden Materialien wie Legierungen sind das Ergebnis
komplexer Wechselwirkungen zwischen der Matrixstruktur,
Dotierungsmitteln, Defektstellen und Grenzflächen, die alle
stark von der Zusammensetzung und vom Herstellungspro-
zeû abhängen. Leider erlaubt der gegenwärtige Stand des
theoretischen und empirischen Verständnisses im allgemei-
nen nicht, die Strukturen und die resultierenden Eigen-
schaften dieser Materialien vorherzusagen.[166] Die Situation
wird weiter kompliziert durch die komplexen Zusammenset-
zungen vieler moderner Materialien (aus vier oder mehr
Elementen) und durch die Tatsache, daû deren Synthese,
anders als in der organischen Synthese, im allgemeinen nicht
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kinetisch kontrolliert ist. Bei etwa 60 Elementen im Perioden-
system, die für Mischungen aus drei, vier, fünf oder sogar
sechs Elementen geeignet sind, ist das Universum möglicher
neuer Verbindungen mit interessanten physikalischen und
chemischen Eigenschaften noch kaum abgesteckt worden.
Mit kombinatorischen Methoden sollten schnell groûe Bi-
bliotheken (mit Hunderten bis Hunderttausenden von Ver-
bindungen) von anorganischen und organischen Materialien
und Vorrichtungen synthetisiert, bearbeitet und analysiert
werden können. So kann die Effizienz der Materialentwick-
lung und -optimierung deutlich gesteigert und unser Wissen
über den Zusammenhang zwischen Struktur und Eigenschaf-
ten von Materialien deutlich vergröûert werden.

5.1. Synthese und Screening

In der Materialforschung wurden mit kombinatorischen
Methoden als erstes Bibliotheken von Dünnschicht-Kupfer-
oxiden, die Hochtemperatur-Supraleiter enthalten, syntheti-
siert.[167] Sie dienten dazu, viele verschiedene Materialzusam-
mensetzungen zu testen, und wurden synthetisiert, indem
nacheinander Vorstufen mit Hilfe von Lochblenden präzise
an verschiedenen Stellen eines Trägers aufgebracht wurden
(Abbildung 20). Dem Auftrag bei niedriger Temperatur folgte
eine Nachbehandlung bei hoher Temperatur; dabei bildeten
sich supraleitende dünne Schichten. Vor kurzem wurde mit
quarternären Masken und Verschluûblenden-Systemen zu-
sammen mit photolithographischen Maskentechniken und
Materialabscheidung durch gepulste Laser die Synthese von
qualitativ hochwertigen, diversen Dünnschicht-Bibliotheken
von etwa 1000 bis 10 000 Proben auf einer Fläche von ca.
6.5 cm2 erreicht.[168±170] Auch Verfahren in Lösung wurden zur
Synthese von Materialbibliotheken eingesetzt. So sind z. B.
Systeme zur gerasterten Flüssigkeitsabgabe (wie bei Tinten-
strahldruckern) eingesetzt worden, mit denen schnell und
präzise Nanolitermengen an Lösungen von Vorstufen auf-
getragen werden können, um damit Bibliotheken von Metall-
oxiden und organischen Polymeren herzustellen.[171, 172] Die
Bedingungen der Nachbehandlung spielen eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle der Materialeigenschaften, und es
ist wichtig, die entsprechenden Variablen bei der Planung
einer Materialbibliothek miteinzubeziehen. Identische Bi-
bliotheken, die gleichzeitig synthetisiert wurden, können
unter verschiedenen Bedingungen nachbehandelt werden,
um die Diversität zu erhöhen. Öfen mit programmierbaren
Temperaturgradienten wurden benutzt, um optimale Bedin-
gungen für die Nachbehandlung einer Metalloxid-Bibliothek
zu finden; in ähnlicher Weise kann man den Sauerstoffpar-
tialdruck variieren, indem man Sauerstoff auf einer Seite des
Chips zuführt.[173]

