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Bibliothek

Kombinatorische Reaktionen
•Eine Reaktion:

A + B →→→→ AB
•Eine (n ×××× m) kombinatorische Synthese:

A1
A2
A3
A4
.
.

An

B1
B2
B3
B4
.
.

Bm

+ →→→→

A1B1, A2B1, A3B1 ....... AnB1
A1B2, A2B2, A3B2 ....... AnB2
A1B3, A2B3, A3B3 ....... AnB3
A1B4, A2B4, A3B4 ....... AnB4
. . . . ....... .
. . . . ....... .
A1Bm, A2Bm, A3Bm ....... AnBm



Ein Beispiel
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Die 3 ×××× 3 Bibliothek
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Probleme

• Synthese muß immer funktionieren-
sonst fehlen Verbindungen
– Sehr zuverlässige und allgemeine

Reaktionen

– Synthesemethoden mit hohen Ausbeuten

• →Festphasen-Synthesen

• →Sehr oft Peptid-Bibliotheken



Merrifield-Harz



Merrifield-Harz - Nachteile

• Verunreinigungen führen oft zu
„falschen“ Bibliotheksmitglieder

• Polystyrol ist zu hydrophob
– Peptidenden falten zusammen und werden

schwer zugänglich

– Sehr wenig geeignete Lösungsmitteln

– Biologische Tests am Polymer scheitern

• Harz soll hydrophiler werden



Spacer

Polyamidharze (Sheppard)
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Polyamidharze (Sheppard)

• Quillt in polaren Lösungsmitteln

• Nur begrenzt quellfähig in nichtpolaren
Lösungsmitteln wie CH2Cl2

• Entfernung der Boc-Schutzgruppe führt
aber oft zu Beschädigung des Produktes
(ca. 30 Min. mit CF3COOH reagieren)

• Deshalb wurde die Fmoc-Schutzgruppe
entwickelt



Fmoc
(Fluorenylmethoxycarbonyl)
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Standard-Methode

• Polyamid-Harz

• Fmoc-Schutzgruppe für backbone-
Aminogruppen

• Boc-Schutzgruppen für Seitenketten-
Aminogruppen

• t-Butylether-Schutzgruppen für
Seitenketten-Alkohole

• t-Butylester-Schutzgruppen für
Seitenketten-Säuregruppen



Festphasenlinker –
Hydroxymethylphenoxyessigsäure (HMPA)
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Alternative Harzsysteme
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TentaGel-Harz (Rapp Polymere GmbH)



„Split and Mix“

10121010108106104100

6.4 × 1073.2 × 1061.6 × 1058 × 10340020

106105104100010010

156253125625125255

729243812793

HexamerePentamereTetramereTrimereDimereZahl der
Monomere

Gesamtzahl der Verbindungen in einer Bibliothek



Bibliotheken

A B C

Templat
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Lineare Bibliothek

Templat-Bibliothek



„Split and Mix“

X Y Z

XX XY XZ

X

YX YY YZ

Y

ZX ZY ZZ

Z

X

Y Y



„Split and Mix“

Mischen

XX XY XZ YX YY YZ ZX ZY ZZ
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ZXY ZYY ZZY
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XXX XYX XZX
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„Split and Mix“ Screening

ZXX ZYX ZZX

ZXZ ZYZ ZZZ

ZXY ZYY ZZY

XXX XYX XZX

XXZ XYZ XZZ

XXY XYY XZY

YXX YYX YZX

YXZ YYZ YZZ

YXY YYY YZY Aktiv

ZXX ZXY ZXZ ZYX ZYY ZYZ ZZX ZZY ZZZAktiv

ZYX ZYZZYY



Eine Peptidbibliothek

16 Aminosäuren (ohne Cystein und Tryptophan)
→34 × 106 Verbindungen als 324 Mischungen von jeweils
104.976 (184) Sequenzen

Ac-(AS1)-(AS2)-XXXX-NH2

Sequenzen wurden vom Harz abgespalten und gegen
Antikörper 19B10 gescreent

Ac-Asp-Val-XXXX-NH2

Erwies sich als aktivste Mischung



Eine Peptidbibliothek

Ac-Asp-Val-XXXX-NH2

Erwies sich als aktivste Mischung. Deshalb wurden
Bibliotheken von jeweils 5832 (183)

Ac-Asp-Val-(AS3)-XXX-NH2

Sequenzen synthetisiert.

Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH2

wurde identifiziert.



Eine Peptidbibliothek

Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH2

Wiederholung mit 182- und 18-Sequenz Mischungen führt
zu

Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-NH2

als aktivste Einzelverbindung.



Aktivitätssteigerung

10,03Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-NH25

180,38Ac-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-X-NH24

3244,4Ac-Asp-Val-Pro-Asp-XX-NH23

5.83241Ac-Asp-Val-Pro-XXX-NH22

104.976250Ac-Asp-Val-XXXX-NH21

NIC50

(nM)
SequenzDurch

lauf



„One-Compound-One-Bead“

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

Jeder Harzkorn enthält aber eine
einzige Verbindung.



„One-Compound-One-Bead“

Die löslichen Akzeptormoleküle
werden an Fluorescein gekoppelt.
Die Harzkörner werden mit dieser
Akzeptormoleküle in Lösung
behandelt.

Peptide, die stark an das
Rezeptormolekül binden, verursachen
Eine Fluoreszenz des Harzkorns.



„One-Compound-One-Bead“

Fluoreszierende Harzkörner werden
isoliert und das Peptidsequenz
identifiziert.

2 ×××× 106 Harzkörner lieferten 6
Sequenzen, die besser binden als
das natürliche Peptid.



„One-Compound-One-Bead“

8780Tyr-Gly-Gly-Met-Gln

1980Tyr-Gly-Ala-Leu-Gln

726Tyr-Gly-Gly-Leu-Ser

36,9Tyr-Gly-Gly-Phe-Thr

32,9Tyr-Gly-Gly-Phe-Ala

15,0Tyr-Gly-Gly-Phe-GlnNeue Liganden

17,5Tyr-Gly-Gly-Phe-LeuNativer Ligand

Ki (nM)Sequenz

500××××



Nachteile

• Screening-Reagenz muß löslich sein

• Peptidsequenz muß am Harzkorn
zugänglich sein (Hydrophobie!)

• Bindet die Harzgebundene Sequenz genau
so wie die in Lösung vorhandene
Konformation?

• Die Natur des Spacer beeinflußt die
Bindungsaffinität sehr stark

(ß-Ala-ß-Ala > Gly-Gly > Pro-Pro )



Ligandidentifizierung

Iteratives Verfahren

AcA1XXXXNH2

↓↓↓↓

AcA1A2XXXNH2

↓↓↓↓

AcA1A2A3XXNH2

↓↓↓↓

AcA1A2A3A4XNH2

↓↓↓↓

AcA1A2A3A4A5NH2

Positional scanning

AcA1XXXXNH2

+

AcXA2XXXNH2

+

AcXXA3XXNH2

+

AcXXXA4XNH2

+

AcXXXXA5NH2


