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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Seit einigen Jahren geht die chemische und pharmazeutische Forschung auf der Suche
nach neuen Wirkstoffen fir kommende Medikamente und Agrarchemikalien neue We-
ge. Diese eroffneten sich aus der Mdglichkeit heraus, eine Vielzahl unterschiedlicher
chemischer Substanzen durch kombinatorische Synthese flr die Wirkstoffsuche bereit-
zustellen. Einen umfassenden Uberblick tiber ,,kombinatorische Chemie* gibt G. Jung
1996 in seinem Buch. Aus dieser Syntheseart aber auch aus den zunehmenden Erfol-
gen der Naturstofforschung und -isolierung (Caporale 1995) erwuchsen Substanzbi-
bliotheken mit einigen Hunderttausend unterschiedlicher Strukturen, die alle auf eine

maogliche Wirkung tberpruft werden sollen.

Diese groRe Zahl an Analysen, die hier zu machen waéren, ziehen grofie Anforderungen
im Bereich der Logistik, Analytik und nattirlich der Datenaus- und bewertung nach
sich, dem sich der Forschungsbereich des Hochdurchsatzscreenings (HTS) verschrie-
ben hat. Unter Hochdurchsatz versteht man dabei ein Testaufkommen von etwa
100.000 Assays pro Monat und im sogenannten ultra-HTS oder uHTS, das sich seit
dem letzten Jahr immer mehr etabliert, rechnet man auch schon mit 100.000 Assays
pro Tag (Koltermann et al. 1998). Die bendtigte Analysemethode sollte dabei nattrlich
bestimmte Forderungen erfillen, von denen die wichtigsten die

o Stabilitat

« einfache Handhabung

» Automatisierbarkeit

 und Parallelisierbarkeit

darstellen. Grol3e Verbreitung haben in der HTS-Analyse optische Methoden, die meist
unter Zuhilfenahme einer Markierung wie z.B. Fluorophore oder Enzyme funktionie-

ren. Der Assay wird in der Regel in einer Standardmikrotiterplatte (MTP) durchge-
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fihrt. Diese bietet den Vorteil, in ihr nicht nur den Assay durchfiihren, sondern auch in
diesen Platten ohne Transfer der Probe den Assay auslesen zu kénnen. Die Anzahl der
Kavitaten dieser Platten geht von 96 (iber 384 bis hin zu 1536 und hoher und zeigt, daf3

nur mit Hilfe dieser Probentrager der geforderte Durchsatz zu erreichen ist.

1.1 Motivation der Arbeit

Vor dem Hintergrund des HTS lag die Motivation dieser Arbeit in der Entwicklung
und Durchfiihrung von Testformaten und Assays auf einem optischen MeRsystem zur
Erkennung biomolekularer Wechselwirkungen, die auch Bestand im HTS haben kon-
nen. Bei der optischen Methode handelte es sich um die reflektometrische Interferenz-
spektroskopie (RIfS), wobei der bendtigte Durchsatz fir ein HTS durch Parallelisie-
rung erreicht werden sollte. Um die besonderen Anforderungen, die in dieser Arbeit
bearbeitet wurden, zu verstehen, ist ein Uberblick tiber die Wirkweise der eingesetzten
Detektionsmethode oder dahnlicher Systeme sinnvoll. RIfS, aber auch andere Methoden
wie die Plasmonenresonanzspektroskopie (SPR), die Ellipsometrie, der Gitterkoppler
und der Prismenkoppler (resonant mirror), um nur die wichtigsten optischen Methoden
zu nennen, haben gemein, daB sie Verdnderungen an der Phasengrenze zwischen Probe
und Transducer detektieren. Die physikalische Grundlage ist dabei recht verschieden.
Wahrend bei der SPR die durch Brechungsindexanderung hervorgerufene Verschie-
bung der Resonanzenergie eines Oberflachenplasmons gemessen wird (Liedberg et al.
1983) sind es beim Prismenkoppler die Anderung der Kopplungsbedingungen eines
isolierten Schichtwellenleiters (Cush et al. 1993), beim Gitterkoppler die Verschiebung
des Kopplungswinkels des optischen Gitters (Nellen et al. 1988) und bei RIfS die An-
derung des Interferenzmusters einer diinnen Schicht (Gauglitz et al. 1993). Alle kon-
nen dazu benutzt werden, biomolekulare Wechselwirkungen zu detektieren, unter der
Voraussetzung, dal einer der Bindungspartner auf der Transduceroberflache immobili-
siert vorliegt. Die Attraktivitat dieser Methode liegt in der Mdoglichkeit, markierungs-
frei arbeiten und die Interaktion zeitaufgelOst verfolgen zu kénnen. Damit lassen sich
unterschiedliche GréRen dieser Wechselwirkung bestimmen, wie etwa kinetische oder

thermodynamische Konstanten (Haake et al. 2000). Aus diesen Griinden sind markie-
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rungsfreie Methoden auch auf ein grofies Spektrum unterschiedlicher biologischer Sy-
steme anwendbar und sind somit auch fir ein Screening nach neuen Wirkstoffen inter-
essant (Markgren et al. 1999).

Der Einsatz im HTS ist bislang keiner Methode gelungen, da es den kommerziell er-
héltlichen Systemen an notigem Durchsatz fehlt. Somit sind zwar in den kommerziel-
len Systemen zwei bis vier Mel3zellen zur parallelen Detektion vorhanden, doch stellt
dies keinen Durchsatz im Sinne des HTS dar, sondern dient lediglich der Referenzie-
rung bei hohen Matrixeffekten der Probe (Karlsson et al. 1995). Dem gegenuber wurde
ein paralleles RIfS-Detektionssystem auf Basis der 96er Standard-Mikrotiterplatte ent-
wickelt (Brecht et al. 1996, Rothmund et al. 1997, Rothmund 1999), das es erlaubt,

biomolekulare Wechselwirkungen simultan in 96 Proben zeitaufgel6st zu verfolgen.

1.2 Zielsetzung und Gliederung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es nun, anhand verschiedener Enzyme bzw. Rezeptoren, die als
Modelltargets fir ein HTS dienten, Testformate und Assays fir das parallelisierte RIfS-
Detektionsmodul zu schaffen und ihre Anwendbarkeit in einem geplanten HTS zu pri-
fen. Als Targets fungierte unter anderem die Protease Thrombin mit verschiedenen
kompetitiven Inhibitoren und das Ostrogen bindende Protein (EBP) mit einer Reihe
von Kompetitoren. Das Thrombin-System eignete sich in besonderer Weise zur Cha-
rakterisierung des Testformats ,,Bindungshemmtest”, das zundchst in einem Einkanal-
system entwickelt wurde und spéter auf ein paralleles System Ubertragen werden sollte.
In diesem Zusammenhang sollte auch die Frage erortert werden, in wieweit die Disso-
ziationsratenkonstante des Rezeptor-Ligand-Komplexes Auswirkung auf das Testre-
sultat hat. Aus diesem Grund wurde u.a. auch eine theoretische Abschatzung dieses

Einflusses vorgenommen.

Den theoretischen Berechnungen und der Uberpriifung im Einkanalgerat mit dem
Thrombin-Inhibitor-System folgte die Untersuchung eines &hnlichen Targets, die des
EBP. AnschlieBend wurden drei Generationen von parallelen RIfS-Detektionsmodulen
getestet, Protokolle zur Modifikation der Transducer entwickelt und Tests mit den Tar-

gets durchgefiihrt. Im Kapitel Grundlagen wird ein kurzer Abril} bestehender HTS-
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Methoden und der im HTS zur Zeit wichtigsten untersuchten Targets gegeben, die op-
tische Methode RIfS erklart und die Idee einer moglichen und spater auch durchge-
fihrten Parallelisierung aufgezeigt. Die Biochemische Grundlagen biomolekularer
Wechselwirkungen und eine Charakterisierung der untersuchten Targets werden eben-

falls kurz vorgestellt.
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2 Grundlagen

2.1 Analytische Methoden im HTS

2.1.1 Wirkstoffsuche in der pharmazeutischen Forschung

Die Fortschritte in der Erforschung der molekularen VVorgénge des Lebens haben auch
in der pharmazeutischen Wirkstoffsuche Veranderungen hervorgerufen. So ist es heute
vielfach moglich, einem bestimmten Krankheitsbild bzw. Leiden seine molekulare Ur-
sache zuzuordnen. Es liegt somit nahe, spezielle Wirkstoffe gegen bzw. fir diese
Zielmolekiile, auch Targets genannt, zu suchen. Solche Targets finden sich bei allen
Klassen von Biomolekiilen wie den Proteinen, Nukleinséduren oder den die Zellmem-
bran bildenden Lipiden. Doch wahrend der Wirkmechanismus der Substanzen bei Nu-
kleinsauren und Lipiden meist allgemeiner Natur ist, wie etwa der Interkalierung eines
Wirkstoffes in die DNA viral befallener oder tumordser Zellen, ist bei der grol3en
Klasse der Proteine meist eine ganz spezielle Struktur als Wirkstoff von Noéten. Dies
fihrt zu dem Problem, dal? jedes Protein in seiner molekularen Struktur aufgeklart und
ein passender Wirkstoff entworfen werden muf3. Die Priméarstruktur des Proteins, d.h.
die Abfolge der Aminosduren, ist in vielen Fallen durch die Gensequenzierung schon
erreicht, dennoch fehlt es oft an Daten tber die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur
des Proteins. Diesem Gebiet hat sich das Forschungsfeld der ,,Proteomics“ verschrie-
ben, das neben der Suche nach Targets, d.h. der molekularen Ursache einer Krankheit,

auch die Struktur des Targets aufzuklaren versucht (Loo et al. 1999).

Das pharmazeutische Screening beschreitet dagegen einen empirischen Weg. Hier gilt
es, Substanzen auf eine vorhandene Wirkung auf das untersuchte Target zu testen, oh-
ne besondere Kenntnis der molekularen Struktur des Targets bzw. der Wirkweise der

Substanz. Dies macht natdrlich nur Sinn, wenn die Anzahl der getesteten Substanzen
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hoch genug ist, um mit einiger Wahrscheinlichkeit einen geeigneten Wirkstoff bzw.
eine Leitstruktur fir einen Wirkstoff, auch ,,Lead* genannt, zu finden. Fir die ausrei-
chend hohe Anzahl an Substanzen sorgen zwei unterschiedliche Forschungsfelder, die
Isolierung von Naturstoffen (Quinn 1999) und die Synthese von Substanzen mit kom-
binatorischen Mitteln (Desai et al. 1994, Terrett et al. 1995). Diese Substanzen werden
in sogenannten Bibliotheken gesammelt und verwaltet und erreichen einen Bestand
zwischen 10 bis 300 Tausend Substanzen, die in den meisten Fallen (ber eine hohe
Diversitat verfigen und meist niedermolekulare Strukturen aufweisen (Parks et al.
1998). Eine solch hohe Anzahl an Tests missen natiirlich mit einem hohem Durchsatz
durchgefiihrt werden, dessen Realisierung sich das Forschungsfeld des High

Throughput Screenings widmet.

