
Angewandte
Chemie

Zuschriften

Eine neuartige Abspaltungs-Aktivierungs-Strategie, die die kombina-
torische Festphasensynthese mit der Erzeugung vonMikroarrays durch
chemoselektive Immobilisierung vereint, stellen R. Breinbauer, C. M.
Niemeyer und H. Waldmann et al. auf den folgenden Seiten vor.
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Wirkstoff-Arrays wurden in den letzten Jahren als ein Werk-
zeug f�r Hochdurchsatz-Versuche in der biologischen For-
schung entwickelt.[1,4a] Die fast schon zur Routine gewordene
Anwendung von DNA-Chips[2] und Protein-Arrays[3] hat die
Entwicklung dieser neuen Technik gef.rdert, da damit nicht
nur der Vorteil der r0umlichen Adressierbarkeit der Sonden-
molek�le, sondern auch das Auskommen mit winzigen
Mengen an Analysenproben erreicht werden kann. Um die
notwendige Weiterentwicklung von Wirkstoff-Arrays voran-
treiben zu k.nnen, bedarf es neuer Methoden, die unter
milden Bedingungen die chemoselektive Ankn�pfung von
organischen Verbindungen an eine Oberfl0che erm.glichen.
Daf�r sind Reaktionstypen erforderlich, die sich in ihrer
Reaktivit0t orthogonal zu der Vielfalt an funktionellen
Gruppen, wie sie f�r biologisch relevante Substanzklassen
typisch sind, verhalten. Bis jetzt wurde nur eine beschr0nkte
Zahl an Reaktionen f�r die Ankn�pfung von Wirkstoffmo-
lek�len an entsprechend funktionalisierte Glasoberfl0chen
herangezogen,[4] wobei meist funktionelle Gruppen genutzt
wurden, die oftmals auch f�r die biologische Wirkung der zu

untersuchenden Molek�le ausschlaggebend sind, z.B. -NH2,
-OH, -SH oder -COOH.

Unser Ziel war es, eine Kupplungsstrategie zu entwickeln,
die folgenden Design-Kriterien gerecht werden sollte: Ver-
wendung einer funktionellen Gruppe mit singul0rer Reak-
tivit0t, die 1) ein m.glichst diverses Repertoire an anderen
Funktionalit0ten toleriert, 2) unter milden Reaktionsbedin-
gungen an Luft und in Gegenwart von Wasser reagiert und
3) mit den sehr effizienten Methoden der kombinatorischen
Festphasensynthese kompatibel ist. Im Idealfall ließe sich
diese funktionelle Gruppe bei der Synthese der zu immobi-
lisierenden Substanzbibliotheken im Abspaltungsschritt vom
Harz einf�hren. Dadurch w�rde der Einsatz von zus0tzlichen,
aktivierenden Reagentien im Verkn�pfungsschritt obsolet
werden. Wir haben die Azid-Gruppe als eine f�r unsere
Zwecke nahezu ideale Funktionalit0t erkannt, da Azide –
trotz einer hohen intrinsischen Reaktivit0t – die chemose-
lektive Ligation mit einer sehr begrenzten Gruppe an Reak-
tionspartnern erm.glichen. Erst k�rzlich haben Wong et al.
�ber die Herstellung von Kohlenhydrat-Arrays berichtet,
wobei sie die Sharpless-Bedingungen zur Cu-katalysierten
[3+2]-Cycloaddition von Aziden und Alkinen nutzten.[5]

Eine alternative, metallfreie Kupplungsstrategie ist die
Staudinger-Ligation zwischen Aziden und entsprechend
substituierten Phosphanen, bei der letztendlich eine thermo-
dynamisch stabile Amidbindung gekn�pft wird. Die Ar-
beiten von Bertozzi et al. und Raines et al. haben �ber-
zeugend die hervorragende Chemoselektivit0t dieses
Ansatzes belegt, z. B. bei der erst k�rzlich beschriebenen
metabolisch vermittelten Manipulation von Zelloberfl0-
chen.[6]

