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10. Kombinatorische Peptidsynthese

10.1 Einfihrung in die Problemstellung

Der klassische Weg zur Auffindung neuer Wirkstoffe ist die sequentielle Herstellung und
Testung. Aus den Ergebnissen der Testung kdnnen dann Informationen, die zur Synthese wei-
terer Verbindungen mit (hoffentlich) verbesserten Eigenschaften fiihren, gewonnen werden.
Die Modifikation der Ausgangsstruktur ist dabei nicht zufallig, sondern basiert auf Intuition
und Modellierung. Dies setzt ein Mindestwissen tber das Zielmolekil (Target), das man mit
dem Wirkstoff beeinflussen mdchte, voraus. Fir die computergestitzte Modellierung ist au-
Rerdem eine bekannte Raumstruktur des Targets unerlaBlich, sofern es sich nicht um ein sehr
kleines Molekil handelt. Obwohl dieser Ansatz Erfolge vorzuweisen hat, ist er sehr arbeits-
und zeitaufwendig. Er fihrt auch nicht zum gewiinschten Erfolg, wenn die Struktur des Tar-
gets unbekannt ist.

In solchen Féllen mu zunachst durch Screening eine Substanz mit zumindest geringer Akti-
vitat gefunden werden. Das Screening hat eine lange Tradition bei der Suche nach neuen An-
tibiotika. Man gibt dabei Naturstoffgemische, wie z.B. Pilzextrakte, zu einer Bakterienkultur
und milt den EinfluB auf das bakterielle Wachstum. Das eigentliche Targetmolekul kann da-
bei vollig unbekannt sein, da es sich um eine zufallsbasierte Suche handelt. Schwieriger ist
dann die Identifizierung der aktiven Komponente.

Die Screeningverfahren sind in den letzten Jahren sehr effizient geworden. Sie werden von
Robotern durchgefuhrt und erlauben Durchsdtze von mehreren tausend Proben pro Tag. Die
grolere Schwierigkeit besteht darin, diese Vielzahl an Substanzen oder Substanzgemischen
uberhaupt herstellen zu konnen. Ein klassisch arbeitender Chemiker kann diese Aufgabe
kaum erfullen.

Der Begriff "kombinatorische Synthese" umfa3t mehrere Methoden, auf deren Basis in kurzer
Zeit groRe Mengen an Verbindungen hergestellt werden kénnen. Das wird durch eine Mal3-
stabsverkleinerung in Form der Spotsynthese oder durch die Synthese von Substanzgemi-
schen (Bibliotheken) mdglich. Die Substanzgemische flieBen dabei entweder als Gemische
bzw. nach der Auftrennung in einem leistungsfahigen Chromatographieverfahren mit paralle-
ler Analytik (z.B. LC-MS) als individuelle Substanzen in den Screeningprozel3 ein. Der zent-
rale Begriff der "Bibliothek™ bezeichnet in der kombinatorischen Chemie eine Substanzmi-
schung, deren Herstellungsbedingungen bekannt sind und deren Inhalt man deshalb abschat-
zen kann. Ist eine Mischung, die die gewilinschte Aktivitat zeigt, identifiziert, so stellt man
Unterbibliotheken her, bis die aktive Verbindung herausgefunden ist.

Ein Beispiel:

Eines der 8000 mdglichen Tripeptide aus den 20 Standardaminosduren ist aktiv. Rechnet man
die Herstellung eines Tripeptids als einen Arbeitsschritt, so ergeben sich maximal 8000 Ar-
beitsschritte bei einer sequentiellen Synthese. Fur 20 Bibliotheken, die sich in der letzten A-
minosaure definiert unterscheiden ware im Grunde nur 1 Arbeitsschritt notig (warum?). Die
beste Bibliothek wird wieder unterteilt mit divergenter Synthese nach der ersten Aminoséure
(1 Schritt). Die verbleibenden 20 Variationen kdnnen entweder einzeln synthetisiert oder aus
einer Mischung herausgereinigt werden. Insgesamt ergeben sich maximal 22 Arbeitsschritte,
bei weiterer Unterteilung sind es noch weniger.

Diversitat: man unterscheidet zwischen Bibliotheken hoher Diversitéat (viele chemisch sehr
unterschiedliche Substanzen) und solchen niedriger Diversitat (strukturell &hnliche Verbin-
dungen). Bei der Herstellung von Unterbibliotheken nimmt die Diversitét ab.
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Informieren Sie sich weiter Uber die kombinatorische Synthese mit Hilfe der beigefugten pdf-
Datei oder iber den Suchbegriff "kombinatorische Chemie™ in jeder beliebigen Suchmaschine
(z.B. Yahoo).

