Einleitung

1 Einleitung

Alle lebensnotwendigen Prozesse eines jeden Lebewesens basieren auf Interaktionen
von Makromolekilen, die durch ihre chemische Beschaffenheit und Struktur die Pro-
zesse steuern und moglich machen. Nukleinsduren und Proteine sind zwei der wich-
tigsten Makromolekiile, die eine zentrale Rolle als Bausteine des Lebens spielen.[” Die
Strukturaufklarung dieser Oligomere in den frihen 50er Jahren fihrte zu vielen revolu-
tionaren Erkenntnissen, die bis zum heutigen Tage fir die Forschung und Entwicklung
in den Feldern der Physik, Biologie und Chemie grundlegend und bestimmend sind.”*™!
Der enge Zusammenhang zwischen Funktion, Struktur und chemischem Aufbau ermog-
licht durch Modifikationen auf molekularer Ebene ein gezieltes Design von funktiona-
len Oligomeren, die nicht nur ein unerschopfliches Repertoire an Anwendungen bie-
ten, sondern auch interdisziplinar einsetzbar sind. Die daraus resultierende unaufhalt-
same Entwicklung dringt dabei in Felder vor, die weitab von der natirlichen biologi-

schen Bestimmung der Makromolekile liegen und schafft neue Disziplinen und An-

wendungen.

Die DNA (deoxyribonucleic acid), die als Trager und Speicher der Erbinformationen be-
kannt ist und deren Eigenschaften fir die Genexpression unerlasslich sind, kann abseits
ihrer biologischen Funktion als ein supramolekulares Gerist in der Nanotechnologie

8] |hre klar definierte starre

und den Materialwissenschaften verwendet werden.
Duplex-Struktur, mit der Fahigkeit der molekularen Erkennung und Selbstaggregation
bietet zudem ein groRes Potenzial fiir bottom-up-Verfahren zur Generierung von hoch
strukturierte Materialien mit spezifischen Eigenschaften im Nanobereich.”® Die An-
wendungsbereiche der DNA sind jedoch nicht nur auf ihre natiirliche Duplex-Struktur
beschrankt, sondern sind durch gezielte Modifikation der Oligonukleotide um ein Viel-
faches erweiterbar.’*® Mit der rasanten Entwicklung der Oligonukleotid-Synthese an

fester Phase ist es heutzutage moglich, aufbauend auf modifizierten Nukleosid-

Bausteinen und artifiziellen Nukleobasen, funktionale Oligonukleotide mit beliebiger
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Sequenz, Funktion und Eigenschaften zu synthetisieren. Auf diese Weise koénnen
Aptamere entwickelt werden, die eine komplexe dreidimensionale Struktur einneh-
men und selektiv an Zielverbindungen binden. Diese Eigenschaften sind nicht nur bei
der Entwicklung von neuen Arzneimitteln und Therapeutika von groRer Bedeutung,
sondern ermoglichen auch die Verwendung von Aptameren als Katalysatoren fir eine
Vielzahl chemischer Reaktionen.*! Unter Erhalt ihrer Integritat wird die DNA auf-
grund der wachsenden Vielfalt an Modifikationen und Anwendungen zu einem der

vielseitigsten Makromolekiile, die gezielt modelliert werden kénnen.

Jede der beschriebenen Anwendungen der Oligonukleotide basiert auf der Moglichkeit
mit Hilfe kleiner modifizierter Bausteine komplexe oligomere Strukturen mit einer de-
finierten Funktion zu designen. Der Ansatz der hier prasentierten Untersuchungen
baut auf der Synthese eines neuen azyklischen Bausteins auf, der als Thiol-tragende
Rickgratmodifikation von Oligonukleotiden verwendet werden soll. Mit Hilfe dieser
Modifikation soll unter Verwendung der dynamischen kombinatorischen Chemie eine
Templat-gesteuerte reversible Funktionalisierung des Oligonukleotids untersucht wer-
den. Im Vordergrund der Untersuchungen stehen die Synthese und Anpassung des
Bausteins an die Oligonukleotid-Synthese an fester Phase sowie die Entwicklung eines
auf dem Thiol-Thioester-Austausch basierenden dynamischen Assays. Die daraus resul-
tierenden Erkenntnisse sollen unter anderem zur Generierung neuer funktionaler
selbstorganisierender Oligonukleotide genutzt werden.

