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C Kombinatorische Reaktionen

*Eine Reaktion:
A+B - AB
*Eine (n xm) kombinatorische Synthese:
Al Bl AlBl’ AZBl’ ASBl ....... AnBl
A2 BZ Ale, AZBZ’ A3BZ ....... AHBZ
A3 BB AlBS’ AzB3, A3B3 ....... AnB3

Al tB,| - |ABJABLAEHAB,
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C Die 3 x 3 Bibliothek
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C Probleme

o Synthese muld immer funktionieren-
sonst fehlen Verbindungen

— Sehr zuverlassige und allgemeine
Reaktionen

— Synthesemethoden mit hohen Ausbeuten
e _, Festphasen-Synthesen
o _, Sehr oft Peptid-Bibliotheken
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C Merrifield-Harz
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Abb. 2.2 Die molekulare Struktur von Polystyren. Die mit X markierten Gruppen konnen jede
geeignete Funktionalitit besitzen, sind aber meist von einer Chlormethyl-Gruppe abgeleitet.
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C Merrifield-Harz - Nachtalle

 Verunreinigungen fuhren oft zu
, falschen® Bibliotheksmitglieder
e Polystyrol ist zu hydrophob

— Peptidenden falten zusammen und werden
schwer zuganglich

— Sehr wenig geeignete L osungsmitteln
— Biologische Tests am Polymer scheitern

e Harz soll hydrophiler werden



C”  polyamidharze (Sheppard)
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C”  Polyamidharze (Sheppar d)

e Quillt in polaren Losungsmitteln

* Nur begrenzt quellfahig in nichtpolaren
L 6sungsmitteln wie CH,Cl,

 Entfernung der Boc-Schutzgruppe fuhrt
aber oft zu Beschadigung des Produktes
(ca. 30 Min. mit CF,COOH reagieren)

» Deshalb wurde die Fmoc-Schutzgruppe
entwickelt



C° Fmoc
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g Standar d-M ethode

* Polyamid-Harz

* Fmoc-Schutzgruppe fur backbone-
Aminogruppen

e Boc-Schutzgruppen fur Selitenketten-
Aminogruppen

e t-Butylether-Schutzgruppen fur
Saitenketten-Alkohole

o t-Butylester-Schutzgruppen fur
Saltenketten-Sauregruppen




C’° Festphasenlinker —
Hydroxymethylphenoxyessigsaure (HM PA)
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TentaGel-Harz (Rapp Polymere GmbH)
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, Split and Mix"
Gesamtzahl der Verbindungen in einer Bibliothek
Zahl der Dimere Trimere | Tetramere | Pentamere | Hexamere
Monomere
3 9 27 31 243 729
S 25 125 625 3125 15625

10 100 1000 10 10° 106

20 400 8x10° | 1.6x10°| 3.2x 10° | 6.4 x 10/
100 104 10¢ 108 1010 1012




Bibliotheken

B
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Lineare Bibliothek

Templat-Bibliothek



, Split and Mix"
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, Split and Mix"
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C3

» Split and Mix" Screening
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C”  EinePeptidbibliothek

16 Aminosauren (ohne Cystein und Tryptophan)
- 34 x 10° Verbindungen as 324 Mischungen von jewells
104.976 (18%) Sequenzen

Ac-(AS,)-(AS,)-XXXX-NH,

Sequenzen wurden vom Harz abgespalten und gegen
Antikorper 19B10 gescreent

Ac-Asp-Val-XXXX-NH,

Erwies sich als aktivste Mischung



C”  EinePeptidbibliothek

Ac-Asp-Val-XXXX-NH,

Erwies sich als aktivste Mischung. Deshalb wurden
Bibliotheken von jeweils 5832 (18°)

Ac-Asp-Val-(AS;)-XXX-NH,
Seguenzen synthetisiert.
Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH,

wurde identifiziert.



CJ? . ey s
Eine Peptidbibliothek

Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH,

Wiederholung mit 18%- und 18-Sequenz Mischungen fihrt
ZU

Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-NH,

als aktivste Einzelverbindung.



Aktivitatssteiger ung

Durch Sequenz 1Cs, N
|l auf (nM)
1 | Ac-Asp-Va-XXXX-NH2 250 | 104.976
2 | Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH2 41 5.832
3 | Ac-Asp-Va-Pro-Asp-XX-NH2 4.4 324
4 | Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-X-NH2 0,38 18
5 | Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-NH2 0,03 1
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C , One-Compound-One-Bead”

Eine Bibliothek wird durch das
,Split and Mix* Verfahren
hergestellt, so dal3 jedes Mitglied
der Bibliothek auf mindestens einen
Harzkorn vorhanden sein soll.

@
>

Jeder Harzkorn enthdlt aber eine
einzige Verbindung.
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C , One-Compound-One-Bead”
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Die |0slichen Akzeptormoleklle
werden an Fluorescein gekoppelt.
Die Harzkorner werden mit dieser
Akzeptormolekile in Losung
behandelt.

Peptide, die stark an das
Rezeptormolekdl binden, verursachen
Eine Fluoreszenz des Harzkorns.
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C , One-Compound-One-Bead”

Fluoreszierende Harzkorner werden
Isoliert und das Peptidseguenz
Identifiziert.

2 x 106 Har zkorner lieferten 6
Sequenzen, die besser binden als
das naturliche Peptid.
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C , One-Compound-One-Bead”

Sequenz K (nM)
Nativer Ligand Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 17,5
Neue Liganden Tyr-Gly-Gly-Phe-GIn 15,0
Tyr-Gly-Gly-Phe-Ala 32,9
Tyr-Gly-Gly-Phe-Thr 36,9
Tyr-Gly-Gly-Leu-Ser 726
Tyr-Gly-Ala-Leu-GIn 1980
Tyr-Gly-Gly-Met-GIn 8780

>500x




3
C Nachtealle

o Screening-Reagenz mull [6slich sain
 Peptidsequenz muld am Harzkorn
zuganglich sein (Hydrophobie!)

* Bindet die Harzgebundene Sequenz genau
so wie die in Losung vorhandene
Konformation?

* Die Natur des Spacer beeinflul3 die
Bindungsaffinitét sehr stark

(-Ala-I3-Ala > Gly-Gly > Pro-Pro)



C”  Ligandidentifizierung

|teratives Verfahren Positional scanning
ACA XXXXNH, ACA XXXXNH,
. ¥
ACA AXXXNH, ACXAXXXNH,
! ¥
AcA AAXXNH, ACXXAXXNH,
! ¥
ACA,ALA A XNH, ACXXXA,XNH,
. ¥
AcA ALAA,ANH, ACXXXXANH,