Festphasensynthese: Die urspringliche Festphasenpeptidsynthese (SPPS) hat sich im Laufe
der Zeit auf andere Bereiche der Chemie ausgeweitet, so dal? man heute allgemein von Fest-
phasensynthese spricht (SPS). Dabei wird einer der Reaktanden an einem polymeren Trager-
material (Harz) immobilisiert, die anderen Reaktanden konnen in beliebigen Uberschiissen
zugesetzt werden, da das Harz nach der Reaktion einfach gewaschen werden kann. Dadurch
entfallt die aufwendige Prozedur der Aufreinigung wie sie nach einer Losungssynthese not-
wendig ist. Die Substanzen werden an die feste Phase Uber einen Linker, der die Abspaltbe-
dingungen beeinflusst, gebunden.

Im Versuch wird ein 2-Cl-Trityllinker, der bereits als Chlorid aktiviert ist und sofort beladen
werden kann, verwendet.

Cl

Harz Cl

Dieser Linker ist extrem sdurelabil. Zur Abspaltung kann deshalb Hexafluorisopropanol
(HFIP) verwendet werden.

Bei der Synthese wird die sogenannte Fmoc-Chemie mit PyBOP (s.u.) als Kopplungsreagenz
und DIEA (Diisopropylethylamin) als Hilfsbase angewendet. PyBOP gehért zu einer Reihe
kommerziell erhaltlicher Kupplungsreagenzien, die aus der Carboxylgruppe der zu koppeln-
den Fmoc-Aminosaure zunéchst einen Aktivester erzeugen, der dann aminolytisch an der A-
minogruppe gespalten werden kann. Die Fmoc-Abspaltung erfolgt mit 20 %igem Piperidin in
DMF. Die Kopplungsreaktion ist in Abb. 1 wiedergegeben.

Massenspektrometrie: Die Massenspektrometrie ist eine Analysenmethode, die mit minima-
lem Substanzbedarf auskommt. Gemessen wird die molare Masse von lonen, die aus der Pro-
be erzeugt werden. Diese lonen werden im Hochvakuum durch ein elektrisches Feld be-
schleunigt und entlang einer definierten Flugstrecke entsprechend ihrem Verhéltnis von Mas-
se zu Ladung aufgetrennt. Bei manchen Geréten erfolgt die Trennung auch tber das Einfan-
gen der lonen in magnetischen Feldern (lon Trap, ICR).

In der Massenspektrometrie werden viele Abklrzungen und Begriffe verwendet, die sich in
der Regel auf die zwei Hauptkomponenten des Geréts, die lonisierungsquelle und den Detek-
tor, beziehen. Das fir diesen Versuch verwendete Gerdat ist ein MALDI-TOF. MALDI (Mat-
rix Assisted Laser Desorption lonization) bezeichnet die lonisierungsmethode: durch einen
Laser wird ein Kokristallisat aus der Probe und einer absorbierenden Matrix verdampft. Dabei
werden lonen der Probe und der Matrix erzeugt. TOF (Time Of Flight) beschreibt die Detek-
tionsmethode. Es wird die Flugzeit zwischen der lonisierungsquelle und dem Detektor gemes-
sen. Diese wird dann nach der Eichung des Systems mit der Masse korreliert. MALDI-TOF
Geréte sind von mittelmaRiger Genauigkeit, bei guter Eichung jedoch fir die meisten Zwecke
ausreichend.
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20 % Piperidin / DMF

O Fmoc-Aminosiure, PyBOP, DIEA

Abb. 1: Ankopplung einer Fmoc-Aminoséure an ein 2-Cl-Tritylharz mit bereits gebundenem Fmoc-
Gly.

Sehr genau (und sehr teuer) sind FT-ICR Geréte (Fourier Transform lon Cyclotron Resonan-
ce), die mit verschiedenen Quellen kombiniert werden kénnen. Die lonen werden hier im
Magnetfeld eines supraleitenden Magneten eingefangen und durch ein elektromagnetisches
Breitbandsignal in eine grofiere Umlaufbahn gehoben. Nach Abschalten des Signals fallen die
lonen unter Abgabe der jeweils spezifischen Frequenz in den Grundzustand zuriick und man
kann das Gesamtsignal durch Fouriertransformation in die einzelnen Frequenzen zerlegen, die
wiederum mit den Massen (m/z) korrelieren. Da man eine Schwingung theoretisch beliebig
genau messen kann, ist die Auflésung solcher Gerate sehr gut. Differenzen von einer Elektro-
nenmasse lassen sich zuverldssig messen.