Der Durchsatz an Tests wird noch dadurch erhoht, dal? alle Substanzen auf eine immer
groRer werdende Anzahl verschiedenster Targets getestet werden miissen. Die grofRen
Fortschritte im ,,Human Genom Projekt” fiihren namlich standig zu immer neueren
Entdeckungen von mdglichen Targets, fur die im Moment zwar noch die genaue
Funktion und damit der Zusammenhang zwischen Target und Krankheit fehlt, die aber
fir die pharmazeutische Industrie sehr interessant sind. Zu den zur Zeit im HTS gete-
steten Targets z&hlen unter anderem Kinasen, Enzyme, die eine Phosphorylierung an
ihrem Substrat durchfuhren und wichtig fir die Signaltbertragung in der Zelle sind
(Hardcastle et al. 1999), Enzyme des Stoffwechsels wie beispielsweise Proteasen, die
eine wichtige Rolle im Infektionszyklus von Viren spielen (Zhang et al. 1999), oder
Rezeptoren, die membrangebunden bzw. zyto- oder nukleoplasmatisch vorliegen und
der Signallbertragung bzw. Genregulation dienen (Mellentin-Michelotti et al. 1999).
Fur alle diese unterschiedlichsten Targets werden im HTS Assays entwickelt, um neue
Leitstrukturen fir Wirkstoffe zu finden. Dies zieht aber auch die Entwicklung unter-
schiedlichster Analyseverfahren nach sich, um dieses Ziel zu erreichen. Ein kurzer

Uberblick der zur Zeit angewendeten Analyseverfahren ist in Kapitel 2.1.3 gegeben.
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2.1.2 Probentrager und Probenhandhabung

Der Hochdurchsatz im HTS ist nur durch Automation und Parallelisierung zu errei-
chen. Aus diesem Grund sind die Probentréager und die Probenhandhabung auf diese
Anspriiche abgestimmt. Als Probentrager hat sich vor allem die Mikrotiterplatte (MTP)
durchgesetzt, die mit einer unterschiedlichen Anzahl an Kavitaten von 96 (iber 384 bis
1536 in standardisierten Abmessungen erhéltlich ist. Die Probenvolumen reichen dabei
von 200-100 pL dber 50-10 pL bis hin zu 5-1 pL (Comley et al. 1999). Dartiber hinaus
gibt es MTP mit Zwischenmalen, wie etwa der 864er-Platte (Martens et al. 1999) oder
Probentrager mit sehr hoher Kavitatendichte wie z.B. die 3456-Platte der Firma Aurora
Biosciences Corp. oder die 8640 Kavitdten Platte der Firma Abbott Laboratories. Da-
mit bieten diese Assayplattformen zwar einen hohen Durchsatz, im Verbrauch von L6-
sungen sind sie aber immer noch uber einem Volumen 0,5-1 uL. Abhilfe werden hier
in ndchster Zukunft neue formatunabhangige Plattformen schaffen, wie etwa das Acu-
men-System der Firma ,,The Technology Partnership®, das einen Probentrdager in Form
einer schmalen strukturierten Kunststoffolie mit Probevolumen unter 1 uL verwendet,
oder Probentréger, die Kavitaten mit einem Fassungsvermdgen von wenigen Nanoli-

tern benutzen (Brecht et al. 1998).

Die Probenhandhabung ist natirlich in ihren Dimensionen den eingesetzten Probentré-
gern angepalit und automatisiert. Man kann hier zwischen Systemen unterscheiden, die
entweder eine ganze Platte simultan oder sequentiell eine Reihe der Kavitaten nach der
anderen befillen. Die mit diesen Geraten, die einen Kolbenhub ausnutzten, handhabba-
re Volumen reichen bis zu 0,5 pL (Stevens et al. 1998). Fir Systeme zur Handhabung
kleinerer Volumen haben sich sogenannte Mikrodosiersysteme, die mit Tintenstrahl-
drucktechnik arbeiten, durchgesetzt. Dabei sind drei verschiedene Aktoren in Anwen-
dung: Thermische (Lee et al. 1998), magnetische (Lemmo et al. 1997) und piezoelek-
trische (Nilsson et al. 1993, Schober et al. 1993, Fischer-Friholz 1997).

Der Einsatz dieser Probentrdger und der Probenhandhabung ist so in das HTS inte-
griert, daB schon in einem sehr frihen Stadium des HTS, dem Anfertigen von Stamm-
I6sungen der einzelnen Substanzen aus der Bibliothek heraus, diese Platten verwendet

werden (die sog. Mutterplatten). Es wurden bereits auch Techniken vorgestellt, die die
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Synthese der Bibliotheken in Platten erlauben (Hall 1998). Dies zeigt die Wichtigkeit
dieser Probenplatten und die Notwendigkeit, ein analytisches System im HTS auf die-

sen Standard abzustimmen.

2.1.3 Testformate im HTS

Aus der vorangegangenen Charakterisierung des HTS folgen fur einen im HTS
brauchbaren Assay ebenfalls bestimmte Voraussetzungen. Diese beziehen sich zum

einen auf das untersuchte Target und zum anderen auf die Detektionstechnik.

Aufgrund des untersuchten Targets a3t sich prinzipiell zwischen zwei Assays unter-
scheiden, die sich auch hinsichtlich ihres Informationsgehalts unterscheiden. Der erste
Assaytyp ist der Funktionsassay, bei dem eine Funktion in Abhéngigkeit der zu testen-
den Substanz untersucht wird. Dabei kann die Funktion sehr einfach ausfallen, wie
etwa die Aktivitat eines Enzyms bei der Umsetzung seines Substrates, oder sehr kom-
plex sein, wie etwa die durch die Substanz modulierte Genexpression in einer Zelle.
Besitz das Target eine katalytische Eigenschaft, ist es sinnvoll, diese fiir einen Assay
im HTS auch zu nutzen, vor allem dann, wenn es gerade diejenige Eigenschaft ist, die
durch den Wirkstoff spéter reguliert werden soll. Als Beispiele kdnnen hier die schon
oben erwéhnten Kinasen oder Proteasen genannt werden. Bei den auf der Untersu-
chung von Zellen bzw. Zellkulturen basierenden Assays handelt es sich meist um eine
durch die zu testende Substanz beeinflulbare physiologische Eigenschaft, wie etwa der
Lebensfahigkeit bei Toxizitat (Sandman et al. 1999) oder der Wachstumsfahigkeit von
Tumorzellen (Appel et al. 1999). In der Regel werden tierische Zelle flr diese Unter-
suchungen entsprechend genetisch veréndert, um einen meRbaren Effekt auf den Ein-
fluB der Substanz zu zeigen (Fussenegger et al. 1999). Besonders haufig werden dabei
sogenannte Reportergene in die Zelle eingefiihrt, die an die Stelle des eigentlichen
Targetgens treten, aber unter der natiirlichen genetische Kontrolle stehen (Sharif et al.
1999). Handelt es sich bei dem nun expremierten Gen um ein Enzym wie etwa die Lu-
ciferase, die eine Chemiluminez-Reaktion katalysiert, kann der Effekt der Substanz

sehr leicht optisch detektiert werden (Lawler et al. 1999).
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Im Gegensatz zum funktionalen Assay richtet sich der Bindungs- bzw. Affinitatsassay
lediglich nach der Frage nach einer meRbaren Wechselwirkung zwischen Substanz und
Target. Es lai3t sich mit diesem Test zwar keine Funktion beobachten, dafir ist der As-
say weniger komplex. Z.B ist eine genaue Optimierung des pH und der Temperatur
nicht immer von Noten. Es besteht sogar die Mdglichkeit, mehr Informationen aus dem
Bindungstest zu erhalten als aus einem Funktionsassay, wenn der Assay kompetitiv
durchgefiihrt wird. Dies bedeutet, dal die Bindung der getesteten Substanz durch die
Verdrangung eines Referenzliganden, in der Regel der natlrliche Bindungspartner,
detektiert wird. Damit lassen sich Aussagen Uber den Ort der Bindung der Substanz
machen, die bei der EinfluBnahme einer Substanz auf eine enzymatische Reaktion
nicht gemacht werden kann. Eine Voraussetzung fur einen Bindungsassay ist ein freier
Zugang zu den Targets, die meist in aufbereiteter Form, wie etwa chromatographisch
gereinigt oder aus einer Membran durch Detergenzien heraus solobilisiert, vorliegen
sollten. Dies hat in vielen Fallen aber einen Verlust an Aktivitat zur Folge, so daB zur
Zeit versucht wird, hohere Ausgangskonzentrationen durch eine Uberexpression des
Targets in Bakterien, z.B. Echerichia coli (Apeler et al. 1997), oder in tierischen Zel-

len mit Hilfe des Baculovirussystems (Flotow et al. 1996) zu erreichen.

Der geforderte Hochdurchsatz und die Parallelisierung der Tests mittels Mikrotiter-
platten spielt fur die verwendete MeRtechnik ebenfalls eine entscheidende Rolle. Ne-
ben der Nachfrage nach einer einfachen und stabilen Methode sollte die Detektion
schnell und auf Mikrotiterplatten anwendbar sein. Eine einfache und dazu empfindli-
che Methode ist z.B. die Detektion einer radioaktiven Markierung. Es gibt hierzu eine
Vielzahl radioaktiver Tests, mit deren Hilfe zwischen gebunden und nicht gebunden
unterschieden werden kann. In einigen Féllen kann dies durch Filtern geschehen (War-
rior et al. 1999) oder, wie beim Radioimmunoassay tblich, durch spezifische Bindung
an der Kavitatenwand der Mikrotiterplatte Uber spezifische Antikérper und dem darauf
folgenden Wegspiilen der ungebundenen Substanzen (Nakayama et al. 1999). Beide
Mdglichkeiten haben gemein, dal Waschschritte eingefuigt werden missen, um die
nicht gebundenen Molekiile zu entfernen. Dies bedeutet aber einen im HTS nicht zu

vernachlassigenden Zeitverlust. Assays, die in der Lage sind, in homogener Lésung
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zwischen den beiden Zustédnden gebunden und nicht gebunden zu unterscheiden, sind
in diesem Punkt im Vorteil. Ein radioaktiver Assay dieses Typs ist der Scintillation
Proximity Assay (SPA), der optisch detektiert werden kann (McDonald et al. 1999).

Optische Methoden sind im HTS besonders verbreitet, zumal sie gut auf die Dimen-
sionen der Probentréger durch abbildende oder scannende Systeme abzustimmen sind.
Im Bereich der in homogener Losung stattfindenden Assays findet man vor allem fluo-
reszenzbasierte Tests, die sich die Fluoreszenzpolarisationsspektroskopie (Seethala et
al. 1999, Lynch et al. 1997), die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (Brock et al.
1999) oder den Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (Grahn et al. 1999) zu Nutze

machen.

Untersuchungen biomolekularer Wechselwirkungen mit markierungsfreien Methoden
finden, wie in Kapitel 1.1 schon besprochen, an der heterogenen Phasengrenze Pro-
be/Transducer statt. Aus diesem Grund lassen sich Testformate, die schon von hetero-
genen Assays in Mikrotiterplatten bekannt sind, hier anwenden. Die Mdglichkeit, eine
Bindungsreaktion zeitaufgelost zu verfolgen, erlaubt aber, dal im Gegensatz zu typi-
schen Tests in der MTP nicht die Einstellung des Bindungsgleichgewichtes erfolgen
muli}, sondern schon durch die zeitliche Signaldnderung auf eine Konzentration ge-
schlossen werden kann (Edwards 1999). Fir ein Screening mit Hilfe markierungsfreier
Methoden ist es wichtig, zwischen den Zustanden gebunden und ungebunden unter-
scheiden zu kénnen. Zwei Moglichkeiten bieten sich dabei an, zum einen die direkte
Detektion der Bindung an die Oberflache und zum anderen die Detektion der Hem-
mung dieser Bindung durch Einsatz der zu testenden Substanz. Ein solcher indirekter
Assay, auch Bindungshemmtest genannt, beruht dann auf der Detektion einer Signal-
abnahme durch die Testsubstanz. Das hat den Vorteil, dal} der Assay so weit optimiert
werden kann, daB in der Kontrolle ein ausreichend hohes Ausgangssignal vorhanden
ist. Ein Schema eines Bindungshemmtests ist in Abb. 2.1 gezeigt. Das Target und die
zu testende Substanz werden bis zum Erreichen des Bindungsgleichgewichtes inku-
biert und die Probe auf den Transducer gegeben. Freies Target bindet an die Referenz-

substanz, die auf dem Transducer immobilisiert wurde. Die Linearitat zwischen dem an
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der Oberflache gebundenen Target und der Konzentration an freiem Target in der Pro-

be ist dabei durch die Abh&ngigkeit vom Massentransport gegeben (Piehler 1997D).

P
9dé
Q- e
RG>
©  *

Bindung von freiem /\;\
Target an am Trans- R
ducer immobilisiertem
Referenzliganden

voreingestelltes Gleich-
gewicht: Target/
zu testende Substanz

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Bindungshemmtest bei Einsatz einer markie-

rungsfreien Methode.

Die Konzentration an freiem Target bzw. Rezeptor l&it sich nach dem Massenwir-

kungsgesetz berechnen:

= Lo - Cos (Gl. 2.1)
CRCS (CRO _CR—S )(Cso _CR—S)

wobei K der Affinitatskonstanten, Cg,Cs und Cs.r der Konzentration an Rezeptor, Sub-
stanz und Rezeptor-Substanz-Komplex im Gleichgewicht und Cgq bzw. Csq den jewei-
ligen Ausgangskonzentrationen der Bindungspartner entspricht. Aus Gl. 2.1 ergibt sich

dann fur die Konzentration an freiem Target im Gleichgewicht:

1
Cro *Cso e ﬁsrzo +Cso *

. He e, (Gl.2.2)

Cq=Cg —

Mit Hilfe dieser Gleichung lait sich nun die Affinitatskonstante bestimmen, wenn

mittels Bindungshemmtest Cr fur unterschiedliche Cgy bestimmt wird, also eine sog.
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Affinitatstitration durchgefiihrt wird. Eine solche Affinitatstitration ist in Abb. 2.2 fir

berechnete Daten gezeigt.