Die Anwendungen und Funktionen der natirlichen DNA sind auf die Variation in der
Abfolge der vier kanonischen Nukleobasen limitiert und sind in der geringen Anzahl an
moglichen Sekundarstrukturen begriindet. Proteine dagegen konnen aufgrund der
zwanzig proteinogenen Aminosauren eine wesentlich groRere Vielfalt an Sekundar-
strukturelementen ausbilden, die zu komplexen Tertidar- und Quartarstrukturen fih-
ren."! Die sich daraus ergebende Variation an Strukturen ermdoglicht es den Proteinen,
sehr spezielle und vielfdltige Funktionen im Organismus auszufiihren (Enzyme, Anti-
korper, Toxine, Kollagene etc.).“‘” Doch nicht nur die Funktion der Proteine ist stark
von ihrer Struktur abhangig, auch viele Erkrankungen wie Alzheimer sind auf fehlerhaft
gefaltete Proteine zuriick zu fuhren.™ Die Veranderung der dreidimensionalen Struk-
tur eines Proteins ist ein essentieller Vorgang, der auch bei der Proteinerkennung
durch kleine Molekile sowie bei Protein-Protein- und Protein-DNA-Wechselwirkungen
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eine wichtige Rolle spielt. Eine kontrollierbare Anderung der Konformation wiirde ein
wichtiges Werkzeug zur Steuerung der Proteinfunktion und deren Eigenschaft darstel-
len. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, modifizierte kleine Peptid-Hexamere mit Er-
kennungseinheiten darzustellen, welche mit komplementdaren Molekilen in Wechsel-
wirkung treten und somit eine Konformationsdnderung innerhalb eines Proteins indu-
zieren konnen. Im gepaarten Zustand liegt das Rilickgrat des Hexamers in einer
B-Faltblatt-Konformation vor, wahrend der Einzelstrang eine zuféllig ausgebildete An-
ordnung aufweist. Durch Paaren bzw. Entpaaren kann auf diese Weise ein ,Schalten”
zwischen den Konformationen ermoglicht werden. Als molekulare Schalter fir
B-Faltblatt-Sekundarstrukturen sollen Alanyl-Peptidnukleinsduren (Alanyl-PNAs) die-
nen. Dazu werden auf der Aminosdure Serin aufbauende N-methylierte-Bausteine syn-
thetisiert, die Nukleobasen als Erkennungseinheiten tragen und abwechselnd mit nicht
methylierten Bausteinen zum Alanyl-PNA-Hexamer verknlipft werden. Dabei liegt der
Fokus auf der Synthese von Dipeptiden, welche lGber die N-methylierte Amin verknipft
sind und in der Peptid-Synthese an feste Phase (iber das nicht methylierte Amin ge-
kuppelt werden kénnen. Der Einsatz von N-methylierten Bausteinen dient der Vermei-
dung von eventuell auftretenden Riickgrataggregationen. Desweiteren sollen auf diese
Weise NMR-spektroskopische Untersuchungen eines solchen Alanyl-PNA Doppelstran-
ges und seines Paarungsverhaltens ermoglicht werden.!*®!

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen sollen deutlich machen, dass
komplexe Makromolekiile wie die Oligonukleotide und Peptide in ihrer Struktur und
Funktion durch kleinere Untereinheiten (Nukleoside, Aminosduren) bestimmt werden.
Durch gezieltes synthetisches Design dieser Bausteine konnen grolRere libergeordnete
Strukturen modifiziert, funktionalisiert und gesteuert werden. Unter Ausnutzung der
Synthese an fester Phase und Anpassung der Synthesebedingungen ist das Potential

kleiner Bausteine groRer als je zuvor.
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2 Dynamische Modifikation von Oligomeren