Bis heute sind eine Reihe von Detektionssystemen entwik-
kelt worden, um Materialbibliotheken auf gewünschte opti-
sche, elektronische, magnetische oder chemische Eigenschaf-
ten zu durchmustern.[173] Mit optischen Bildauswertungssy-
stemen wurden Bibliotheken photolumineszierender
Materialien untersucht. Beispielsweise wurden ein Spektro-
photometer und Charge-coupled-device(CCD)-Detektoren
benutzt, um die Photonenemission und Chromatizität einer

a)

b)

Abbildung 20. a) Beim quarternären Maskierungsschema wird die Ab-
scheidung ausgeführt, indem eine Serie von n verschiedenen Masken
benutzt wird, die das Substrat in eine Serie von zusammenhängenden
Quadranten unterteilt. Jede Maske wird bei vier aufeinanderfolgenden
Auftragungsschritten um jeweils 908 gedreht, so daû sich bis zu 4n

Zusammensetzungen in 4n Auftragungsschritten ergeben. b) Photogra-
phie einer Bibliothek aus 1024 Verbindungen (aufgetragen auf einem
Siliciumsubstrat mit einer Fläche von 2.54� 2.54 cm2) unter Umgebungs-
licht (oben) und UV-Bestrahlung (unten).

jeden Komponente in Bibliotheken mit phosphoreszierenden
Verbindungen bei Anregung mit monochromatischem UV-
Licht zu bewerten.[168, 169] Ein neues Rastersonden-Mikro-
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wellen-Nahfeldmikroskop (scanning-tip microwave near-field
microscope, STMNM) wurde entwickelt, um die Dielektrizi-
tätskonstante und den dielektrischen Dissipationsfaktor (di-
elektrischer Verlust) einer Bibliothek von ferroelektrischen
Materialien mit räumlicher Auflösung (Submikrometerbe-
reich) und hoher Empfindlichkeit zerstörungsfrei messen zu
können (Abbildung 21).[170, 174] Noch aktueller ist eine Rönt-
gen-Mikrostrahltechnik mit einer Strahlfläche von 3� 20 mm2,
mit der die Zusammensetzung und die Struktur von Proben in
Dünnschicht-Bibliotheken charakterisiert wurde.[175] Mit der
bildgebenden Infrarot-Thermographie wurde die Katalysator-
aktivität in einer kleinen Bibliothek von Wasserstoff-oxidie-
renden Katalysatoren[176] qualitativ ausgewertet; mit der Mas-
senspektrometrie wurde eine Bibliothek von Oxidationska-
talysatoren mit hoher Sensitivität rasch durchmustert.[177] Ma-
gneto-optische Detektoren wurden entwickelt, um Bilder von
Bibliotheken magnetischer Materialien herzustellen, und mit
vielen anderen Detektorsystemen kann ein weiter Bereich
von Materialeigenschaften gemessen werden (Infrarot- und
Raman-Spektroskopie, Oberflächen-Plasmonenresonanz, Na-
noindentation, Lichtstreuung und Mikroskopie unter polari-
siertem Licht).

5.2. Anwendungen

Obwohl bei der Methodenentwicklung für kombinatorische
Synthese, Nachbehandlung und Detektion von Materialbi-
bliotheken noch viel Arbeit zu tun bleibt, wurden bereits
einige Anwendungen veröffentlicht. Kombinatorische Me-
thoden wurden bei der Identifizierung einer Klasse magneto-
resistiver Cobaltoxide des Typs (La0.88S0.12)CoO3 einge-
setzt.[178] Der magnetische Widerstand nahm mit der Gröûe
des dotierenden Ions zu, im Gegensatz zu manganhaltigen
Verbindungen, in denen der magnetoresistive Effekt zu-
nimmt, wenn die Gröûe des Erdalkalimetallions abnimmt.
Auch bei der Identifizierung und Optimierung lumineszenter
Materialien wurden kombinatorische Methoden angewandt.
Kürzlich wurden zwei neue blaue phosphoreszierende Ver-
bindungen, SrCeO4