/L

10F s lll.........AAAAAA
(] ° A
0.8 . [ A
£ 0.6 " * 4
Q
$)
0.4r ) A
n K=108[L mol?]
0.2F . A
e K=10°[L mol] . .
0.0[ 4 K=10[L mol-] "tagan’tecee’tanaa

AHMWWWWWWWL
0 105 10+ 10® 102 10t 100 10t 102 10°8 10* 10°
Substanzkonzentration [uM]

Abb. 2.2: Verhaltnis von freiem Rezeptor Cr im Gleichgewicht zu eingesetztem Rezep-
tor Cgro bei einer Affinitatstitration mittels Bindungshemmtest. Die Titrations-
kurven wurden fur unterschiedliche Affinitatskonstanten nach Gl. 2.2 berech-

net. Die Rezeptorkonzentration Cgq betrug jeweils 1/K.

In halblogarithmischer Darstellung nehmen die Kurven einen fir Titrationen typischen
sigmoiden Verlauf an. Sie verlaufen symmetrisch um den Testmittelpunkt, wenn fir
die Rezeptorkonzentration gilt, dall sie dem Kehrwert der Affinitdtskonstanten ent-
spricht. Damit erreicht man den hdchsten Informationsgehalt aus diesen Titrationskur-
ven (Piehler 1997b). Fur hochaffine Systeme stellt dies aber auch hohe Anspriiche an

die Nachweisempfindlichkeit des detektierenden Systems.

2.2 Grundlagen der reflektometrischen Interferenzspektroskopie und
deren Parallelisierung
2.2.1 Reflexion und Transmission des Lichtes

Licht breitet sich in homogenen Medien geradlinig aus und wird aus seiner Bahn ab-

gelenkt, wenn es auf Inhomogenitéten trifft. Dies ist an Grenzflachen wie z.B. an der
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zwischen Luft und Festkorpern bzw. Flissigkeiten der Fall, wenn sich die Brechungs-
indizes der Materialien unterscheiden. Die dabei moglicherweise auftretende Trans-
mission und Reflexion findet unter folgenden Bedingungen statt:

« der Einfallswinkel ist gleich dem Ausfallswinkel

« der einfallende, der transmittierte und der reflektierte Strahl liegen in einer Ebene

» das Brechungsgesetz nach Snellius gilt: n,sin®,; =n, sin &,

Eine schematische Darstellung der Mehrfachreflexion von Licht an einer diinnen
Schicht ist in Abb. 2.3 gezeigt: Der einfallende Strahl (0) wird zum einen unter dem
gleichen Winkel reflektiert (1), und zum anderen beim Eindringen in das Medium ge-
brochen (2). In dem hier gezeigten Fall ist der Brechungsindex des ersten Mediums
kleiner als der des zweiten, ng<n;, und damit ist der Austrittswinkel ebenfalls kleiner
als der Einfallswinkel, @< @,. Der gebrochene Strahl (2) wird an der nachsten Pha-
sengrenze wiederum reflektiert (3) bzw. gebrochen (4). Dies hat zur Folge, dal3 Strahl
(3) an der Grenze des zweiten und ersten Mediums n,/ng reflektiert (5) bzw. gebrochen
(6) wird.

© Q /6
(0]0)]
nO
o1 N@ /\®
@3 @) M
@ ® N

Abb. 2.3: Mehrfachreflexion an einer planparallelen Schicht

Ein besonderes Verhalten zeigt sich dabei, wenn Licht auf planparallele Schichten

fallt, deren Dicke im Bereich der Koharenzlange liegt. Denn wéhrend sich bei inkoha-
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rentem Licht die Gesamtintensitat der reflektierten Teilstrahlen aus der Summe der
Intensitaten der Teilstrahlen ergibt, treten bei kohérenten Lichtstrahlen Interferenzef-
fekte auf, die dazu flhren, daB sich je nach Schichtdicke die Amplituden der Einzel-

strahlen verstarken oder abschwéchen. Da fiir die mef3bare Intensitat der Strahlung gilt:

| :%Eg (Gl. 2.3)

wobei E, der Amplitude des elektrischen Feldes, & der Dielektrizitatskonstanten und c
der Lichtgeschwindigkeit entsprechen, ergibt sich die Gesamtintensitat nach Gl. 2.3

aus dem Amplitudenquadrat des resultierenden Strahls.

Fur das in Abb. 2.3 gezeigte Schema mdissen bei geringen Reflektivitdten nur der di-
rekt reflektierte Teilstrahl (1) und der an der zweiten Phasengrenze reflektierte Strahl
(3), der die erste Phasengrenze als (6) durchdringt, berlcksichtigt werden. Mit den
Fresnelkoeffizienten r, flr Reflexion an der Grenzflache ny/n; und r, fiir die Reflexion
an der Grenzflache n./n, ergibt sich unter Bericksichtigung der Phasenverschiebung o

der Gesamtreflexionskoeffizient R:

-2i3
_n+ne

. Gl.24
1+rr,e™? ( )

wobei fir kleine Reflexionskoeffizienten der zweite Summand im Nenner vernachlas-

sigt werden kann.

2.2.2 Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS)

Die reflektometrische Interferenzspektroskopie RIfS (Gauglitz et al. 1993) eignet sich
fir die Bestimmung der Dicke diinner transparenter Schichten, d.h. Schichten mit einer
Dicke im Bereich der Wellenldnge des sichtbaren Lichtes. In der Regel wird daflr mit
senkrecht einfallendem Licht, das nur gering reflektiert wird, gemessen. Fir eine
Schicht der Dicke d; und des Brechungsindex n, ergibt sich, falls an der Grenzflache
keine Phasenspriinge auftreten, fir die Phasenverschiebung daus Gl. 2.4:

_2mn dy.
A

5 (G, 2.5)
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da der Lichtweg der zweifachen optischen Schichtdicke n;d; entspricht. Dem entspre-
chend erhalt man fir die reflektierte Intensitat Ig bei Interferenz der reflektierten Teil-

strahlen (3) und (6) mit den Intensitaten I, und I,

[Arrn, d, O

Loy = Iy +1, +2,/I,1, os (Gl. 2.6)

woraus folgt, dal? die Intensitét des reflektierten Lichtes von der Wellenldnge abhangt.

Dies ist in Abb. 2.4 schematisch gezeigt.

Intensitat

1 N L 1 L L 1
300 450 600 750 900

Wellenlange [nm]
Abb. 2.4: Reflexionsinterferenzspektrum fiir zwei verschiedene Schichtdicken, berech-

net nach GlI. 2.6. Die Intensitaten I, und I, wurden willkirlich gewahlt.
Weiter 1aRt sich aus GI. 2.6 das Vorhandensein eines Maximums bzw. Minimums be-

rechnen, da fiir die Ordnung eines Maximums gilt:

%:mw m, =123,. (Gl 2.7)

wéhrend fur die Ordnung des Minimums folgendes gilt:

——=m My, =

N | w

5
e (Gl. 2.8)

N | -

Somit tritt ein Maximum dann auf, wenn die Wellenldnge ein ganzzahliges Vielfaches
der doppelten optischen Schichtdicke ist, was bei senkrechtem Einfall der optischen
Weglange entspricht, und ein Minimum flr die Wellenlange, die der Hélfe eines Viel-

faches der doppelten optischen Schichtdicke entspricht. Zur Bestimmung der optischen
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Schichtdicke mit Hilfe der reflektometrischen Interferenzspektroskopie muf3 aus dem
gemessenen Reflexionspektrum die Ordnung eines Extremums my., bzw. my;, bekannt
sein. Diese kann aus der Lage zweier Extrema bestimmt werden und man erhalt aus
Gl. 2.7 und GI. 2.8 die Ordnung m; eines Extremums nach:

_ A, IAm
m =

T (Gl. 2.9)

wobei A, und A, die Wellenlangen, an denen die Extrema auftreten, und Am die Diffe-

renz der Ordnungszahlen m; und m; sind. Die Schichtdicke kann also nur dann be-

stimmt werden, wenn mindestens 2 Extrema aufgenommen werden.

Zur Bestimmung der Anderung der optischen Schichtdicke geniigt dagegen die Be-
stimmung eines Extrempunktes und der lateralen Verschiebung dieses Punktes. Eine
solche Anderung der optischen Schichtdicke kann dabei durch die Quellung einer Po-
lymerschicht, deren Dicke sich im Bereich einiger 100 nm befindet, geschehen (Kraus
1993) oder durch Bindungsvorgénge von Proteinen an entsprechend modifizierten
Oberflachen. Hierzu ist es aber notwendig, eine optisch durchléssige Schicht in der
Dicke der Wellenlange von WeiBlicht vorzugeben, da die Dimensionen einer Schicht
aus Proteinen nur 10-50 nm aufweisen und somit mit WeiRllicht nicht direkt detektiert
werden konnten (Brecht et al. 1994). Eine SiO,-Schicht von 300-600 nm mit einer zu-
sétzlich reflexionsverstarkenden Schicht aus 10-20 nm TaOs haben hier gute Resultate
erbracht, zumal die Brechungsindizes des SiO, und der Proteinlésung sich nur wenig

unterscheiden und eine Vielfachinterferenz damit ausgeschlossen wird.

o] %748

X228 nyd,

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Bindung eines Rezeptors an eine modifizierte
SiO,-Schicht der optischen Schichtdicke n;d;. Durch die Bindung verandert

sich die optische Schichtdicke nach n,d,.
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Abb. 2.5 gibt schematisch diesen Bindungsvorgang und die damit verbundene Erho-
hung der Schichtdicke wieder. Diese Erhéhung 1aBt sich anhand des Interferenzspek-
trums durch Bestimmung der Lage des im Spektrum befindlichen Extrempunktes fest-
stellen und bestimmen (Abb. 2.4).

2.2.3 Parallelisierung von RIfS

Ein fur das HTS ausreichender Durchsatz kann zum gegenwaértigen Zeitpunkt nur
durch Parallelisierung der Detektion erreicht werden. Damit mul} auch eine optische
Methode zur direkten Bestimmung von Bindungsvorgédngen wie RIfS parallelisiert
werden, um attraktiv fir das HTS zu sein. Es gibt eine Reihe unterschiedlicher Ldsun-
gen, die eine parallele Detektion ermdglichen. Die Mdglichkeit, das mit Hilfe eines
Diodenzeilenspektrometers und eines gegabelten Lichtleiters aufgebauten Einzelkanal-
system (Schmitt et al. 1997) auf 96 Kandle zu vervielféltigen, ist aber nur wenig sinn-
voll und endet spéatestens bei einer Erhéhung der Probendichte auf 384 oder gar 1536

Kanéle.

Vielmehr verspricht der Einsatz bilderfassender Systeme wie z.B. der eines CCD-
Chips ein formatunabhangiges Detektionssystem, bei dem der Wechselwirkungsort auf
der Transduceroberflache einem spezifischen Ort auf dem CCD-Chip zugeordnet wer-
den kann. Damit waren Erhohungen auf 384, 1536 und mehr Kandle bzw. Kavitaten
auf der Probenplatte moglich und nur beschrénkt durch die Zahl der Bildpunkte (Pixel)
des Chip und dem Auflésungsvermogen des optisch abbildenden Systems. RIfS bent-
tigt zur Bestimmung einer Schichtdickendnderung ein wenn auch nur aus wenigen
Wellenlangen bestehendes Spektrum. Hier besteht die Moglichkeit, dieses Spektrum
sequentiell und nicht, wie im Einzelkanalsystem ublich, simultan aufzuzeichnen, wobei
das dazu notwendige monochromatische Licht einer bestimmten Wellenldange durch
ein einstellbares Filter zu erreichen ware. Abb. 2.6 zeigt eine schematische Darstellung
eines maoglichen parallelen RIfS-Detektionssystems unter Zuhilfenahme einer CCD-
Kamera und eines einstellbaren Filters zur sequentiellen Abtastung des Transducers.
Monochromatisches Licht leuchtet dabei den Transducer von der Unterseite aus, und

das Intensitatsmuster des reflektierten Lichts wird von der Kamera erfa3t. Nachdem
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bei allen gewahlten Wellenldngen dies geschehen ist, kann fir jede Probenposition auf
dem Transducer durch Zuordnung der entsprechenden Stelle auf dem CCD-Chip ein
Interferenzspektrum erzeugt, und die Schichtdicke bzw. deren Anderung ermittelt wer-

den.