Auf der Suche nach neuen bioaktiven und funktionalen Molekiilen eroffnet die dyna-
mische kombinatorische Chemie noch nie dagewesene Maoglichkeiten zur Generierung
von Inhibitoren und dynamischen Werkstoffen."*”*¥! Die dynamische Chemie nutzt da-
bei reversible Wechselwirkungen, die einen kontinuierlichen Austausch und die daraus
resultierende selektionsgesteuerte Reorganisation der Komponenten ermoglichen. Die
selektive, reversible Funktionalisierung von Oligomeren ist somit fundamental fiir ein
adaptives und reaktives Design von Makromolekiilen und Materialien mit hohem An-
spruchsverhalten.[lgl Auf diese Weise wird eine Anderung der klassischen Ansitze
moglich, die weg von riesigen vorgefertigten Substanzbibliotheken hin zu kleineren
selbstorganisierten dynamischen Bibliotheken fiihrt. Somit wird ein Umschalten von

Fabrikation zur Selbst-Fabrikation voIIzogen.[Zo'm

2.1 Kombinatorische Chemie

Der Grundgedanke der kombinatorischen Chemie basiert auf der gleichzeitigen Dar-
stellung einer Vielzahl von chemisch dhnlichen Verbindungen, die eine Substanzbiblio-
thek bilden.”? Die Substanzbibliotheken kénnen dabei aus Verbindungsgemischen
oder einer Ansammlung von Einzelverbindungen bestehen. Durch die Fahigkeit der
Generierung einer Vielzahl chemischer Komponenten innerhalb kiirzester Zeit be-
schreibt die kombinatorische Chemie eine neue Herangehensweise an die traditionelle
Chemie, bei der zwei Komponenten A und B zu einem klar definierten Produkt AB rea-

gieren (Abb. 1).[23]
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Abb. 1: Darstellung der Unterschiede zwischen traditioneller Synthesechemie (links) und kombi-
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natorischer Chemie (rechts).
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Im Kontrast dazu ist die Kombinatorische Chemie durch die Reaktion mehrerer Synthe-
sebausteine A; bis A, mit mehreren Bausteinen des Typs B; bis B, gekennzeichnet und
erfasst alle Produktméglichkeiten.[24] Die Reichweite an kombinatorischen Techniken
ist sehr divers und die Produkte konnen parallel in getrennten GefalRen, simultan in
einer Mischung an fester Phase oder in Losung hergestellt werden. Der wichtigste Fak-
tor dabei ist die Produktivitdtssteigerung, die durch Anwendung kombinatorischer
Chemie erzielt wird und die bisher bekannten Routinemethoden bei weitem Ubertrifft.
Spatestens seit der von R. B. Merrifield 1963 vorgestellten Peptid-Festphasensynthese
verbreiteten sich die darauf aufbauenden Methoden rasant in fast jedem Feld der or-
ganischen Synthesechemie.[zs] Auch wenn die Automatisierung und die Verwendung
von Hochdurchsatzmethoden die Synthese und Charakterisierung groBer Mengen an
Komponenten stark beschleunigt haben, stellen die Nachweis- und Trennmethoden
immer noch den limitierenden Faktor der kombinatorischen Chemie dar. Bei der kom-
binatorischen Synthese von Substanzbibliotheken ist nicht die Giberaus grolRe Anzahl an
Verbindungen wichtig, sondern vielmehr die Qualitat der Bibliothek. Dabei steht die
Diversitat im Vordergrund, die sich in der Heterogenitat der Verbindungen nieder-
schldagt und die durch die raumliche Anordnung der funktionellen Gruppen bestimmt
wird. Diese Voraussetzungen ermoglichen eine Vielfalt an Designansatzen, die riesige
Substanzbibliotheken generieren kdnnen. Somit hat sich die kombinatorische Chemie
in Verbindung mit dem Hochdurchsatz-Screening als ein unverzichtbares Werkzeug bei
der Wirkstoffentwicklung etabliert.?® Der gréRte limitierende Faktor bleibt jedoch die
Tatsache, dass jede Komponente der Bibliothek in jeglicher Diversitat synthetisiert
werden muss und eine zielgesteuerte Reorganisation der Bibliothek sehr aufwendig

wird.