Wir berichten hier, dass Azid-funktionalisierte Wirkstoff-
molek�le durch organische Festphasensynthese (SPOS) her-
gestellt und kovalent an Glasoberfl0chen gekn�pft werden
k.nnen (Schema 1). Mithilfe eines Kenner-Linkers[7] ist es
m.glich, die Azid-Gruppe w0hrend der Safety-Catch-Abspal-
tung vom Harz in die Substanzbibliothek einzuf�hren. Die
aktivierten Bibliotheksverbindungen B, die aus dem immo-
bilisierten Sulfonamid A nach N-Alkylierung und anschlie-
ßender Behandlung mit einem Azid-substituierten Amin
gebildet wurden, k.nnen durch Staudinger-Ligation selektiv
auf Glasoberfl0chen, die �ber kovalent angekn�pfte Phos-
phangruppen verf�gen (C), immobilisiert werden. Da die nun
auf der Oberfl0che angeordneten Molek�le (D) in der Lage
sind, Bindungsreaktionen mit Liganden einzugehen, z. B. mit
Fluoreszenz-markierten Proteinen, bietet dieser Ansatz eine
effiziente Strategie zur Herstellung von Wirkstoff-Arrays von
Verbindungen, die mithilfe der kombinatorischen Chemie
erzeugt wurden.[8]

Um eine maximale Oberfl0chenbedeckung zu erreichen,
wurden Glas-Objekttr0ger, wie von uns bereits beschrieben,[9]

zun0chst mit einer Zwischenschicht aus Polyamidoamin(PA-
MAM)-Dendrimeren der 4. Generation belegt. Die prim0ren
NH2-Gruppen des PAMAM-Dendrimers wurden mit Glutar-
s0ureanhydrid umgesetzt und die erhaltenen freien HOOC-
Gruppen mit 2-(Diphenylphosphanyl)phenol[6a] nach bekann-
ten Reaktionsprotokollen verestert.[10] Die so modifizierten
Glasoberfl0chen enthielten nun die Azid-reaktiven Phos-
phangruppen (C, Schema 1) und wurden als Substrate f�r die
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Immobilisierung von Aziden mithilfe eines Piezo-getriebenen
Spotting-Roboters verwendet.[11]

In einem ersten Versuch haben wir unterschiedlich kon-
zentrierte L.sungen des Biotin-Aminocaprons0ure-Azidohe-
xanamid-Konjugats 1 (Positivkontrolle, PC) durch Spotting
an Phosphan-modifizierte Glasoberfl0chen gebunden (Ab-
bildung 1). Als Negativkontrolle (NC) verwendeten wir das

entsprechende Azid-freie Analogon 2. Nach dem Spotting-
Vorgang wurden die Glastr0ger mit Pufferl.sung gewaschen
und anschließend mit Cy5-markiertem Antibiotin-Immun-
globulin G (abIgG) behandelt.[12] Durch erneutes Waschen
mit Pufferl.sung wurde �bersch�ssiges Reagens entfernt und
danach die Fluoreszenzintensit0t der Signale aufgenommen
und quantifiziert.

Wie in Abbildung 2 ersichtlich, f�hrte die Immobilisie-
rung des Biotins 1 bis zu einer Konzentration von 100 mm

hinab zu Signalen mit hervorragendem Signal-Rausch-Ver-
h0ltnis, w0hrend mit der Kontrollverbindung 2 bei keiner

Konzentration signifikante Signale erhalten wurden (Abbil-
dung 2a). Anschließende Behandlung des Objekttr0gers mit
einem Puffer, der 0.1% Natriumdodecylsulfat enthielt
(15 min, 60 8C), f�hrte zu einer sechsfach niedrigeren Signal-
intensit0t (Abbildung 2b). Bemerkenswerterweise konnte die
fortw0hrende Anwesenheit des Wirkstoffmolek�ls, das durch
eine stabile Peptidbindung kovalent an die Oberfl0che
gebunden war, nachgewiesen werden, indem erneut mit
Cy5-markiertem abIgG behandelt wurde (Abbildung 2c).
Dabei wurden Fluoreszenzsignale im Bereich der urspr�ng-
lichen Intensit0t erhalten. Dies l0sst den Schluss zu, dass nach
obigem Verfahren hergestellte Arrays f�r mehrfachen
Gebrauch geeignet sein sollten.

Im n0chsten Schritt wurden das biotinylierte Peptidfrag-
ment 3 (14% Ausbeute �ber 7 Stufen) und ein Analogon
eines Biphenyl-Antibiotikums[13] (4 ; 6% Ausbeute �ber 7
Stufen) gem0ß unserer in Schema 1 skizzierten mehrstufigen
Tandem-SPOS-Aktivierungsstrategie hergestellt, wobei der
Kenner-Linker 5 eingesetzt wurde (Schema 2).[7b] Die beiden
Synthesen umfassten eine Reihe von Reaktionstypen, da-
runter eine Pd-katalysierte Kreuzkupplung, reduktive Ami-
nierung und Amid-Bildungen. Die Verbindungen 3 und 4 sind
Beispiele f�r Wirkstoffmolek�le, wie sie f�r die Festphasen-
synthese in der Pharmaforschung und in der Chemischen
Biologie typisch sind.