=—— Optischer
Transducer

kavitaten

Proben- —/‘l'_l ﬂ ” ” ” ”l_l )

einstellbares
Filter

CCD : Abbildungs-
Kamera ' system

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Aufbaus eines parallelisierten RIfS-

Detektionssystems unter Zuhilfenahme eines bilderfassenden Systems.

In Abb. 2.6 fallt auf, dal3 der Einfall des Lichts nicht wie Ublich senkrecht sondern in
einem Winkel von 30°-50° geschieht. Da die Lage des im Interferenzspektrum liegen-
den Extrempunktes winkelabhangig ist, fihrt dies zu einer Verbreiterung des Spek-
trums im Vergleich zum senkrechten Einfall und damit zu einer Abnahme des Signal-
hubs, d.h. die gemessene Anderung der Schichtdicke durch Bindung eines Rezeptors
unter gleichen Bedingungen féllt bei schragem Lichteinfall kleiner aus als bei senk-
rechtem (Rothmund 1999). Dieser Verlust an Signalhub geht mit einer Verschlechte-
rung der Signal/Rausch-Verhéltnisses einher. Ein Vorteil dieses optischen Aufbaus
liegt aber darin, dal? Stérungen durch Reflexion von Licht am Meniskus der Probe in
der Kavitét durch den schrégen Lichteinfall keinen so grofRen Einfluf} haben als es bei

senkrechter Ausleuchtung der Fall ist.

2.3 Biochemische Grundlagen der untersuchten Biomolekiile

Die molekulare Grundlage des Lebens ist ein dynamisches System, in dem Biomole-
kile stdndig in Kontakt treten. Dies gilt sowohl fir Signallibertragungsprozesse als

auch fir enzymatische Reaktionen und viele andere Prozesse. Aus diesem Grund sind
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Enzyme und Rezeptoren in der Lage, ihr Substrat bzw. ihren Liganden an speziellen
Regionen ihres Molekils, der Bindungsstelle oder Bindungstasche, zu binden. Diese
Bindung ist in den meisten Fallen sehr selektiv und reversible, verbunden mit einer
meist hohen Gleichgewichtskonstanten. Verantwortlich fir diese Reversibilitat sind
eine Reihe verschiedener nicht-kovalenter Bindungstypen, die einzeln nur sehr
schwach sind, in ihrer Vielzahl aber durch ihren kumulativen Beitrag zu sehr festen
Bindungen fiihren koénnen. Eine Ubersicht tber diese Bindungstypen ist in Tab. 2.1

gegeben.

Tab. 2.1: Nicht-kovalente Bindungstypen, die biomolekulare Wechselwirkungen er-
moglichen, und ihre ungefahre Bindungsenergie in walrigen Medien (nach
Alberts et al. 1990)

Bindungstyp Abstandsabhangigkeit| Energie [kJ mol™]

Elektrostatische Wechselwirkung gela- r2 12,5

dener Gruppen

10

Van-der-Waals Kréfte I 0,4
Wasserstoffbriickenbindung re 4
Hydrophobe Wechselwirkung keine diskrete Ab- -
héngigkeit

Die hochste Energie ist bei der elektrostatischen Bindung zu finden und beruht auf der
Anziehung zweier entgegengesetzt geladener Molekile. Die Entfernung bei optimaler
elektrostatischer Anziehung betrégt ca. 0,28 nm (Stryer 1990). Wasserstoffbriickenbin-
dungen konnen dagegen sowohl bei geladenen als auch bei ungeladenen Molekilen
entstehen. Die Bindung beruht darauf, daB sich zwei Atome ein Wasserstoffatom ,.tei-
len*, wobei das Atom, das dieses Wasserstoffatom tragt, Wasserstoffdonor und das
andere Wasserstoffakzeptor genannt wird. Der Akzeptor verfiigt dabei iber eine parti-
elle negative Ladung, die das Wasserstoffatom anzieht. Als Donoren, aber auch als
Akzeptoren, konnen Sauerstoff- oder Stickstoffatome auftreten. Die Lange einer Was-
serstoffbriicke kann zwischen 0,27 und 0,31 nm betragen. Sie tritt aber nur auf, wenn

Donor und Akzeptor in einer passenden raumlichen Orientierung zueinander stehen.
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Van-der-Waals-Bindungen stellen dagegen eine unspezifische Anziehungskraft dar,
die auftritt, wenn sich Atome auf eine bestimmte Kontaktdistanz n&hern, die zwischen
0,3 und 0,4 nm liegt. Unterhalb dieser Distanz kommt es zu einer AbstoRung. Die ein-
zelne ,,Bindung® ist sehr schwach, eine effektive Bindung findet daher nur statt, wenn
viele solcher ,,Bindungen® gleichzeitig entstehen. Dies ist der Fall, wenn zwischen Re-
zeptor und Ligand eine sterische Komplementaritat besteht. Somit kann diese sonst so
unspezifische Bindung in der Vielzahl sehr spezifisch sein und stellt damit neben den
Wasserstoffbriickenbindungen die wichtigste Grundlage der Spezifitat einer Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkung dar. Hydrophobe Wechselwirkungen haben ihre Ursache in
einem Entropiegewinn durch Verlust der Orientierung der Wassermolekule, die aus der

Bindungstasche verdrangt werden.

Ein weiterer Aspekt der biomolekularen Wechselwirkung ist eine aktive Konformati-
onsénderung, die durch die Bindung des Liganden induziert wird und damit die Affi-
nitat erhoht. Eine solche Konformationséanderung wird als induced fit bezeichnet und
ist bei einer Reihe von Enzymen, wie etwa der Hexokinase (Arteca 1996), aber auch
bei Antikodrpern bekannt (Betts et al. 1999). Die Aufgabe dieser Konformationsande-
rung bei Enzymen ist es, einen noch engeren Kontakt der an der Katalyse beteiligten
Reste und eine Verdrdngung des Wassers zu ermdglichen. Bei Rezeptoren ist die Kon-
formationsdnderung, die erst durch die Bindung des Liganden ausgeldst wird, eine
Moglichkeit, das durch die Ligandenbindung empfangene Signal an eine andere Stelle

des Molekuls weiterzuleiten.

Die Reversibilitat der biomolekularen Wechselwirkung driickt sich ebenfalls in ihrer
Eigenschaft zur Dissoziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes aus. Da die Bindungen
auf polaren und unpolaren Interaktionen beruhen, kann man sich dieses Verhalten zu
Nutze machen, um die Dissoziation des Komplexes zu beschleunigen. Dazu eignen
sich alle Reagenzien, die in der Lagen sind, die Dielektrizitatskonstante D des umge-
benden Mediums zu &ndern (in Wasser ist D=80). Hier kdnnen sowohl organische L6-
sungsmittel als auch Lésungen mit hoher oder niedriger lonenstarke verwendet wer-
den. Chaotrope Reagenzien kdnnen ebenfalls zur Dissoziation von Komplexen heran-

gezogen werden. Ihre Wirkung erzielen sie durch die EinfluBnahme auf die Hydratisie-
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rung der Proteine und zerstéren damit die Struktur. Gerade beim Einsatz von Sensoren,
die mehrmals eingesetzt werden sollen, ist ein Lsen des Komplexes fir eine vollstan-
dige Regeneration sehr wichtig. Im Bereich markierungsfreier Methoden zur Untersu-
chung biomolekularer Wechselwirkungen werden eine Vielzahl verschiedener Rea-
genzien zur Regeneration aber auch Gemische dieser Reagenzien verwendet (Anders-
son et al. 1999).

2.3.1 Thrombin

Das erste, der in dieser Arbeit untersuchten ,, Targets“, war die Serinprotease Throm-
bin, ein 34 kDa (beim Rind 40 kDa) grof3es Protein, bestehend aus zwei Untereinheiten
(Abb. 2.7a), das die Spaltung von Fibrinogen in das aktive Fibrin katalysiert und damit
den letzten Schritt in der Blutgerinnungskaskade darstellt. Das auch als Faktor Il der
Blutgerinnung bekannte Enzym spaltet dabei spezifisch Arginin-Glycin-Bindungen. Es
liegt im Blut an Membranen assoziiert als Zymogen, also in einer inaktiven Form vor.
Diese auch als Prothrombin bekannte Vorstufe ist 66 kDa schwer und wird durch zwei
proteolytische Spaltungen aktiviert. Dabei wird zum einen ein 32 kDa Fragment frei,
und zum anderen entstehen zwei Untereinheiten, die ber eine Disulfidbriicke verbun-

den bleiben.
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Leitstruktur:
Thrombstop HNZ"NH,

a-Untereinheit

Abb. 2.7: a) Kalottenmodell von Thrombin und einem Inhibitor (Quelle Tulinsky A.
und KrishnanR. 1996 PDB-Datenbank), b) Struktur eines Thrombininhibitors,

der als Leitstruktur fiir die untersuchten Inhibitoren diente

Der natirliche Inhibitor Antithrombin 111, ein Plasmaprotein, bindet das Enzym irre-
versible und dient durch die damit verbundene Inaktivierung der genauen Regulation
des Gerinnungsprozesses. Es wird in die Klasse der Serpine (Serinprotease-
Inhibitoren) gestellt und zeigt eine hohere Affinitat zu Thrombin im Beisein des Poly-
saccharids Heparin, das damit die Wirkung eines Antikoagulans aufweist (Stryer
1990).

Eine genaue Regulation der Blutgerinnung ist besonders wichtig und entscheidet oft
zwischen Blutung und Thrombose. Die entscheidende Rolle des Thrombin in der Blut-
gerinnung ist damit auch der Grund, weshalb es als Target fir die Wirkstoffsuche von
groRer Bedeutung ist. Hinzu kommt, dal3 in letzter Zeit entdeckt wurde, daB es auch

andere Aufgaben wie eine EinfluRnahme auf die Zellregulation zeigt (Coughlin 1999).

Abb. 2.7b zeigt die Struktur eines im Gegensatz zum Antithrombin 111 niedermolekula-
ren Inhibitors, das Thrombstop, das als Leitstruktur fur die in dieser Arbeit untersuch-
ten Inhibitoren fungierte (Klingler et al. 1996). Der graumarkierte Teil des Molekiils

ubernimmt dabei die Bindung in der Bindungstasche. Der aromatische Rest tibernimmt
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dabei den Part, den der Guanidinrest des sonst im Substrat enthaltenen Arginins ein-

nimmt.

2.3.2 Ostrogen bindende Protein (EBP) aus Candida albicans

Das zellulare ca. 46 kDa groRe Ostrogen bindende Protein (EBP) aus Candida albicans
ist dafiir bekannt, daB es eine hohe Affinitat zu 17(3-Estradiol zeigt. Wie auch das ho-
mologe Protein zu EBP, dem ,,0ld yellow Enzyme* aus Saccharomyces cerevisiae
(Brown et al. 1998), ist es in der Lage, andere Substanzen mit phenolischer Struktur,
die a- und B-ungeséttigte Keto und Aldehydgruppen enthalten, zu binden (Buckman et
al. 1998). Zusétzlich enthélt das EBP eine NADPH-Oxidoreduktase-Aktivitét, die
Elektronen von NADPH auf a- und [-ungesattigte Keto und Aldehydgruppen
ubertragt (Buckman et al. 1997). Diese Redoxredaktion wird durch die Bindung von
17(-Estradiol mit einem K; von 10+2 nM inhibiert. Es zeigte sich auch, dal EBP nur

im oxidierten Zustand 173-Estradiol zu binden vermag.