2.2 Dynamische kombinatorische Chemie (DCC)

Die dynamische kombinatorische Chemie (dynamic combinatorial chemistry, DCC) ist
als kombinatorische Chemie unter thermodynamischer Kontrolle definiert.?” Sie be-
ruht auf der Selektion des thermodynamisch stabilsten Produktes aus einer sich im
Gleichgewicht befindlichen Mischung von potenziellen Produkten. Die Mischung be-

schreibt ein dynamisches System mit hoher Diversitat und Komplexitat, die aus den
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einzelnen strategisch designten Reaktanden (Bausteine) besteht. Im Gleichgewicht
bilden diese eine dynamische Bibliothek von reversiblen Verbindungen (dynamic
combinatorial library, DCL). Der Grundsatz der DCC beschreibt eine selektive Adaption
der DCL, wenn ein Selektionsdruck auf das sich im Gleichgewicht befindliche System
ausgelibt wird. Dies wird durch eine Umwandlung der einzelnen Bibliotheksbestandtei-
le ineinander ermdglicht. Die Umwandlung wird durch einen chemisch reversiblen Pro-
zess beschrieben, der auf nichtkovalenten und kovalenten Bindungen sowie auf Me-
tall-Ligand-Interaktionen aufgebaut sein kann.

Bausteine dynamische Bibliothek

1o — W
v e “gpW®

Abb. 2: Generierung einer dynamischen kombinatorischen Bibliothek (DCL). Im Gleichgewicht besteht

die dynamische Bibliothek aus eine bestimmten Anzahl an diversen Molekilen, die sich durch einen

reversiblen Reaktionsprozess an einen Selektionsdruck anpassen kénnen.

Da sich das System unter thermodynamischer Kontrolle befindet, bedeutet jedoch
auch, dass jegliche Veranderung der Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH, Konzent-
ration) eine Veranderung innerhalb der Bibliothek hervorrufen kann. Die sensible Re-
aktion der DCL auf externe Einflisse ist eine wichtige Besonderheit der dynamischen
kombinatorischen Chemie, denn die Komposition der Bibliothek wird durch die ther-
modynamische Stabilitdat jeder einzelnen Komponente der Bibliothek unter den ent-
sprechenden Reaktionsbedingungen bestimmt. Diese selbst-adaptiven Eigenschaften
machen die dynamische kombinatorische Bibliothek zu einem effektiven Werkzeug zur

Bestimmung thermodynamischer Minima.??**°!

2.2.1 Grundlagen der DCC

Das Grundprinzip der Dynamik in der kombinatorischen Chemie basiert, wie zuvor er-
wahnt, auf der geeigneten reversiblen Reaktion, die den Austausch der Bausteine zwi-

schen den einzelnen Bestandteilen der Bibliothek moglich macht und die Adaption der
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Bibliothek an den Selektionsdruck erméglicht.[3°’3” Dabei missen folgende Bedingun-
gen erflllt werden, um eine geeignete Reaktion zu bestimmen:?%

1. Das Gleichgewicht sollte sich in einer fiir die Reaktionsbedingungen annehmba-
ren Zeit einstellen und bestmoglich schneller ablaufen als die auftretenden Ne-
benreaktionen, die die Substrate dem Gleichgewicht entziehen.

2. Die Reaktion sollte unter milden Reaktionsbedingungen ablaufen, um nicht mit
den empfindlichen, nichtkovalenten Wechselwirkungen zu interferieren, die fiir
die molekulare Erkennung notwendig sind.

3. Die Reaktion sollte gegeniliber moglichst vielen funktionellen Gruppen tolerant
sein und chemoselektiv ablaufen. So kann gezielt eine dynamische Bibliothek
designt und die Komplexitat eingeschrankt werden.

4. Die Gleichgewichtsreaktion sollte kontrolliert beendet werden kénnen, um so-
mit die Kinetik einzufrieren und die selektierten Bibliotheksbestandteile isolie-
ren und nachweisen zu kénnen.

5. Im Idealfall sollten alle Bestandteile der Bibliothek isoenergetisch sein, um ei-
nerseits den Energieaufwand fiir die kontinuierliche Adaption zu minimieren
und um andererseits Einfllisse auf das Gleichgewicht mdglichst gering zu hal-
ten.

Bis heute wurde eine Vielzahl von reversiblen Reaktionen, die eine groe Bandbreite
an Reaktionstypen abdecken, untersucht und publiziert (Abb. 3).[30'32] Dabei ist es wich-
tig, dass die zuvor beschriebenen Bedingungen bestmoglich erfiillt werden. Gerade
wenn biologisch relevante Systeme untersucht werden sollen, muss gewahrleistet sein,
dass diese Reaktionen im wassrigen Medium ablaufen kénnen.

