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Identifizierung von Peptid-Zirconium-Kom-
plexen, die die Phosphathydrolyse beschleuni-
gen, durch ¹On-bead-screeningª einer
kombinatorischen Undecapeptid-Bibliothek**
Albrecht Berkessel* und David A. HeÂrault

Professor Bernt Krebs zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Suche nach neuen niedermolekularen Katalysatoren ist
ein faszinierendes Teilgebiet der modernen Organischen
Chemie. Bei der Planung biomimetischer Katalysatoren kann
die räumliche Anordnung funktioneller Gruppen in den

aktiven Zentren von Enzymen als Ausgangspunkt dienen.[1, 2]

Oftmals befindet sich im aktiven Zentrum ein Metallion. Der
Erfolg beim Modellieren eines Metalloenzyms ± und bei der
Konstruktion eines neuartigen Metallkomplex-Katalysators
im allgemeinen ± hängt stark von der Abstimmung zwischen
Metall, Ligand und Substrat ab. Obwohl dies lange bekannt
ist, hat die Parallelsynthese von Liganden und die Entwick-
lung schneller Screening-Methoden erst in den letzten Jahren
Einzug in die Katalysatorforschung gehalten.[3±6]

Wir beschreiben hier unseren Ansatz zur Auffindung
künstlicher Hydrolaseaktivität, der aus folgenden Schritten
bestand: a) Split-Mix-Synthese[7] einer Ligandenbibliothek,
bestehend aus 625 festphasengebundenen Undecapeptiden,
b) Komplexierung der Komponenten der Ligandenbibliothek
mit Lewis-sauren Übergangsmetallionen, c) Screening der
Bibliothek mit chromogenen Testsubstraten. Auf diese Weise
konnten festphasengebundene Peptide identifiziert werden,
die als Liganden die Hydrolyse von Phosphaten beschleuni-
gen. Hierbei wurden die Sequenzen der aktivsten Peptide
(und inaktiver Kontrollpeptide) durch Edman-Abbau be-
stimmt. Die Aktivität oder Inaktivität der festphasengebun-
denen Peptide konnte auch in homogener Lösung bestätigt
werden.

Die allgemeine Struktur der Bibliothek ist in Abbildung 1
gezeigt. Zunächst wurde Fmoc-l-Phe mit PyBOP[8] als
Kupplungsreagens an TentaGel S-NH2 gebunden (Fmoc� 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl). Nach Aufteilung in fünf Frak-
tionen wurde die zweite Aminosäure eingeführt. An der

PEG Phe X GlyGly X GlyGly X GlyGly X

Abbildung 1. Allgemeine Struktur der Undecapeptid-Bibliothek. PEG�
Polyethylenglykol.

Position X befindet sich nach diesem Schritt l-Arg, l-His, l-
Tyr, l-Trp oder l-Ser. Nach dem Zusammenfassen der
Fraktionen wurde zweimal Gly angeknüpft. Sieben weitere
Kupplungsschritte, darunter der dreifache ¹Split-mixª-Ein-
bau von X und eine abschlieûende Entschützung, vervoll-
ständigten die Synthese. Insgesamt wurden so 625 festphasen-
gebundene Undecapeptide kombinatorisch aufgebaut, die an
vier Positionen l-Arg, l-His, l-Tyr, l-Trp oder l-Ser enthal-
ten. Diese vier Positionen sind durch drei Gly-Gly-Einheiten
voneinander getrennt. Arginin wurde gewählt, da z. B. in der
Staphylokokken-Nuclease[9] oder in anderen Phosphorylgrup-
pen übertragenden Enzymen[10] die Aktivierung des anioni-
schen Phosphatrests gegenüber dem nucleophilen Angriff von
Wasser durch Ionenpaarbildung mit der kationischen Guani-
dinium-Einheit erfolgt. Auf dieser Basis wurde bereits eine
ganze Reihe von Mono- und Bis-Guanidiniumrezeptoren
entworfen, die als Enzymmodelle für die Hydrolyse von
Phosphorsäureestern dienen.[11, 12] Der Imidazolrest des Hi-
stidins fungiert in vielen Metalloenzymen als Ligand, ebenso
wie Tyrosin.[12, 13] Vom elektronenreichen Indolsystem des
Tryptophans wurde erwartet, daû es mit aromatischen Estern,
die als Testsubstrate zum Einsatz kommen sollten, p-p-
Wechselwirkungen eingeht. Schlieûlich sollte die Hydroxy-
gruppe des Serins als Phosphorylgruppen-Acceptor bei einer
Phosphatübertragung fungieren.[10±12]