Die nach Spotting der Haptene 3 und 4 auf Phosphan-
modifizierte Glastr0ger und anschließender Inkubation mit
Cy5-markiertem Streptavidin (STV) sowie mit Cy5-abIgG
erhaltenen Fluoreszenzsignale belegen eindeutig die spezifi-
sche Ankn�pfung und die ungest.rten Funktionalit0ten der
Haptenverbindungen (Abbildung 3).[12]

Um zu belegen, dass der oben beschriebene Ansatz nicht
auf biotinylierte Verbindungen beschr0nkt ist, wurde das von
der Mannose abgeleitete Azid 6 synthetisiert und auf einem
Phosphan-derivatisierten Glastr0ger immobilisiert. Unsubsti-
tuierte Mannose (7) wurde als Negativkontrolle eingesetzt
(Abbildung 4). Inkubation mit AlexaFluor-647-markiertem

Schema 1. Erzeugung einer Bibliothek von Azid-funktionalisierten Wirkstoffmolek&len mithilfe eines Kenner-Linkers (A). Die Azide (B) werden zur
Herstellung von Wirkstoff-Arrays (D) durch Spotting an eine Phosphan-modifizierte Glasoberfl6che (C) gebunden.

Abbildung 1. Biotin-Derivate, die in der Staudinger-Festphasenligation
eingesetzt wurden.
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Concanavalin A zeigte, dass die Ankn�pfung des Mannose-
azids 6 durch Staudinger-Ligation selektiv erfolgte, sodass die
biomolekulare Erkennung durch das Lectin m.glich
wurde.[12] Bei Verwendung der nativen Mannose wurden
keine Signale beobachtet (Abbildung 4). Diese Ergebnisse

liefern zus0tzliche Hinweise f�r die Chemoselektvit0t der
Staudinger-Ligation und deren Anwendbarkeit f�r die Her-
stellung von Wirkstoff-Arrays.

Wir konnten zeigen, dass die Staudinger-Ligation unter
Verwendung von 2-(Diphenylphosphanyl)phenol-modifizier-

Abbildung 2. Bindung von Cy5-markiertem abIgG-Antik�rper an die durch Staudinger-Ligation auf einer Glasoberfl6che immobilisierten Verbindun-
gen 1 und 2.[12] Die Histogramme repr6sentieren die Signalintensit6ten, die durch Quantifizierung der Cy5-Fluoreszenz erhalten wurden. Die Ober-
fl6chen k�nnen regeneriert werden, wie in (b) und (c) gezeigt ist.

Schema 2. Tandem-SPOS der Haptene 3 und 4. a) Fmoc-Gly-OH, PyBOP, DIPEA (N,N-Diisopropylethylamin), DMF, 16 h; b) Piperidin/DMF (1:4),
2L10 min; c) Fmoc-Phe-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF, 1 h; d) Biotin-ACA, HBTU, HOBt, DIPEA, 1 h; e) TMS-CHN2, Hexan/CH2Cl2 (1:1), 3 h,
RT; f) 6-Azidohexanamin, DMF, 40 8C, DMF; g) 4-Iodbenzoes6ure, PyBOP, DIPEA, DMF, 16 h; h) 4-Formylphenylborons6ure, Pd(OAc)2, K2CO3,
DIPEA, 16 h, 90 8C; i) 4-(N-Boc-aminomethyl)anilin, NaBH(OAc)3, Na2SO4, AcOH, CH2Cl2, 12 h, Ultraschall; j) TFA/CH2Cl2 (1:1).
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ten Glastr0gern als eine neue und effiziente Kupplungsstra-
tegie f�r die Herstellung von Wirkstoff-Arrays genutzt
werden kann. Gegen�ber bisherigen Strategien verf�gt die
Staudinger-Ligation �ber den Vorteil der chemischen Ortho-
gonalit0t zu funktionellen Gruppen, die h0ufig f�r die
Wechselwirkung mit biologischen Systemen wichtig sind
(z. B. Hydroxy-, Carboxy- oder Sulfanylgruppen). Unsere
Tandem-SPOS-Aktivierungsstrategie verkn�pft die syntheti-
sche Effizienz der kombinatorischen Festphasensynthese mit
den analytischen Vorteilen der Wirkstoff-Arrays, wie der
M.glichkeit zum Hochdurchsatz-Screening und dem Aus-
kommen mit nur geringen Mengen an Analyt und Sonden-
molek�len.
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