Abbildung 3 zeigt die Bandbreite der Reaktionen, die viele der Anforderungen erfiillen
und eine Vielfalt an Reaktionstypen abdecken. Die drei haufigsten Bindungsarten
(nichtkovalente, kovalente und koordinative Bindungen), die fir reversible Reaktionen
in dynamischer kombinatorischer Chemie verwendet werden, haben ihre Vor- und
Nachteile und mussen selektiv an den Anwendungsbereich angepasst werden. Bei den
meist schwachen und labilen nichtkovalenten Bindungen stellt sich das Gleichgewicht
zwar sehr schnell ein, jedoch sind die gebildeten thermodynamischen Produkte nicht

sehr stabil.1*?
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Abb. 3: Beispiele fiir reversible, kovalente und nichtkovalente Reaktionen, die bereits untersucht wor-
den sind und Verwendung in der DCC finden. Alle aufgefiihrten Reaktionen laufen unter milden Bedin-

gungen ab. (EWG = elektronenziehende Gruppe)

Dadurch wird es sehr schwer diese zu isolieren und zu charakterisieren. Im Gegensatz
dazu sind die Kinetiken fiir das Ausbilden und Losen der kovalenten Bindungen lang-
sam und haben lange Reaktionszeiten zufolge. Andererseits sind diese Bindungen sehr
stabil und kénnen ohne weiteres isoliert, charakterisiert und fiir weitere Anwendungen

verwendet werden. Die resultierenden selbst-adaptiven Eigenschaften der dynami-
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schen kombinatorischen Chemie, die unter anderem durch die Verwendung reversibler
und kovalenter Bindungen erzielt werden, unterstreichen die Vorziige dieser Methode
gegenlber der konventionellen kombinatorischen Chemie. Mit Hilfe der gezielten Se-
lektion kann sich somit die Zusammensetzung der gesamten Bibliothek selbstorgani-

siert an die erforderlichen Gegebenheiten anpassen.

2.2.2 Selektion

Das adaptive Verhalten der dynamischen Bibliotheken ist das Resultat eines Selekti-
onsprozesses. Dieser wird durch die Prasenz eines artifiziellen oder natirlichen Rezep-
tors (Templat), der die Selektion steuert, bestimmt. Das sogenannte templating be-
schreibt einen weiteren Eckpfeiler der dynamischen kombinatorischen Chemie. Die
Zugabe eines Templats (Enzym, Rezeptor oder Substrat), welches mit einem Bestand-
teil der Bibliothek wechselwirkt, verschiebt gemaR dem Prinzip von Le Chatelier die
Zusammensetzung der Bibliothek im Idealfall zugunsten der Verbindung mit der besten

Wechselwirkung (Abb. 4).

Bausteine dynamische kombinatorische Templat-gesteuerte Selektion,
Bibliothek Amplifikation
L P S R

' i [ —] i
v e “®
reversibler thermodynamische
Reaktionsprozess Selektion Schliissel /Schloss

Prinzip

Abb. 4: Schematische Darstellung des dynamischen kombinatorischen Prozesses. Das dynamische System
bildet durch die gewdhlten Bausteine und die reversible Reaktion eine dynamische Bibliothek, die sich
durch die Vorgabe des Templates dem Selektionsdruck anpasst und durch thermodynamische Selektion
verstarkt das praferierte Produkt bildet.

Durch das Templat wird also ein Selektionsdruck auf das dynamische System ausgelibt,
der sich in einer verstarkten Generierung des bevorzugten Produktes juRert.”” In die-
sem Fall wird durch thermodynamische Selektion das dynamische System reorgani-
siert, um bevorzugt das Substrat mit der starksten Wechselwirkung zum Templat zu
bilden. Somit wird nicht nur eine molekulare Erkennung des besten Substrates mog-

lich, sonder auch die verstarkte Anreicherung dessen. Die Selektion und die Koordina-
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tion der dynamischen kombinatorischen Chemie kann aber auch dazu genutzt werden,
ein Templat fur einen Rezeptor zu generieren. Nach J.-M. Lehn wird die Strategie zur
Identifizierung eines Substrates mit Hilfe der dynamischen kombinatorischen Chemie
als casting (GieRen) und die komplementdre Identifizierung eines Rezeptors als
moulding (Formen) bezeichnet.'**2%%! Auf diese Weise kann die dynamische kombina-
torische Chemie durch Templat gesteuerte Selektion dirigiert und kontrolliert werden.
Diese Eigenschaften ermdoglichen eine Vielzahl an biologisch und chemisch relevanten
Anwendungsbereichen, in denen durch ein gezieltes Templat-Design das gewlinschte

Produkt durch Selbstorganisation erhalten werden kann.