w/2V, Vmax� 74.338, Zahl gemessener Reflexe� 10 510, Zahl unab-
hängiger Reflexe� 10170, Zahl der Reflexe in der Verfeinerung�
6117, I> 3.00s(I), Parameterzahl� 660, R� 0.0792, Rw� 0.0955,
Gewichtungsschema w(1ÿ (dF/6sF)2)2, D1� 0.45/ÿ 1.10 e�ÿ3,
R�S(j jFo jÿjFc j j )/S jFo j , Rw� {S(jFo jÿjFc j )2w)/SF 2

o w}1=2. Ein
Kristall von 2 wurde mit Perfluorpolyether auf einen Glasfaden
geklebt und auf dem Diffraktometer montiert. Die Elementarzellen-
parameter wurden durch Zentrieren von 21 unabhängigen, starken
Reflexen mit 118�V� 208 bestimmt. Die Messung wurde auf einem
Enraf-Nonius-CAD4-Diffraktometer mit einem Graphitmonochro-
mator durchgeführt. 10 510 Reflexe mit 2.888�V� 74.338 wurden
gemessen. 3 Reflexe, im Intervall von 2 h aufgenommen, zeigten eine
Intensitätsabnahme von 24.60 %. Die üblichen Korrekturen wurden
angewendet; Absorptionskorrektur mit f-Scans (minimale/maximale
Transmission: 0.51/1.00). Die Struktur wurde mit Direkten Methoden
(Programm SIR92) gelöst;[12] anisotrope Verfeinerung (Methode der
kleinsten Fehlerquadrate) mit dem Programm CRYSTALS für alle
Nichtwasserstoffatome.[13] Die Positionen der Wasserstoffatome wur-
den geometrisch bestimmt. Der fehlgeordnete tmeda-Ligand wurde
mit geeigneten ¹Restraintsª verfeinert. Chebychevs polynomische
Gewichtungen wurden verwendet, um die Verfeinerung abzuschlie-
ûen.[14] Die Streufaktoren sind den International Tables, Vol. IV,
Tabelle 2.2B entnommen. Die kristallographischen Daten (ohne
Strukturfaktoren) der in dieser Veröffentlichung beschriebenen
Struktur wurden als ¹supplementary publication no. CCDC-102686ª
beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der
Daten können kostenlos bei folgender Adresse in Groûbritannien
angefordert werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ
(Fax: (�44) 1223-336-033; E-mail : deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Unser Ansatz zur Simulation von Hydrolaseaktivität weist
Parallelen zu früheren Arbeiten auf, die sich auf Esterasen
und Proteasen bezogen:[14, 15] Beispielsweise wurden die Bau-
steine der katalytischen Triade (Asp-His-Ser), getrennt durch
Gly-Spacer, so in ein 29meres Peptid eingebaut, daû die
räumliche Anordnung der katalytisch wirksamen funktionel-
len Gruppen im aktiven Zentrum des Enzyms nachgeahmt
werden sollte. Leider konnten die bemerkenswerten Aktivi-
täten und Selektivitäten, die von Zouhair Atassi und Man-
shouri[14] beschrieben wurden, von anderen Arbeitsgruppen
nicht reproduziert werden.[16] Vermutlich liegen die unter-
suchten 29mere nicht in der Konformation vor, in der die
katalytische Triade die gewünschte Orientierung einnimmt.[16]

Unser Ansatz beschränkt sich nicht auf die strukturelle
Nachahmung, sondern zielt darauf ab, eine kombinatorische
Vertauschung funktioneller Gruppen mit der Einschränkung
des Konformationsraums durch Koordination an ein Über-
gangsmetallion zu verbinden.