C. albicans ist einer der wichtigsten Vertreter virulenter Pilze bzw. Hefen und ist
hauptséchlich an Candidosen und bei der Sor-Bildung beteiligt (Dagnelie et al. 1993).
Es ist schon langer bekannt, dal die Umwandlung von C. albicans von der Hefe-Form
zur myzelartigen Form mit dem Eintreten seiner Virulenz zusammenhangt. Dabei wur-
de beobachtet, daR Hormone, wie etwa dem Estradiol, diese Umwandlung einleiten
(Brasch 1997, White et al. 1997). Durch die Entdeckung des EBP in C. albicans glaubt
man nun, die molekulare Ursache fir die Umwandlung der Hefe von einer nicht viru-
lenten zu einer virulenten Form und dem notwendigen Vorhandensein tierischer Hor-
mone gefunden zu haben. Aus diesem Grund ist das EBP in den Blickfeld einer mogli-
chen Therapie von Candidosen gerlickt, wenn es gelingt, die hormonell gesteuerte
Umwandlung, in die wohl auch die Redox-Aktivitat des EBP eingreift, durch entspre-

chende Kompetitoren am EBP zu unterbinden.

Das in dieser Arbeit untersuchte EBP lag als ein gentechnisch erzeugtes ca. 72 kDa
grolRes Fusionsprotein vor, das am N-terminalen Ende aus einer Glutathion-S-
Transferase (GST) bestand. Die Technik der Fusionsproteine wird hdufig angewendet,

wenn eine spezifische Aufreinigung durch Affinitatschromatographie des expremierten



24 2.3 Biochemische Grundlagen der untersuchten Biomolekiile

Proteins von Noten ist. Dabei wird die Affinitat der Glutathion-S-Transferase (GST)
zu Glutathion, einem Tripeptid aus y-Glu-Cys-Glu, fir die Affinitatschromatographie

genutzt (Panayotova-Heiermann et al. 1999).

2.3.3 DNA und DNA-Interkalatoren

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist der Grundbestandteil der genetischen Informa-
tion in der Zelle. Sie besteht aus zwei langen, unverzweigten komplementaren Stran-
gen, die als Doppelstrange eine helikale Struktur annehmen, die sog. Doppelhelix. Die
Grundbausteine der Einzelstrdnge sind Nukleotide, die aus einem 2-Desoxy-Ribose-
Molekdl bestehen und eine Pyrimidinbase (Adenin und Guanin) oder Purinbase (Thy-
min und Cytosin) tragen. Diese Monomere sind Uber Diphosphorester verknipft. Je-
weils eine Pyrimidinbase bindet tber Wasserstoffbriickenbindungen eine Purinbase,
wobei Adenin nur mit Thymin ber 2 und Guanin nur mit Cytosin Gber 3 Wasserstoff-

briickenbindungen in Wechselwirkung tritt.

Proteine treten mit der DNA standig in Wechselwirkung. So liegt die DNA im Zellkern
eukariotischer Zellen sehr komprimiert an sehr basischen Proteinen, den Histonen, ge-
bunden vor. Aber sowohl bei der Replikation als auch bei der Transskription spielen
DNA-Protein-Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle. DNA-bindende Proteine
bilden in der Regel ganz spezielle Motive in ihrer Peptidkette aus. Die bekanntesten
sind u.a. das Zinkfingermotiv (Takatsuji 1999) oder das Helix-Turn-Helix-Motiv
(Martinez et al. 1997). Diese Strukturen lassen sich meist schon in der das Protein ko-
dierenden Gensequenz erkennen, was die Suche nach DNA-bindenden Proteinen er-

heblich erleichtert.

Neben den DNA-bindenden Proteinen, die einen wichtigen Anteil der Targets in der
Wirkstoffsuche aufgrund ihrer meist kontrollierenden Funktion darstellen, gibt es auch
niedermolekulare Substanzen, die an der DNA, in der Regel nicht an spezifischen Se-
quenzen, binden. Diese Substanzen werden h&ufig in der DNA-Analytik bzw. fiir Sen-
soren eingesetzt, wie z.B. das Acridin Orange (Horvath 1998) oder das Ethidiumbro-
mid (Pandey et al. 1995). Das Interesse an DNA-bindenden Substanzen ist aber auch

darin begrlindet, daR solche Substanzen, dadurch dal} sie DNA binden bzw. interkalie-
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ren, wichtige Prozesse wie die Replikation oder Transskription storen konnen. Dies
wirkt sich zwar auf alle Zellen aus, Zellen mit hoher Proliferation, Zellteilungsaktivi-
tat, sind aber sehr weit hoher davon betroffen. Somit zeigen solche Substanzen meist
antibiotische Wirkung auf Mikroorganismen oder toxische Wirkung auf Tumorzellen

(Pospiech et al. 1996, Walker et al. 1994), wofur sie dann auch eingesetzt werden.

2.4 Oberflachenmodifikationen zur elektrostatischen und kovalenten

Bindung von Liganden

Die Immobilisierung eines der Bindungspartner auf dem Transducer ist bei optischen
markierungsfreien Methoden zur Untersuchung der biomolekularen Wechselwirkung
ein sehr wichtiger Punkt. Zum einen ist die Anzahl der aktiven Bindungsstellen auf
dem Transducer ausschlaggebend fur die Héhe des zu erwartenden Signals. Zum ande-
ren mull die Immobilisierung so fest sein, dall nach einer Regeneration die Aktivitat
erhalten bleibt.

Es bestehen eine Reihe von Mdoglichkeiten, einen Liganden auf einer Oberflache zu
immobilisieren: Durch Adsorption wird der Ligand unspezifisch durch elektrostatische
bzw. polare und/oder hydrophobe Wechselwirkungen auf der Oberflache festgehalten.
Diese Art der Immobilisierung eignet sich gut fir Makromolekile, die tiber eine aus-
reichend hohe Anzahl an spezifischen Bindungsstellen verfiigen, da eine vorbestimmte
Orientierung der Molekile damit nicht erreicht wird (Bromberg et al. 1999, Cosnier
1999).

Eine Maoglichkeit der orientierten Immobilisierung besteht unter Ausnutzung von
Bioaffinitaten. Hier kann entweder ein spezifischer Antikorper herangezogen (Piervin-
cenzi et al. 1998) oder durch ein Biotin die feste Bindung von Biotin und Streptavidin
(Kukanskis et al. 1999, Koo et al. 1998) ausgenutzt werden. Als dritte Mdglichkeit
besteht die kovalente Immobilisierung, die sich flir Makromolekiile eignet, in besonde-
rer Weise aber auch fur niedermolekulare Liganden sehr wertvoll ist. Hier eignen sich

die in der Peptidchemie entwickelten Protokolle zur Immobilisierung tber Carbodiimi-
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de (Piehler et al. 1996). Im weiteren soll ein kurzer Uberblick tiber Immobilisierungs-

strategien gegeben werden, die in dieser Arbeit angewendet wurden.

2.4.1 Immobilisierung von DNA auf Glastransducern Uber elektrostatische

Wechselwirkungen

DNA stellt wegen der Phosphatgruppen im Rickgrat bei physiologischen pH ein Poly-
anion dar. Damit liegt der Schritt nahe, DNA (ber elektrostatische Wechselwirkungen
zu immobilisieren, indem man die zu modifizierende Oberfldche mit positiven Ladun-
gen ausstattet. Da Glasoberflachen nach grindlicher Reinigung hydrophile Eigen-
schaften und damit negative Ladungen aufweisen, ist eine direkte Adsorption von
DNA nicht mdglich. Vielmehr kann hier zundchst ein Polykation wie etwa Polyethy-
lenimin immobilisiert und danach DNA gebunden werden. Dieses VVorgehen resultiert
in einem Schichtsystem, in dem die DNA ohne spezielle Orientierung auf dem Trans-

ducer vorliegt.

2.4.2 Kovalente Kupplung niedermolekularer Liganden Uber funktionelle

Gruppen

Zur kovalenten Kupplung niedermolekularer Liganden mul} der Glastransducer zu-
néchst ,,funktionalisiert”, d.h. es missen funktionelle Gruppen eingefugt werden. Auf
Glas kann dies mit Hilfe eines Silans, das eine funktionelle Gruppe wie etwa Amino-
oder Epoxy-Gruppen tragt, geschehen. In der Regel bindet man nicht direkt den Ligan-
den an das Silan, sondern entscheidet sich zundchst fur den Einsatz eines Polymers,
wie z.B. einem modifizierten Dextran mit funktionellen Gruppen (NH, oder COOH)
oder einem modifizierten Polyethylenglykol mit endstdndiger NH,- oder COOH-
Gruppe. Dies hat den Vorteil, daB die Glasoberflache durch das Polymer soweit abge-
schirmt wird, dal? keine Wechselwirkungen mehr zwischen Bestandteilen der Probe

und der Glasoberflache stattfinden kdnnen.

Da die Polymere selbst tber funktionelle Gruppen verfiigen, ist die Kupplung von Li-
ganden, die ebenfalls Gber eine freie Carboxygruppe oder Aminogruppe verfiigen,
durch Carbodiimidchemie mdglich. Schwierigkeiten bestehen nur, wenn Liganden so-

wohl Carboxy- als auch Aminogruppen tragen, da hier eine Quervernetzung des Li-
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ganden ermdglicht wird. In einem solchen Fall ist es dann notwendig, die Polymer-
oberflache oder die funktionellen Gruppen des Polymers in einem ersten Schritt zu
aktivieren. Eine Mdoglichkeit ist die Bildung eines Aktivesters mittels NHS (N-
Hydroxysucciniimid) auf einem Polymer mit freie Carboxygruppen. Danach kann ein

Ligand mit freier Aminogruppe uber diesen Aktivester gekuppelt werden.

Besitzt das Polymer dagegen Aminogruppen, ist eine direkte Aktivierung mit NHS
nicht moglich. Hier bietet sich aber die Mdglichkeit an, heterobifunktionelle Kupp-
lungsreagenzien wie z.B. den 6-Maleinimido-capronsdure-N-succinimidylester
(EMCYS) einzusetzen. Abb. 2.8 zeigt die Struktur dieses Capronsédurederivats, das einen
N-succinimidylester tragt, mit dem es an die Aminogruppe auf der Oberflache gebun-

den werden kann.

Capronsdaure

!
N

—/ §-Maleinimido

Abb. 2.8: Struktur des 6-Maleinimido-capronsaure-N-succinimidylester (EMCS)

Der 6-Maleinimido-Rest kann dann zur spezifischen Bindung des Liganden, bevorzugt
fir Liganden mit einer freien Sulfhydrylgruppe, genutzt werden. Dabei kann dies so-

wohl in wésseriger als auch in organischer Losung stattfinden.

Abb. 2.9 zeigt die Reaktion der Maleinimidogruppe mit einer Sulfhydryl-Gruppe eines
Liganden, die Uber eine Alkylierungsreaktion zu einem Thioether fihrt. Die Reaktion
mul in einem pH-Bereich zwischen 6,5 und 7,5 stattfinden, da bei pH 7 die Reaktion

mit Sulfhydryl-Gruppen ca. 1000 mal schneller ablauft als mit Aminen. Erst ab einem
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hoheren pH ist eine Kreuzreaktion mit Aminen und damit die Kupplung von Liganden

mit freien Aminogruppe moglich (Hermanson et al. 1992).

@) @)
S S
R N / + HS—R* — R~ N S—R
@) @)
6-Maleinimido-Derivat  Sulfhydryl-Rest Thioether

Abb. 2.9: Schema der Reaktion der Maleinimidogruppe mit Thiolgruppen

Eine andere Mdglichkeit, eine Oberflache zu aktivieren, ist die Verwendung von 1,4-

Butandiol-diglycidylether (Abb. 2.10) als bifunktionelles Kupplungsreagenz.
>0 <]

Abb. 2.10: Struktur des 1,4-Butandiol-diglycidylether

Epoxide reagieren mit nukleophilen Gruppen durch Ringéffnung. Dabei entstehen aus
priméren Aminen, Sulfhydrylgruppen oder Hydroxygruppen sekundére Amine, Thio-
ether oder Ether-Verbindungen. Die Reaktion ist fur unterschiedliche funktionelle
Gruppen stark pH-abhéangig.

e OH-Gruppen pH11-12

* Aminogruppen pH9

e SH-Gruppen pH7.5-85
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prim. Amin 1,4-Butandiol-diglycidylether Sulfhydrylgrp.