2.2.3 Ansatze der dynamischen kombinatorischen Chemie

Aufbauend auf den verschiedenen Reaktionstypen, die in der dynamischen kombinato-
rischen Chemie Verwendung finden und den Arten diese selektiv zu kontrollieren,
wurden unterschiedliche Konzepte der DCC entwickelt. Diese beinhalten eine Vielfalt
an Ansatzen, die es erlauben, an das System angepasst vorzugehen. Das Vorgehen wird
durch den adaptiven Ansatz, den Ansatz des voreingestellten Gleichgewichts, den wie-
derholenden und den pseudo dynamischen Ansatz bestimmt. Alle diese Ansatze haben
die reversible Generierung der dynamischen Bibliothek gemein, unterscheiden sich

jedoch in ihrem Selektionsschritt.

Der adaptive Ansatz ist der am weitesten verbreitete Ansatz unter den zuvor genann-
ten. Die Generierung der Bestandteile der Bibliothek wird in Gegenwart des Target
(Rezeptor)-Molekiils durchgefiihrt.?***! Das fiihrt zu einer verstirkten Bildung der am
besten gebundenen Spezies, so dass das Screening im selben Kompartiment stattfin-
den kann. Hierbei werden alle Charakteristika der dynamischen adaptiven Bibliothek
genutzt. Durch die dynamische Adaption kommt es zu einer verstarkten gerichteten

Selektion des besten Binders.

Der Ansatz des voreingestellten Gleichgewichtes bezieht sich auf Reaktionen, die nicht
im wassrigen Medium ablaufen kénnen.2**"! Die Generierung der dynamischen Biblio-
thek findet unter reversiblen Bedingungen analog zum adaptiven Ansatz im geeigneten
Losungsmittel statt und erst wenn sich das Gleichgewicht eingestellt hat, wird das

Screening separat in einem wassrigen Puffersystem durchgefiihrt. Aufgrund des
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Mediumwechsels kann keine adaptive Reorganisation stattfinden, die eine Verschie-
bung des Gleichgewichtes zur Folge hatte und somit ist auch keine verstarkte Bildung
des besten Binders moglich. Dieser Ansatz wird meist bei empfindlichen biologischen
Proben oder bei nicht kompatiblen Reaktionsbedingungen mit dem Target-Molekiil
verwendet. Auch wenn das Screening traditionell kombinatorisch verlauft, wird die

Bibliothek immer noch nach dem schnell ablaufenden dynamischen Prozess generiert.

Der wiederholende-Ansatz basiert auf einer mehrfachen Anwendung des Ansatzes mit
dem voreingestellten GIeichgewicht.BS] Die Bibliothek wird in einem separaten Kom-
partiment unter definierten Bedingungen generiert und erst im Anschluss wird die In-
teraktion mit dem Target-Molekil im selben oder in einem anderen Kompartiment
herbeigefiihrt. In diesem Fall wird die ungebundene Spezies der Kammer entnommen
und reorganisiert. Nach einigen Wiederholungen stellt sich eine Akkumulation des bes-

ten Binders ein, der analysiert werden kann.

Der pseudo dynamische Ansatz macht Gebrauch von zwei Reaktionskammern, die
durch eine semipermeable Membran getrennt sind.”® Die eine Kammer enthilt das
Target-Molekiil, die andere ein Enzym. Die am besten bindende Spezies zeigt eine ge-
ringere Hydrolyse und macht den besten Binder zum letzten verbleibenden
Reaktanden innerhalb der Bibliothek, da der Rest der Bibliothek vom Enzym zerstort

wird.