Zum Screening der Bibliothek hinsichtlich der Hydrola-
seaktivität sollte ein chromogenes Testsubstrat verwendet
werden. Bei der Hydrolyse der üblicherweise eingesetzten
para-Nitrophenylester 1 a und 1 b wird para-Nitrophenol 2
freigesetzt [Gl. (a)], das UV/Vis-spektroskopisch quantitativ

bestimmt werden kann. Da 2 aber frei diffundieren kann, ist
keine Information darüber zu erhalten, an welchem Poly-
merkügelchen es freigesetzt wurde. Wir haben deshalb die
3-Hydroxyindolderivate 3 a,b eingesetzt [Gl. (b)]:[17] Hier
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entsteht durch die Hydrolyse das Indoxylderivat 4, das in
Gegenwart von Sauerstoff zum unlöslichen Indigofarbstoff 5
oxidiert wird. Im Screening wurden ca. 2500 Polymer-
kügelchen in EPPS-Puffer[18] bei pH 5.6 mit 1 mm Lösungen
von Cu2�, Zn2�, Fe3�, Co3�, Eu3�, Ce4� oder Zr4� ± oder ohne
Metallsalz ± inkubiert. Beim Testsubstrat 3 b konnte in
Gegenwart von Zr4� Aktivität festgestellt werden: In diesem
Assay nahmen ca. 20 der ca. 2500 Polymerkügelchen die
typische Türkisfarbe des Indigoderivats 5 an (Abbildung 2 a).
Die drei am intensivsten gefärbten Kügelchen sowie zwei
nicht angefärbte Kontrollproben wurden isoliert; die durch
Edman-Abbau bestimmten Peptidsequenzen sind in Abbil-
dung 3 zusammengefaût. Die Sequenz A wurde von dem am

Abbildung 2. TentaGel-Kügelchen nach Inkubation mit Zr4� und 3b,
beladen mit den folgenden Undecapeptiden: a) Bibliothek, b) Sequenz A,
c) Sequenz D.

H2N-Ser-Gly-Gly-His-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Phe-CO2H A

H2N-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-His-Phe-CO2H B

H2N-Ser-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-His-Gly-Gly-His-Phe-CO2H C

H2N-Trp-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-Trp-Gly-Gly-Arg-Phe-CO2H D

H2N-Arg-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Arg-Gly-Gly-Trp-Phe-CO2H E

aktive Sequenzen:

inaktive Sequenzen:

Abbildung 3. Treffer- und Kontrollsequenzen, die durch Screening der
Undecapeptid-Bibliothek mit Zr4� und 3 b gefunden wurden.

stärksten angefärbten Polymerkügelchen bestimmt.[19] Dieses
Peptid wurde in polymergebundener Form nachsynthetisiert.
Die TentaGel-Kügelchen, die nun ausschlieûlich das Peptid A
enthielten, nahmen in Gegenwart von Zr4� und dem Substrat
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3 b alle eine Türkisfärbung an (Abbildung 2b). Die Kontroll-
sequenz D wurde ebenfalls an fester Phase nachsynthetisiert:
Unter Assay-Bedingungen lieû sich keine Anfärbung beob-
achten (Abbildung 2 c).

Im nächsten Schritt wurde die Aktivität des Peptids A und
die Inaktivität des Peptids D in homogener Lösung überprüft.
Hierzu wurden die beiden Peptide an Wang-Harz syntheti-
siert und abgespalten. Tatsächlich führte die Inkubation des
Testsubstrats 3 b mit dem Peptid A und Zr4� zur Bildung eines
blauen Niederschlags, während in Gegenwart von D keine
derartige Reaktion beobachtet werden konnte. Da die
geringe Löslichkeit des Farbstoffs 5 keine spektroskopische
Verfolgung der Hydrolyse erlaubt, wurde hier para-Nitro-
phenylphosphat 1 b eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abbil-
dung 4 wiedergegeben (siehe Experimentelles): In Gegenwart

Abbildung 4. UV/Vis-Verfolgung der Hydrolyse von 1 b (20 8C, 67 mm
MES-Puffer,[20] pH 5.4, lobs� 405 nm). Spur I: 1 b (3.3 mm); Spur II: 1b
(3.3 mm); ZrCl4 (1.7mm), Peptid D (1.7mm); Spur III: 1b (3.3 mm), ZrCl4