R—NH, + (|)>/\o/\/\/o\/<? + HS—FR

pH9 pH 7.5-8.5
OH
R /\/\/O\)\ R’
\N/\/\o s”
H
OH
sek. Amin Thioether

Abb. 2.11: Reaktion von 1,4-Butandiol-diglycidylether mit einem Amin und einem
Thiol

Mit der Wahl des pH-Werts 18Rt sich die Reaktion somit auf bestimmte funktionelle
Gruppen abstimmen. Abb. 2.11 zeigt beispielhaft die Reaktion des 1,4-Butandiol-
diglycidylether mit einem Amin, z.B. dem aminofunktionalisierten Dextran der Trans-
duceroberflache, und einem Thiol, z.B. dem Liganden, der eine SH-Gruppe in Form

eines Cysteinrestes besitzt.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

e Standardchemikalien und -biochemikalien stammten von FLUKA, Neu-Ulm und

SIGMA, Deisenhofen, in anderen Fallen sind die Quellen angegeben.
* Polystreptavidin wurde von Boehringer Mannheim bezogen.

e Thrombin und Glutathion-S-Transferase (GST) wurden von SIGMA, Deisenhofen,

geordert.

e Thrombin-Inhibitoren wurde freundlicherweise von Dr. Thomas Friedrich, BASF

Ludwigshafen, zur Verfugung gestellt.

e EBP wurde freundlicherweise von Frau Dr. Karin Adelhelm vom Hans-Knoll-

Institut fur Naturstoff-Forschung, Jena, zur Verfugung gestellt.

« Ostrogene und Phyto-Ostrogene stammen ebenfalls von Frau Dr. Karin Adelhelm,

als 5 mM Stammldsung in DMSO bzw. Methanol.

» Polyklonaler Anti-Estron-Antikorper wurde freundlicherweise von Dr. Ram Abu-

knesha, HRC London, zur Verfugung gestellt.
» DNA aus Lachsspermien stammte von FLUKA, Neu-UIm

 DNA-bindende Substanzen stammen von FLUKA, Neu-Ulm, und SIGMA, Deisen-

hofen.

» Funktionalisierte Polyethylenglykole stammten von der Fa. Rapp, Tubingen.



32 3.1 Materialien

3.1.2 Losungen

Piranha-L0dsung
57,5 % (v/v) H,SO,
12 % (V/V) H,0,

(sofort nach dem Mischen verwendet)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
150 mM NaCl
10 mM KH,PO,
Mit 2 M KOH wird auf pH 7,4 titriert.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung mit KCI (KPBS) fiir die VVersuche mit EBP
150 mM NaCl
10 mM KH,PO,
150 mM KCI
Mit 2 M KOH wird auf pH 7,4 titriert.

Regenerationsldsung
0,01 M HCI
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3.1.3 Gerate

Zur Bestimmung der Schichtdickenanderung mittels RIfS wurden unterschiedliche
Aufbauten verwendet. Ein Einkanalsystem wurde sowohl in Kombination mit einer
FlieRinjektionsanlage (FIA) als auch mit einer Kuvettenmefizelle mit einem Volumen
von max. 80 pL fur ruhende Proben betrieben. Die Probe wurde dazu manuell pipet-
tiert (Abb. 3.1). Der optische Aufbau bestand aus einem Simultanspektralphotometer
SPEKOL 1100, Zeiss, Jena, modifiziert nach Schmitt et al. 1997.

200 nL | |80 ul Kuvetten-
Durchfluf3zelle | | MeRzelle

Probe manuelle
Proben-
hand-

habung g \
Transdu \ ‘\':_‘; =D,
Kontrolle und
ransducer

Auswertung
Lichtleiter Lichtleitel o

— I
v
Lichtquelle
) Dioden-Array-
Detektion Spektrometer

Abb. 3.1: Schema des Einkanal-RIfS-Aufbaus mit Durchflufzelle und KivettenmeRzelle

Die FIA-Anlage war eine ASIA-FIA, Ismatec, Wertheim, mit einer Fixpumpe mit 20
Umdrehungen pro Minute (upm) und einer Férderrate von 0,82 mL min™, und einer
Variopumpe mit maximal 50 upm, mit variabler Drehzahl von 0-99 Schritten einstell-
bar; je nach eingestellter Drehzahl n entspricht dies einer Forderate
F =n35 pL min™. Ein Schema der Fluidik ist in Abb. 3.2 gegeben. Zur Vermeidung
von Luftblasen stand der zur Melzelle gehende Pufferstrom unter Argondruck. Die
Probe wurde in einer Probenschleife mit einem Fassungsvermdgen von 500 pL retro-
grad aufgenommen, wobei das Probenvolumen 1 mL betrug, und anschleiBend tber
den Transducer gegeben. Bei unvollstandiger Befullung der Probeschleife wurde ein

Luftpolster von ca. 5 mm L&nge vorausgeschickt, um die Dispersion zu minimieren.
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Argon Argon
o —> v
]
Variopumpe @ Flukzelle
—c¢
Puffer Abfall

Probenschleife II 6-Wegeventil
Fixpumpe@
H Probe

<

Abfall Scherventil: — Injektion
“* Laden

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau der Probenhandhabung mit FIA und Autosampler.
Die Probe wurde in einer Probenschleife aufgenommen und retrograd tber

den Transducer gegeben.

Weitere RIfS-Aufbauten wurden im Zusammenhang mit der Parallelisierung von RIfS
verwendet. Ein erster Aufbau, hier Demonstrator Oa genannt, besal eine Probenplatte
mit 96 Kavitaten in einem 4,5 mm Raster, was den Dimensionen eines Viertel einer
384er MTP entspricht, und einem Transducer mit einer Abmessung von 45x60 mmZ.
Als Lichtquelle diente eine 100 W Halogenlampe in einem Lampengehduse HAL 100,
Carl Zeiss Jena. Die Spannungsversorgung Gbernahm ein Netzteil von L.O.T., Darm-
stadt, Model 68831, 300 W max. Die Datenerfassung tibernahm eine CCD-Kamera der
Marke DALSA CA-D1 256, 12 bit, von DALSA INC. Waterloo, Kanada und einer
AM-DIG Framegrabber-Karte von IMAGING Technology, USA. Als Monochromator
wurde ein Varispec Tunable Filter von CAMBRIDGE RESEARCH AND
INSTRUMENTATION, USA, das auf dem Lyot-Prinzip beruhte, eingesetzt. Der opti-
sche, zentrale Aufbau mit Linsen, Spiegel und Blenden bestand aus einem gefrésten

Aluminiumblock, der von Carl Zeiss Jena hergestellt wurde.

Durch Austausch verschiedener Bauteile entstand eine zweite Version des Demon-
strator Oa, der Demonstrator Ob (Abb. 3.3). Wahrend der optische Aufbau, die Proben-

platte und die Lichtquelle unverandert blieben, wurde das Lyot-Filter durch ein Filter-
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rad mit 6 fest gewéhlten Interferenzfiltern ersetzt und anstelle der DALSA-Kamera

wurde eine PCO SensiCam 12 bit Kamera von PCO GmbH, Kelheim, verwendet.

Monochromagor Lichtquelle

Probenplatte
\

CCD-Kamera

Abb. 3.3: Abbildung des Demonstrators Ob mit den wichtigsten Bauteilen Lichtquelle,
Monochromator (hier Filterrad), Probenplatte (96 Kavitaten, 4,5 mm Raster)
und CCD-Kamera (PCO SensiCam). Der optische Weg ist schematisch wie-

dergegeben.

Im Verlauf der Entwicklung eines parallelen RIfS-Detektionssystems zum Einsatz im
HTS wurde das in Demonstrator Oa und b verwirklichte Konzept auf 96er MTP mit
einem 9 mm Raster ausgedehnt, dem Demonstrator 1 (Abb. 3.4). Die Probenplatten
bestanden aus einem MTP-Grid (Greiner, Frickenhausen) aus Polystyrol, die ohne Bo-
den produziert wurden. Auf diesen Boden wurde ein RIfS-Transducer mit einer Dimen-
sion von 80x108 mm? aufgeklebt, der im Gegensatz zu anderen RIfS-Transducer auf
der Unterseite eine Antireflexschicht trug. Die Beschichtung mit einem Polymer auf

der Oberseite wurde vor dem Verkleben durchgefthrt.
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Pipettier-System

/ 96 Kavitaten

CCD-Kamera

o = MTP-Trans-
Plattentransport L ducer-Platte

Abb. 3.4: Abbildung des Demonstrator 1 mit CCD-Kamera (EEV CCD 05-20) und dem
Probenhandlingsystem LIBRARIAN LH.

Die verwendete Kamera stammte von EEV, Typ CCD05-20, mit einer Chipflache von
17.3 x 26 mm?, einer Pixelflache von 22.5 pmz, einer Pixelzahl von 770 x 1152 und
einer full-well-Kapazitit von 510° Elektronen. Lichtquelle und Stromversorgung so-
wie der optische Aufbau stammten von Carl Zeiss Jena unter der Bezeichnung
BIOSPEC.

Das Liquid-Handling-System stammte von CyBio, Jena. Es beruhte auf der Basis des
IGEL 250/96 mit dem Unterschied, dal der Dosierkopf vertikal beweglich war. Der
Dosierkopf war fir einen Volumenbereich von 5 bis 250ul ausgerichtet und zeigte fol-

gende Spezifikationen auf:

Anzahl der Kolben: 96
zu verwendete Tips: MATRIX 250ul tip for PlateMate

MATRIX 250ul extended tip (77 mm) for PlateMate
Volumina: 1 bis 250pl in Schritten von 0,1l frei wahlbar
Unprazision: 10 bis 25 pl O VK < 2% im Pipettiermode

25 bis 250 pl 0 VK < 1% im Pipettiermode
MTP-Wagen vier Platze fir Wannen oder Mikrotiterplatten
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Die RIfS-Transducer stammten von Schott als Sonderanfertigung und zeigten folgende
Spezifikation: Als Substrat diente Glas vom Typ D263 mit einer Dicke von 1 mm. Im
Einzelkanalsystem hatten die Transducer eine Beschichtung mit 10 nm Ta,Os und
330 nm SiO,, im Demonstrator Oa eine mit 10 bzw. 20 nm Ta,O5 und 375 nm SiO,, im
Demonstrator Ob eine mit 10 nm Ta,Os und 330 nm SiO, und im Demonstrator 1 eine

10 nm Ta,O5 und 330 nm SiO, mit einer zusatzlichen Antireflexschicht.

3.2 Methoden

3.2.1 Modifikation der Transduceroberflachen im Einkanalsystem

« Silanisierung der Glastransducer
Die RIfS-Transducer wurden in Piranha-Losung gereinigt, mit bidest. Wasser
grindlich abgespult und an der Luft getrocknet. Bei hoher Verschmutzung wurden

sie zu Beginn der Reinigung erst 1 min in 6 M KOH inkubiert.

Zur Silanisierung wurden die sauberen Transducer entweder in einer frischen Lo-
sung von 50 pL bidest. Wasser und 100 pL 4-Aminobutyldimethylmethoxysilan in
10 mL Toluol 24 h geschittelt, oder es wurden 1-5pL 3-Glycidyloxypropyl-
trimethoxysilan (GOPTS) auf die gereinigten Transducer gegeben und fur eine
Stunde inkubiert.

Die mit Aminosilan behandelten Plattchen konnten mit bidest. Wasser abgespult
und getrocknet werden, dagegen wurden die mit GOPTS behandelten Plattchen zum
Schutz der Epoxygruppe mit trockenem Aceton gespiilt und im Stickstoffstrom so-

fort getrocknet.

» Belegung mit Aminodextran
Mit Aminosilan behandelte Transducer muBten zur weiteren Kupplung des
Aminodextrans zuerst ,,umfunktionalisiert” werden. Dazu wurden die Transducer
mit einer L6sung von 2,5 g (25mmol) Bersteinsdureanhydrid in 10 mL PBS versetzt
und unter Schitteln mit 3 M NaOH auf pH 6 titriert. Nachdem sich das Bernstein-

sédureanhydrid aufgeldst hatte, wurde noch eine halbe Stunde weiter inkubiert. Die
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Transducer wurden anschlieRend griindlich mit bidest. Wasser abgespult und an der
Luft getrocknet. Zur Modifizierung der umgepolten Glasoberflache mit Aminodex-
tran wurden 7 pL einer 0,1 mg pL™ Lésung von Aminodextran in bidest. Wasser auf
den Transducer pipettiert, ca. 0,5 mg 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbodii-
mid (EDC) zugegeben und mit dem Spatel verriihrt. Die Reaktion wurde in einer
feuchten Kammer durchgefuhrt. Nach einer Stunde wurden nochmals 0,5 mg EDC
zugegeben und Uber Nacht reagieren gelassen. Die Transducer wurden griindlich mit

bidest. Wasser abspult und an der Luft getrocknet.