[179] und Gd3Ga5O12/SiOx,[168] in kombina-
torischen Bibliotheken gefunden. ¾hnliches gilt auch für
ferroelektrische Materialien, wo die Effekte der Dotierung
mit Übergangsmetallen auf die Dielektrizitätskonstante und
den dielektrischen Dissipationsfaktor einer Dünnschicht-
Bibliothek von (BaxSr1ÿx)TiO3 bestimmt wurden.[170] Kombi-
natorische Methoden werden wahrscheinlich einen erhebli-
chen Einfluû auf Katalyseforschung und Polymerchemie
haben; die ersten Versuche, diese Methoden anzuwenden,
sind bereits beschrieben worden.[173±176, 180±182] Es ist vielleicht
auch möglich, kombinatorische Bibliotheken von vollständi-
gen Funktionseinheiten wie Kondensatoren oder elektrolu-
mineszierenden Displays herzustellen.[183]

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung von Strategien zur Herstellung umfang-
reicher und diverser Bibliotheken von Biomolekülen, kleinen
organischen Molekülen und festen Materialien, zusammen
mit neuen Suchmethoden und Selektionsverfahren für spezi-
fische biologische, chemische oder physikalische Eigenschaf-

a)

b)

c)

Abbildung 21. a) Schematische Darstellung eines Rastersonden-Mikro-
wellen-Nahfeldmikroskops zur Analyse von Bibliotheken ferroelektrischer
und dielektrischer Materialien. b) Zusammensetzung eines Teils einer
Bibliothek von ferroelektrischem BaTiO3 mit den angegebenen Dotie-
rungsmitteln. c) STMNM-Aufnahme zur Bestimmung der dielektrischen
Dissipationsfaktoren (tand) in dieser Bibliothek.[174]

ten, hat einen enormen Einfluû auf die Wissenschaft. Durch
die neuen Ansätze werden Geschwindigkeit und Effizienz,
mit der die wissenschaftliche Methode genutzt werden kann,
um Moleküle mit neuen Eigenschaften zu identifizieren und
die Strukturbasis für ihre Funktion zu verstehen, erheblich
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erhöht. Natürlich liegen noch viele Herausforderungen vor
uns, darunter a) die Verbesserung der theoretischen und
computergestützten Methoden zum Design von Bibliotheken
und zur Analyse der Ergebnisse von Experimenten mit
Bibliotheken; b) die Entwicklung von Methoden zur Herstel-
lung von Bibliotheken zunehmender Gröûe (besonders für
Polypeptide, Proteine und synthetische Moleküle); c) die
Entwicklung von Hochdurchsatz-Screeningverfahren für
breitere biologische (zelluläre), chemische und physikalische
Eigenschaften; d) die Ausdehnung biologischer Selektions-
und Amplifikationsverfahren auf synthetische Pools hoher
Diversität und e) weitere ingenieurtechnische Verbesserun-
gen bei Miniaturisierung und Automatisierung. Nichtsde-
stoweniger wurde die molekulare Diversität bereits genutzt,
um eine groûe Zahl von Verbindungen mit Funktionen
herzustellen, die mit traditionellen Synthesemethoden
schwierig, in manchen Fällen sogar unmöglich hervorzubrin-
gen wären.

Unsere eigenen Arbeiten zum Thema dieses Aufsatzes
wurden vom Department of Energy, den National Institutes
of Health und vom Office of Naval Research gefördert. D.R.L.
bedankt sich für ein Doktorandenstipendium des Howard
Hughes Medical Institute. P.G.S. wurde vom Howard Hughes
Medical Institute und von der W. M. Keck Foundation unter-
stützt.
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