(1.7 mm), Peptid A (1.7 mm).

des Kontrollpeptids D und Zr4� erfolgte die Hydrolyse von 1 b
mit einer Geschwindigkeit, die der der Hintergrundreaktion
entsprach (Abbildung 4, Spur II bzw. I). Dagegen hydroly-
sierte 1 b in Gegenwart des aktiven Peptids A etwa fünfmal
schneller (Abbildung 4, Spur III).[21] Interessanterweise wur-
de kürzlich über die Beschleunigung der Phosphathydrolyse
durch Zr4� (allein und in Gegenwart von Amin- oder
Hydroxyliganden) berichtet.[22, 23]

Wir haben hiermit eine Bibliothek von 625 festphasenge-
bundenen Undecapeptiden kombinatorisch synthetisiert. Das
¹On-bead-screeningª dieser Bibliothek mit den Testsubstra-
ten 3 a,b in Gegenwart einer Reihe von Übergangsmetallen
hat zur Identifizierung von Peptiden innerhalb der Bibliothek
geführt, die in Gegenwart von Zr4� die Phosphathydrolyse
beschleunigen. Die Aktivität der polymergebundenen Ver-
bindungen (und die Inaktivität der Kontrollpeptide) konnte
in homogener Lösung bestätigt werden. Die Inaktivität der
Kombination Zr4�/Kontrollpeptid D deutet darauf hin, daû
durch unsere Experimente vermutlich Peptidliganden identi-
fiziert wurden, die die Bindung oder Aktivierung des
anionischen Phosphats am Zirconiumion nicht vollständig
unterbinden (eine Spaltung des neutralen Esters 3 a wurde
nicht festgestellt). Dies ist ein wichtiger Ausgangspunkt für
die Entwicklung von Liganden, die die Zr4�-beschleunigte
Phosphathydrolyse in biologischen Matrices ermöglichen
sollen. Eine Interpretation der Aktivität von A oder der
Inaktivität von D und E erscheint uns auf der Basis der
Sequenzen allein und ohne weitere Strukturinformationen

noch nicht sinnvoll, doch es ist auffällig, daû die inaktiven
Sequenzen D und E zwei positive Ladungen tragen (2�Arg),
während A und C nur eine Arginineinheit enthalten und B gar
keine. Auch könnte die Kombination aus Histidin als neu-
tralem Liganden für Zr4� [24] und Serin als Phosphatacceptor
als gemeinsames Merkmal der aktiven Sequenzen A ± C
angenommen werden. Unseres Wissens ist diese Arbeit das
erste Beispiel für eine im eigentlichen Sinn kombinatorische
Auffindung eines neuen aktiven und definierten Metall-
Ligand-Systems: Auf die kombinatorische Bildung der Bi-
bliothek folgte das Screening nach aktiven Liganden, und die
Sequenzen der ¹Trefferª und der inaktiven Kontrollproben
wurden anschlieûend ermittelt.

Experimentelles

Zur Mikroskopie wurde ein Zeiss-Axioplan-2-Mikroskop mit MC-3250-
CCD-Kamera und KS-100-Software zur Bildbearbeitung verwendet. Die
Bestimmung der Peptidsequenzen erfolgte direkt von einzelnen Poly-
merkügelchen mit einem Procise-494-Protein-Sequencer von Applied-
Biosystems. TentaGel S-NH2 wurde von Rapp-Polymere, Tübingen, be-
zogen, 3 a und 3 b von Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande.
Zur Peptidynthese auf TentaGel S-NH2 wurde ein übliches Verfahren
angewendet, das aus der Wiederholung folgender vier Schritte besteht:
1) Kupplung mit 2 ¾quiv. einer Fmoc-geschützten l-Aminosäure mit
2 ¾quiv. PyBOP[8] als Kondensationsreagens in 3 % N-Methylmorpholin
in wasserfreiem DMF; 2) Waschen mit wasserfreiem DMF; 3) Entschützen
mit 20% Piperidin in wasserfreiem DMF; 4) Waschen mit wasserfreiem
DMF. Die Ausbeuten der Kupplungen wurden UV/Vis-spektroskopisch
anhand der darauffolgenden Entschützungsschritte bestimmt. Nach dem
letzten Zyklus wurden die Polymerkügelchen mit TFA/EtSH/DMS/Phenol
(80:10:5:5) behandelt (TFA�Trifluoressigsäure, DMS�Dimethylsulfid).
Für die Split-mix-Synthese der Bibliothek wurden die Aminosäuren X in
fünf getrennten Reaktoren angeknüpft [Fmoc-l-Arg(Pmc), Fmoc-l-Trp,
Fmoc-l-His(Trt), Fmoc-l-Ser(tBu)], für den Einbau von Gly wurde das
gesamte Harz in einem Reaktor vereinigt.