Informieren Sie sich Uber die Methode der Massenspektrometrie in Bichern, z.B. Hes-
se/Meier/Zeh: Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie (Thieme Verlag).
10.2 Aufgabenstellung und Versuchsdurchfihrung

75 mg 2-Cl-Tritylharz sind in einem ersten Schritt mit Fmoc-Gly-OH zu beladen. Fmoc ist
anschlieBend abzuspalten und die Beladung des Harzes durch photometrische Bestimmung
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der Fmoc-Konzentration (Dibenzofulven-Piperidin-Addukt) zu ermitteln. Danach ist ein Ge-
misch von Fmoc-Aminosduren unbekannter Zusammensetzung anzukoppeln. Die Fmoc-
geschutzten Dipeptide werden dann vom Harz abgespalten und fir die HPLC sowie MALDI-
Massenspektrometrie vorbereitet. An Hand der MS-Daten sind die gebildeten Dipeptide zu
identifizieren und mit Hilfe der HPLC-Daten ist das grobe Mengenverhéltnis abzuschatzen.

10.2.1 Harzbeladung:

Das Harz hat eine maximale Beladung von ca. 1 mmol/g, in der Praxis werden aber nur [D,6
mmol/g erreicht.

« Harz in 2 ml Dichlormethan (DCM) 10 min quellen;
+ 1egq Fmoc-Gly-OH in 1 ml DMF/DCM 1:1 lésen, 5 eq DIEA zusetzen;
« Mischung in die Spritze ziehen, 2 Stunden schitteln lassen;
« jeweils 1 min wie folgt waschen:
3 mal DCM/MeOH/DIEA (17:2:1)
3 mal DCM
3 mal DMF

10.2.2 Fmoc-Abspaltung:

« Harz mit Fmoc geschiitztem Gly 5 min mit 20 %igen Piperidin in DMF schitteln;
« Vorgang wiederholen, aber 15 min schitteln;

+ beide Waschiberstande fiir die Fmoc-Bestimmung aufbewahren;

+ 10 mal 1 min in DMF waschen.

10.2.3 Kopplung:

«  Kopplungsmischung: 1eq Fmoc-Aminoséauren, 1 eq PyBOP, 2.5 eq DIEA in 2ml DMF |6-
sen;
+ pH-Wert Gberprifen! (sollte zwischen pH 9 bis pH 10 liegen);
+ Kopplungsmischung in die Spritze ziehen und 2 h koppeln (dabei schiitteln);
+ jeweils 1 min wie folgt waschen:
3 mal DMF
3 mal DCM
2 mal DMF
3 mal DCM
« 1him Vakuum trocknen, in der Zwischenzeit Fmoc-Bestimmung ausfuhren.

10.2.4 Dipeptid-Abspaltung:

+ sehr vorsichtig 20 % HFIP in DCM in die Spritze mit dem beladenen Harz aufziehen und
30 min schditteln;

« Uberstand in ein Spitzkolbchen ausdriicken und einengen;

« Vorbereitung der Proben fir HPLC und MS.

Die HPLC wird jeweils Gber Nacht ausgefuhrt, die MS-Proben werden gesammelt und am
Ende der Woche vermessen.
10.3 Kontrollfragen:

1. Erléautern sie die Vor- und Nachteile einer Split-Mix- und einer Eintopfsynthese.

2. Wodurch ist die sinnvolle Gréle einer Bibliothek begrenzt? Wie unterscheidet sich Scree-
ning von Selektion?
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3. Wann ist die Verwendung von Bibliotheken hoher Diversitat sinnvoll, wann die niedriger
Diversitat? Warum?

4. Welches sind die Vorteile der Festphasensynthese im Vergleich zur Ldsungssynthese,
kodnnen Sie sich auch Nachteile vorstellen?

5. Werden unter den gewahlten Abspaltbedingungen Z-, Boc- bzw. OBz- und OtBu-Schutz-
gruppen mit entfernt?

6. Kann man die Spot-Synthese automatisieren?