Die Belegung mit Aminodextran auf mit GOPTS behandelte Transducer war dage-
gen erheblich einfacher. Es wurde erwartet, daR die Epoxygruppe mit den Amino-
gruppen des Dextrans reagieren kann. Es wurden direkt 7 uL der 0,1 mgpL™
Aminodextran-Losung in bidest. Wasser auf den Transducer pipettiert und ein
zweiter Transducer im Sandwich oben aufgelegt. Die Inkubation geschah Uber
Nacht in einer feuchten Kammer. AnschlieBend wurden die Transducer griindlich

mit bidest. Wasser abspiilt und an der Luft getrocknet.

Modifikation silanisierter Transducer mit funktionalisiertem Diaminopolyethy-
lenglykol (NH,-PEG-NH,)

Zur Modifikation von Transducern mit PEG wurden ausschlieflich mit GOPTS be-
handelte Transducer verwendet. Dazu wurde eine Spatelspitze des trockenen PEG-
Derivats auf einen silanisierten Transducer gegeben, ein zweiter Transducer im
Sandwich aufgelegt und tber Nacht bei 72°C inkubiert. Anschlielend wurden die

Transducer griindlich mit bidest. Wasser abgespult und an der Luft getrocknet.

Modifikation der mit einem Polymer belegten Oberflache mit einem Liganden

Die Wahl der Methode zur kovalenten Bindung eines Liganden hing von seiner
funktionellen Gruppe, die zur Modifikation frei war, ab. Im Falle einer freien Ami-
nogruppe wurden die funktionellen Aminogruppen des Polymers zuerst mit 5 pL ei-
ner Losung von 10 mg Glutarsdureanhydrid in 1 pL Dimethylformamid (DMF) um-
funktionalisiert. Die eigentliche Kupplung fand wie folgt statt: Inkubation einer Lo-
sung aus 1 mg Ligand und 1 pL N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) in 10 uL DMF

uber Nacht in einer DMF-gesattigten Kammer.
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Liganden mit einer Sulfhydryl-Gruppe wurden auf zwei Arten gekuppelt. Die erste
Methode geschah mit Hilfe des Butandiol-diglycidylethers. Dazu wurde Butandiol-
diglycidylether unverdinnt auf einen mit einem Polymer modifizierten Transducer
gegeben und fir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde grindlich mit trockenem Aceton
gespult und unter N,-Strom getrocknet. Die andere Variante bestand in der Kupp-
lung von EMCS in einer Losung aus 1 mg EMCS in 10 uL DMF Uber Nacht in ei-
ner DMF-geséttigten Kammer. Anschlielend wurde grindlich mit bidest. Wasser
gespult. Die Kupplung des Liganden geschah in einer Losung von 1 mg Liganden in

10 uL. DMF bzw. bidest. Wasser, Uber Nacht in einer feuchten Kammer.

» Kupplung von DNA
Uber gereinigte Transducern wurde in der MeRzelle zun4chst 50 pg mL™ Polyethy-
lenimin in PBS und anschlieBend 50 pg mL™ DNA in PBS, die zuvor im Ultra-

schallbad geschert wurde, gegeben.

3.2.2 Modifikation der Transduceroberflachen im parallelen System

Die Modifikation der Transducerplatten fur die parallelen Systeme in den Dimensionen
45x60 und 80x108 mm? wurde in enger Anlehnung an die oben beschriebenen Proto-
kolle durchgefiihrt. Transducer mit Antireflexschicht wurden aufgrund der Unvertrag-
lichkeit dieser Schicht mit Piranha-L6sung nur in einem Extran-Bad im Ultraschall
gereinigt. Die Silanisierung der Transducer wurde ausschlieRlich mit GOPTS durchge-
fihrt, indem im Sandwich zwei Transducer gleichzeitig modifiziert wurden. Auch die
Kopplung des Aminodextran wurde im Sandwichverfahren durchgefiihrt, wozu die

Aminodextranldsung 0,01 mg uL™* Aminodextran enthielt.

Die Kupplung von Liganden fur die Systeme Demonstrator Oa und b wurden ebenfalls
noch obigem Schema im Sandwich vollzogen, wozu auch eine notwendige Umfunk-

tionalisierung der Aminogruppen des Polymers gehorte.

Die Transducerplatten des Demonstrator 1 wurden zundchst mit einem MTP-Grid
durch Carl Zeiss Jena versehen, und standen einer Kupplung in organischen Ldsungs-
mitteln nicht mehr zur Verfligung. Aus diesem Grund wurden die Aminogruppen des

Aminodextrans, wenn notig, mit 2 mg Glutaranhydrid pro Kavitat in 80 uL PBS bei
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pH 6 umfunktionalisiert. Die daraus resultierenden Carboxygruppen wurden mit 1 M
NHS- und 1,1 M EDC-L6sung aktiviert, und der Ligand in wasseriger Ldsung,
10 mg mL™, auf die aktivierte Oberflache gegeben.

3.2.3 Bindungshemmtest

Zur Durchfiihrung eines Bindungshemmtests wurden der Rezeptor und der Ligand
30 min in einem getrennten Gefal inkubiert und danach Gber den Transducer gegeben.
Dies geschah zum einen mittels FIA und zum anderen durch Pipettieren in die Kavitéat.
Bei diesen Pipettierschritten wurden unterschiedliche VVorgehensweisen fiir die ver-
wendeten Geréte erprobt. Wahrend im Einkanalsystem mit Kivettenmel3zelle und im
Demostrator 1 der Puffer zuerst entfernt und danach die Probe auf den Transducer ge-
geben wurden, erwies sich beim Demonstrator Oa und b die Vorgabe von 15 pL Puffer
und nach Aufzeichnung einer kurzen Basislinie die Zugabe der Probe mit kurzem
Vermischen als die bessere Vorgehensweise. Zur Regeneration und nachfolgender
Messung der Basislinie mit Puffer wurden die Losungen vor Zugabe der neuen Lésung

vollstandig entfernt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Implementierung verschiedener Targets und die
Entwicklung geeigneter Testformate flr einen parallelen, markierungsfreien Detekti-
onsaufbau zum Screening mit hohem Durchsatz auf Basis der reflektometrischen Inter-
ferenzspektroskopie. Mit Ricksicht auf das physikalische Prinzip der RIfS liefien sich
folgende Schwerpunkte fur diese Arbeit ableiten: Untersuchung geeigneter Transdu-
cermodifikationen zur Kupplung eines der Bindungspartner, Entwicklung eines Test-
schemas flir Messungen im ruhenden Probevolumen, Automatisierung des Testsche-

mas und Auswahl einer geeigneten Datenauswertung.

4.1 Bindungshemmtest in ruhenden Proben

Wie in Kapitel 2.1 erwahnt, stellen Substanzen mit kleinem Molekulargewicht einen
grolRen Anteil der einem Screening unterzogenen Verbindungen einer Bibliothek dar.
Obwonhl RIfS durchaus die Mdglichkeit bietet, die Interaktion kleiner Substanzen mit
einem immobilisierten Target direkt zu detektieren (Piehler et al. 1997, 1997a), bietet
sich im Screening ein indirektes Testformat an, wenn ein Referenzligand vorhanden
ist. Es ist verstandlich, dal3 ein solches Testformat bei Liganden mit kleinem Moleku-
largewicht ein hoheres Signal aus der Bindung des Targets an einen immobilisierten
Referenzliganden ergibt, als die direkte Bindung der zu testenden Substanz mit dem
immobilisierten Target. Des weiteren kann die Transduceroberflache unter Beibehal-
tung der Aktivitat des Referenzliganden leichter regeneriert werden, als eine an Akti-
vitat verlustfreie Regeneration einer Oberflache mit immobilisiertem Target. Aus die-
sen Grunden sollte hinsichtlich des Einsatzes eines parallelisierten RIfS-Aufbaus zum
HTS in erster Linie der Bindungshemmtest als indirektes Testformat Verwendung fin-

den.
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4.1.1 Theoretische Charakterisierung des Bindungshemmtests in ruhenden

Systemen

Ein Detektionssystem fiir biomolekulare Wechselwirkungen im HTS stellt auf Grund
des geforderten hohen Durchsatzes auch besondere Anspriiche an die Probenhandha-
bung. Neben einer hohen Dosiergenauigkeit sollte das Probenhandhabungssystem so-
wohl stérungsunanfallig sein als auch ein Verschleppen von Lésungen verhindern.
Diese Anforderungen kénnen mit Hilfe von Pipettierautomaten realisiert werden, die
die geforderte Dosiergenauigkeit erreichen und durch das Wechseln der Pipettenspit-
zen einen kontinuierlichen und kontaminationsfreien Ablauf versprechen. Der hohe
Durchsatz kann mittels Parallelisierung durch die Verwendung des Mikrotiterplatten-

formates realisiert werden.

Da ein FlieRinjektionsystem zu aufwendig wére und zu geringe Parallelisierung ver-
sprache, sollte auch bei der Entwicklung eines parallelisierten RIfS-Aufbaus fir den
Einsatz im HTS eine einfache Art der Probenhandhabung in Form eines Pipettierauto-
maten genutzt werden. Dies bietet sich bei RIfS an, da das Auslesen des Transducers
von unten geschieht, und somit die Probenhandhabung von oben ohne Stérung der
zeitaufgelOsten Detektion erfolgen kann. Ebenfalls sollte auf ein Rihren der Proben in
den einzelnen Probenpositionen der Mikrotiterplatte verzichtet werden. Aus diesen
Beschrankungen resultierte schlielich ein Assay, der in ruhendem Probenvolumen
durchgefihrt wurde. Im Bereich markierungsfreier optischer Detektion biomolekularer
Wechselwirkungen an fest/fllissig-Phasengrenzen werden Messungen in der Regel in
geriihrten bzw. mittels FlieRinjektion bewegten Proben durchgefiihrt. Erfahrungen mit
Messungen in ruhenden Systemen sind sehr selten, obwohl Trurnit schon 1954 mittels
Null-Ellipsometrie die prinzipielle Machbarkeit und die zu erwartenden Unterschiede
zwischen Messungen mit geriihrtem und ungerihrtem Probevolumen aufzeigen konnte.
Der entscheidende Unterschied liegt in der Diffusion des in Ldsung befindlichen Bin-
dungspartners und des daraus resultierenden Massentransportes an die Oberflache
(Abb. 4.1). Durch Bindung des geltsten Partners (i.d.R. das Target bzw. der Rezeptor)
an die Oberflache kommt es zu einer Konzentrationsverarmung der Losung, woraus

sich eine Diffusionsgrenzschicht ausbildet. Diese bleibt in einem gerlihrten System
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uber einen gréfReren Zeitraum konstant, wahrend sie in einem ruhenden System vom
Beginn der Messung an standig grofer wird. Aus diesem Grund bleibt der Massen-
transport auch im gerihrten System konstant, im Gegensatz zum ungerthrten. Fir bei-
de Systeme ist gleich, daR der Verlauf der Bindungskurve solange Massentransport
limitiert bleibt, solange die Zahl der Bindungsstellen auf der Oberflache weit groRer ist
als die Zahl der Molekiile, die durch die Diffusionsgrenzschicht zur Oberflache gelan-
gen. Dies ist i.d.R. solange der Fall, solange nicht mehr als 20% der maximalen Ober-
flachenbelegung erreicht ist (Piehler 1997b). Eine ausfuhrliche Beschreibung des Ein-
flusses des Massentransportes ist bei Glaser (1993) fiir der Fall des geriihrten Systems

nachzulesen.
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Abb. 4.1: Vergleich der Bindung von Thrombin zu einen am Transducer immobilisier-
ten Inhibitor fur geriihrte und ruhende Proben bei a) 100 ug mL™ und b)
10 ug mL™* Thrombin.