Screening: 5 mg des Harzes (ca. 2500 Polymerkügelchen, entsprechend ca.
1.2 mmol Peptid) wurden mit 1 mL einer 1mm Lösung von 3a oder 3 b in
EPPS-Puffer (10 mm, pH 5.6) und 1 mL von 1mm Lösungen folgender
Salze in EPPS-Puffer (10 mm, pH 5.6) behandelt: CuCl2, FeCl3 ´ 6H2O,
ZnCl2, EuCl3 ´ 6H2O, ZrCl4, (NH4)2Ce(NO3)6 oder Na3[Co(NO2)6]; in
einem weiteren Experiment wurde das Metallsalz weggelassen. Eine
Türkisfärbung von Polymerkügelchen trat ausschlieûlich bei Verwendung
des Testsubstrats 3b und nur in Gegenwart von Zr4� auf. Bei diesem Assay
fand man nach 1 d Inkubation bei Raumtemperatur ca. 20 gefärbte
Kügelchen. Die drei am kräftigsten gefärbten wurden isoliert, zusammen
mit zwei Kontrollproben, die keinerlei Färbung aufwiesen. Die Edman-
Analyse dieser fünf Kügelchen ergab die Sequenzen A ± C bzw. D,E. Für
Experimente in homogener Lösung wurden die Peptide A und D analog
auf Wang-Harz hergestellt und mit TFA vom Träger abgespalten. Die in
Abbildung 4 wiedergegebenen Experimente wurden in einem Beckman-
DU-640-Spektrometer bei 20 8C in einem Gesamtvolumen von 3 mL
durchgeführt. Beim Peptid A (Abbildung 4, Spur III) ergaben sich
nach 20 h Reaktionszeit etwa 7 % Umsatz für 1 b. Der Umsatzgrad wurde
durch Kalibrierung mit 2 bestimmt. Die Entwicklung der Extinktion mit
der Zeit wurde bis zu 2 d verfolgt und blieb in diesem Intervall linear (1�
0.998). Die abgebildeten Steigungen waren innerhalb �5% reproduzier-
bar.

Eingegangen am 5. August 1998 [Z 12255]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 102 ± 105

Stichwörter: Enzymmimetika ´ Hydrolysen ´ Kombinatori-
sche Chemie ´ Peptide ´ Übergangsmetalle
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Wasserstoffbrückenbindungs-induzierte Selbst-
assoziation eines anionischen Nickelkomplexes
zu Überstrukturen, deren Art vom
Gegenkation abhängt**
Makoto Tadokoro,* Kiyoshi Isobe, Hidehiro Uekusa,
Yuji Ohashi, Jiro Toyoda, Koji Tashiro und
Kazuhiro Nakasuji*

Dank ihrer Stärke, Richtungsabhängigkeit und Komple-
mentarität spielen Wasserstoffbrücken- und koordinative
Bindungen eine entscheidende Rolle bei der Gestaltung
zahlreicher für molekulare Selbstassoziations- oder Erken-
nungsprozesse vorgesehener Molekül-Architekturen in der
Chemie, Physik und Biologie.[1, 2] Mit entsprechenden Bin-
dungsstellen ausgestattete molekulare Bauelemente können
weiträumige regelmäûige Molekülanordnungen in einer, zwei
oder drei Dimensionen bilden.[3±5] Die Möglichkeit, den
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