Mit den Erkenntnissen und dem Wissen Uber die erforderlichen Reaktionsbedingun-
gen, die bendtigte reversible Reaktion, die selektive Steuerung durch das Templat und
die moglichen Ansatze kann eine Vielzahl an dynamischen Systemen entwickelt und
angepasst werden. Das gezielte Design dynamischer Systeme ermoglicht ein effizientes
self screening von grof3en Bibliotheken und das gezielte Selektieren von Komponenten

mit hohem Durchsatz.

2.2.4 Analysemethoden

Die Trennung und der Nachweis von Bibliotheken und deren Bestandteilen stellen die
limitierenden Schritte der konventionellen kombinatorischen Chemie dar. Eine effizi-
ente Analyse ist aufgrund der schieren GroBe der Bibliotheken sehr schwierig. Den-

noch sind fur die Analyse und das Screening von dynamischen Bibliotheken einige ana-
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lytische Methoden denkbar und anwendbar. Fir kleine Bibliotheken kdnnen Metho-
den wie die eindimensionale Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie,
nuclear magnetic resonance), die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC,
high-performance liquid chromatographie), die Hochleistungskapillarelektrophorese
(HPCE, high-performance capillary electrophoresis) und die Gaschromatographie (GC)
zur quantitativen Bestimmung der Bibliotheksbestandteile herangezogen werden. Bei
Bestandteilen mit einer konkreten Masse kann zum Screening auch die Massen-
spektrometrie (MS) effektiv genutzt werden. Bei groRen Bibliotheken ist zwar die Dif-
ferenzierung und ldentifizierung zunehmend erschwert, die selektive Verstarkung und
Anreicherung des besten Binders innerhalb der dynamischen Bibliothek fiihrt jedoch
zu einem Anstieg der Konzentration dessen und hilft somit diese Spezies zu identifizie-
ren. Um eine effiziente Analyse des dynamischen Prozesses zu gewahrleisten, hat sich
die Kombination aus HPLC und Massenspektrometrie bewahrt. Auf diese Weise ist es
moglich, durch gezielte Probeentnahme zu einem beliebigen Zeitpunkt die Zusammen-

setzung der dynamischen Bibliothek aufzuldsen und nachzuweisen.

2.3 Dynamische Schwefelchemie

Neben den zuvor in Kapitel 2.2.1 (Abb. 3) aufgefiihrten reversiblen Reaktionen sind vor
allem Schwefelverbindungen aufgrund ihrer Reaktivitat und der Vielfalt an mdéglichen
reversiblen Reaktionen von groBem Interesse und grundlegend fiir das hier vorgestell-
te Design eines dynamischen Systems. Die dynamische Schwefelchemie stellt eine
wichtige Unterkategorie der dynamischen kombinatorischen Chemie dar. Der groRe
Vorteil an Verbindungen, die Schwefelatome beinhalten, ist ihre Kompatibilitat und
Stabilitat gegeniliber anderen funktionellen Gruppen sowie vielen biologischen Syste-
men.*” Seit den Anfangen der dynamischen kombinatorischen Chemie Mitte der 90er
Jahre wurde die dynamische Schwefelchemie immer bedeutender fiir die Generierung
dynamischer Systeme unter milden biologischen Bedingungen.[‘”] Der Grund hierfir ist
neben dem Vorkommen des Schwefels in Proteinen und der Beteiligung an wichtigen
biochemischen Prozessen im Metabolismus die groRe Bandbreite an reversiblen Reak-
tionen, die Schwefel zur Ausbildung von dynamischen Systemen zur Verfligung stellt

(Abb. 5). Die Vielfalt der Reaktionen reicht von dem Thiol-Disulfid-Austausch, der
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Disulfidmetathese, dem Thiol-Thioester-Austausch, dem Thioacetal-Austausch bis hin
zu dem Hemithioacetal-Austausch und den konjugierten Additionsreaktionen.*?*4
Diese Reaktionen wurden bis zum heutigen Tage erfolgreich an unterschiedlichen Sys-

temen getestet und decken eine grofRe Bandbreite an Anwendungen ab 1!

Base
S.__R i id-
R1/SH + RyOS 2 R2/SH . RZ/S\S’R1 Disulfid-Austausch
Kat. . .
R1/S\S/R1 + RZ/S\S/RZ 2 RZ/S\S/R1 Disulfidmetathese
it i
Base
SH ,R .y . _
R7 + Ry S 3 R3/SH N Rz)ks’& Thiol-Thioester-Austausch
R1 R Rs sr Saure Ri sr Rs sr
R SR ' R S Z ., 2 Thioacetal-Austausch
2 4 Ry SR R4 SR
Saure
Ry 0 Base R
Y SH 1 OH L .
+  Rs Hemithioacetal-Bildung
R2 3 R2)<SR3
0 SR, Base

+ _SH Konjugierte Addition
R jug
R R, 1 R, R

Abb. 5: Darstellung der auf Schwefel basierenden, reversiblen Reaktionen, die bis heute untersucht

worden sind.

2.3.1 Thiol-Thioester-Austausch

Die Allgegenwartigkeit des Thiols in biologischen Systemen unterstreicht die Wichtig-
keit und Bedeutung dieser Spezies fiir den Ursprung allen Lebens. Es wird davon aus-
gegangen, dass diese Verbindungsklasse eine wichtige Rolle im friihen Metabolismus
als chemisches Energiereservoir gespielt hat.[*! Ein Beispiel fiir den synthetischen Nut-
zen des Thiol-Thioester-Austausches ist ihre Rolle in dem ersten Schritt der Native
Chemical Ligation (NCL).W] Bei der NCL wird ein Peptid aus einem kleineren Fragment
mit einem C-terminalen Thioester und einem weiteren Fragment mit einem N-
terminalen Cystein-Rest geknlpft und durch die darauffolgende S-N Acyl-UmLagerung

das natirliche Peptidriickgrat generiert. Dank des Thiol-Thioester-Austausches kdnnen
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auf diese Weise unterschiedliche Peptidfragmente effektiv ligiert werden. Als eine Re-
aktion, die reversibel in Wasser unter biologisch relevanten pH-Bedingungen ablaufen
kann, hat der Thiol-Thioester-Austausch auRerdem das groBe Potenzial unter Beteili-

gung von Bio-Oligomeren in selbstorganisierenden Prozessen eingesetzt zu werden.! "

51]

Der Thiol-Thioester-Austausch bezieht sich auf die Reaktion der Umesterung und weist
gute reversible Eigenschaften auf, die es zulassen, schnelle und ausreichend stabile
DCLs zu generieren. Im Kontrast zu der Standard-Umesterung, die meist unter sehr
harschen Bedingungen im organischen Medium ablduft, verlaufen die Reaktionen des
Schwefel-Analogons unter milden, leicht basischen Bedingungen in wassrigem Medi-
um. Dieser Reaktionstyp ist auch relativ kompatibel mit vielen Ublichen Target-
Proteinen, da auftretende Nebenreaktionen wesentlich langsamer verlaufen und somit
die Thioester DCLs mit einfachen Mitteln rapide zu groBeren Bibliotheken ausgeweitet
werden kénnen.®? Somit ist der Thiol-Thioester-Austausch gerade fir biologische Sys-
teme sehr gut geeignet und wurde bereits effizient und erfolgreich in vielen dynami-
schen Systemen integriert.[sa] Des Weiteren bietet dieser eine gute Alternative zu der
weitverbreiteten dynamischen Disulfidchemie, deren Umsetzung fir die
Oligonukleotid-Synthese an fester Phase wesentlich umstandlicher ist. Mechanistisch
beschreibt der Thiol-Thioester-Austausch eine basenkatalysierte Reaktion eines Thiol-
Nukleophils mit einem Thioester-Derivat.” Verlduft der reversible Austausch im wiss-
rigen Medium, ist die Hydrolyse des Thioesters eine storende Nebenreaktion, die un-
vermeidbar ist und eine Weiterreaktion des Thioesters verhindert (Abb. 6). Dabei ist
das Mal} des Thiol-Thioester-Austausches und der Hydrolyse von Reaktionsbedingun-
gen wie Temperatur, pH-Wert und dem pK,;-Wert des Thiols abhéngig.[49'54] Bei ange-
passten und gut gewadhlten Bedingungen kann die Thiol-Thioester-Austauschrate die
der Hydrolyse um mehrere GroRenordnungen Ubertreffen und dadurch kontrolliert

minimiert werden.
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