Abb. 4.1 zeigt den prinzipiellen Unterschied zwischen gertihrten und ungerthrten Pro-
ben anhand der Bindung von Thrombin an einen immobilisierten Inhibitor. In erster
Linie ist eine schnellere Schichtdickenzunahme bei RIfS im gerihrten System durch
den hoheren Massentransport zu beobachten. Hinzu kommt, dal? bei kleineren Kon-
zentrationen der Massentransport zu Beginn der Messung Uber einen ldngeren Zeit-
raum konstant bleibt, was zu einem linearen Anstieg der Schichtdicke fiihrt. Im Gegen-
satz dazu ist der Verlauf der Bindungskurven in ruhenden Proben durch die Zunahme
der Diffusionsgrenzschicht und der damit verbundenen Abnahme des Massentrans-

portes gekrimmt, und die beobachtbare Schichtdickenzunahme in RIfS ist langsamer.
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Dieser Verlauf kann mit Hilfe des 2. Fickschen Gesetzes beschrieben werden, das die
Diffusion eines Stoffes und die damit verbundene zeitliche Anderung der Konzentrati-

on an jeder Ortskoordinate erklart.

Im folgenden wurden theoretische Berechnungen durchgefiihrt, die Anwendbarkeit
eines Bindungshemmtests mit ruhenden Proben fiir das HTS zu Uberprifen. Zundchst
sollte geklart werden, welchen Einflull der Diffusionskoeffizient auf die Dauer eines
Assays und auf das aus der Bindung des freien Rezeptors an die Transduceroberflache
resultierende Signal ausubt. Wie oben besprochen, wurde ein indirektes Testformat
eingefuhrt, um durch die Bindung des normalerweise wesentlich groReren Targets ein
hoheres Signal zu erreichen. Da es bei den Targets in der Regel um Proteine mit einer
grolRen Molekdilstruktur bzw. -gewicht handelt, mu3 man mit kleinen Diffusionskoeffi-
zienten bzw. geringen Diffusionsgeschwindigkeiten rechnen. Typische Diffusions-
koeffizienten fiir Makromolekiile wie Proteine liegen zwischen 10° und 7-:10® cm%™
fir Molekulargewichte von 13 bis 400 kDa bei 20°C in Wasser (Atkins 1990). Ein
weiterer Punkt, den es zu kléren galt, war die zu erwartende Hohe der Diffusionsgrenz-
schicht in der Probenkavitat. Es sollte gezeigt werden, ob die Fillh6he in den Kavité-
ten der Mikrotiterplatte ausreichend hoch ist, um zu verhindern, dal die Diffusions-
grenzschicht die gesamte Fullhdhe durchlauft und damit die Bindungskurve nicht mehr
nur dem 2. Fickschen Gesetz folgt, sondern durch die Verarmung der Probenlésung

kontrolliert wird.

Zur Berechnung des Einflusses der Diffusion des Rezeptors auf den Testablauf mufte
eine Losung fir die Gleichung des 2. Fickschen Gesetzes gefunden werden (Gl. 4.1).
Cr entspricht in der Gleichung der Rezeptorkonzentration zu einer beliebigen Zeit t an

einem beliebigen Ort x, wahrend D den Diffusionskoeffizienten reprasentiert.

0C, _9°Cq

Diffusionsgleichung P PV

(Gl. 4.1)

Zur Losung der Gl. 4.1 wurden zundchst folgende Annahmen getroffen: Das Problem
wurde als eindimensionales System angesehen. Dazu wurde die Probe mit gel6stem
Rezeptor als Flussigkeitssdule der Lange | tber der Transduceroberflache betrachtet,

wobei die Diffusion des Rezeptors entlang der Ortskoordinate x nur in eine Richtung
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zur Oberflache ablaufen sollte. Die das Problem beschreibende GIl. 4.1 konnte somit

geldst werden, wenn folgende Anfangs- und Randbedingungen gewéhlt wurden.

Anfangsbedingung Crixt=o) = Cro (Gl. 4.2)
1. Randbedingung Crier) = Cro (Gl. 4.3)
2. Randbedingung Crx=on =0 (Gl. 4.4)

Als Anfangsbedingung wurde festgelegt, daR die Rezeptorkonzentration Cg zum Zeit-
punkt t=0 fir alle Ortskoordinaten x gleich der Ausgangskonzentration Cgrq ist
(Gl. 4.2). Diese Bedingung ist durch den Versuchsablauf gegeben, bei dem die Reakti-
on durch Zugabe der Probe auf den Transducer gestartet wird. Weiter muf3ten zwei
Randbedingungen eingefiigt werden. Die erste geht davon aus, dal} die Rezeptorkon-
zentration am Ende der Flussigkeitsséule an der Ortskoordinate x=I tber die gesamte
Dauer konstant gleich der Ausgangskonzentration bleibt (Gl. 4.3). Dies ist solange der
Fall, bis die Diffusionsgrenzschicht die Lange | erreicht hat. Die zweite wichtige
Randbedingung setzt voraus, dal} die Konzentration an Rezeptor, der auf der Transdu-
ceroberflache an der Ortskoordinate x=0 ungebunden vorliegt, wahrend der ganzen
Zeit Null ist (Gl. 4.4). Dies ist der Fall, wenn freier Rezeptor wegen der hohen Anzahl
an Bindungsstellen auf der Transduceroberflache direkt gebunden wird und zuné&chst
gebundener Rezeptor nach Dissoziation statt in die Losung zurtick zu diffundieren eine
andere Bindungsstelle findet. Er verbleibt danach an der Oberflache. Dies ist ebenfalls
bei ausreichend hoher Anzahl an Bindungsstellen auf der Oberflache zumindest zu

Beginn der Messung gegeben.

Unter diesen Bedingungen erhielt man schlieBlich folgende L6sung der Diffusionsglei-
chung, die die Rezeptorkonzentration zu jeder beliebigen Zeit t an jeder beliebigen

Ortskoordinate x angibt.

4Cpy in (2n-1)mx

CR(x,t) = ZW T

n

(nON) (Gl. 4.5)

Mit Hilfe dieser Losung konnte die zeitliche Anderung des Konzentrationsprofils eines

Rezeptors in einer ruhenden Probe, der an die Transduceroberflache diffundiert, nach-
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vollzogen werden. Abb. 4.2 zeigt solche Konzentrationsprofile fur unterschiedliche
Zeiten und unterschiedliche Diffusionskoeffizienten. Die Berechnungen zeigen, dal}
selbst bei einem sehr groen Diffusionskoeffizienten von 10° cm?s™ die Diffusions-
grenzschicht nach 10 min nicht Gber 2 mm hinaus geht. Die Fullhéhe in einer Kavitét
einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten betragt fir ein typisches Probevolumen von
150 pL bzw. fur eine Platte mit 384 Kavitaten bei 50 pL Probe etwa 5 mm. Das be-
deutet, da’ man unter den 0.g. Bedingungen nicht Gefahr lauft, bei Messungen eine zu
groRe Diffusionsgrenzschicht zu erzeugen und damit eine durch Verarmung gepragte

Bindung des Rezeptors an die Oberflache erhlt.
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Abb. 4.2: Konzentrationsprofile fiir die Diffusion eines Rezeptor auf die Oberflache
berechnet nach GI. 4.5. a) Konzentrationsprofile bei unterschiedlichen Zeiten
fiir den Diffusionskoeffizienten D=10° cm’s™. b) Konzentrationsprofile fiir

unterschiedliche Diffusionskoeffizienten nach 10 min.

Die nachste Uberlegung, die mit Hilfe dieser Modellrechnungen betrachtet wurde, war,
welches Signal unter diesen diffusionslimitierten Bedingungen zu erwarten ist, auch in
Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten. Ebenfalls war die Frage nach einer geeig-
neten Auswertung der Bindungskurven wichtig. Dazu mufte Gleichung 4.5 (ber x in

den Grenzen x=0 bis | integriert werden.

~(2n-1)?rDt

0 - 0
’ os%‘wg-l, (nON) (Gl. 4.6)
g o 2 DE

< -8lc
072 -1y

Gleichung 4.6 zeigt die aus der Integration resultierende Funktion, die die Rezeptor-

konzentration Cp in der Probe zu einem beliebigen Zeitpunkt t angibt. Daraus 1aRt sich
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die Zunahme an auf die Oberflache diffundierenden Rezeptor berechnen. Abb. 4.3
zeigt den zu erwartenden Verlauf einer Bindungskurve. Zu erkennen ist der in realen
Messungen (Abb. 4.1) schon gezeigte gekrimmte Verlauf, der sich mit der Zunahme

der Diffusionsgrenzschicht erklaren laft.
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Abb. 4.3: Zeitlicher Verlauf der Diffusion eines Rezeptors an die Transduceroberflache
berechnet nach Gl. 4.6. a) Vergleich unterschiedlicher Diffusionskoeffizienten
fir eine Rezeptorkonzentration von 0,1 uM. b) Vergleich unterschiedlicher

Rezeptorkonzentrationen fiir einen Diffusionskoeffizienten D=10"° cm?s™.

Aus der Anzahl der Rezeptormolekiile pro Flache 143t sich das resultierende RIfS-
Signal berechnen, wozu das dem Diffusionskoeffizienten entsprechende Molekularge-
wicht benotigt wird. Eine genaue Beziehung zwischen dem Diffusionskoeffizienten
und dem Molekulargewicht besteht nicht unmittelbar, dennoch gilt nach der Stokes-
Einstein-Beziehung fur den Diffusionskoeffizienten D, dal er direkt proportional zur
Temperatur T, jedoch indirekt proportional zur Viskositat n und zum effektive hydro-
dynamische Radius rq des Molekiils ist. Dabei entspricht k der Boltzmann-Konstante
(Gl. 4.7).

KT

Stokes-Einstein-Beziehung D=
67T,

(Gl. 4.7)

Unter der Annahme, daf es sich bei dem Rezeptor um ein globulédres und damit anné-
hernd kugelférmiges Protein handelt, 1aBt sich Gber den Radius ry eine Beziehung zwi-
schen Diffusionskoeffizient und dem Molekulvolumen machen. Geht man davon aus,

dal3 die spezifische Dichte von Proteinen fur alle Arten anndhernd gleich ist, sind Vo-
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lumen und Molekulargewicht (MG) direkt proportional. Somit 13t sich der Diffusi-
onskoeffizient Uber das Volumen einer Kugel indirekt proportional zur 3. Wurzel des

Molekulargewichtes des Proteins setzen (Gl. 4.8).

Beziehung Diffusionskoeffizient/Molekulargewicht
p=lo 1 1

3 3
r0 \/\/Re zeptor \/MGRe zeptor

Daraus ergeben sich bei gleicher Ausgangskonzentration fir unterschiedliche Diffusi-

(Gl. 4.8)

onskoeffizienten unterschiedliche Massenbelegungen bzw. daraus resultierende RIfS-
Signal-Anderungen. Das AusmaR unterschiedlicher Diffusionskoeffizienten ist in Tab.
4.1 dargestellt. Zur Berechnung der RIfS-Signal-Anderung aus der Massenbelegung

wurde der Faktor 1,6 nm ng™ nach Piehler (1997c) herangezogen.

Tab. 4.1: EinfluR des Diffusionskoeffizienten auf die auf den Transducer diffundierte
Masse und dem damit verbundenen Signal. Die Ausgangskonzentration Cgo

wurde mit 0,1 M angenommen.

Diffusions- nach Stokes-Einstein | massenabhing. Re- | Oberflachenbele- | RIfS-Signal-Anderungen
koeffizient angenommenes Mole- | zeptorkonzentra- gung n.10 min n.10 min
[cm?s™] kulargewicht [kDa] | tion Cgo [ug mL™] [ng mm™] [nm mm?]
10° 20 2 1 1,7
107 700 70 12 19,5
10°® 1.500 150 8 13,3

Aus der Tabelle geht hervor, dal? die zu erzielenden Signaldnderungen mit Rucksicht
auf einen Einsatz des Bindungshemmtests auf einem parallelen RIfS-Detektions-
systems fir das HTS ausreichend sein sollten. In diesem Zusammenhang ist es aber
wichtig, sich zu vergegenwaértigen, dal3 die in Tab. 4.1 angenommene Konzentration
von 0,1 uM fiir Proteine mit einem Molekulargewicht tiber 100 kDa sehr hoch liegt, da
gerade in der Vorbereitung des Targetproteins zum HTS, wie z.B. seine Expression
und chromatographische Trennung, gewohnlich die Proteinmasse die limitierende

Rolle spielt.
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Abb. 4.4: Abhangigkeit des Molekulargewichtes nach Stockes-Einstein (Gl. 4.8) und

der Oberflachenbelegung vom Diffusionskoeffizienten (berechnet nach

Gl. 4.6). Die Anpassungen wurde mit den Funktionen f(x)=1/(aD +b)’ bzw.

f (x)=avD durchgefihrt.

Ebenfalls féllt auf, dal die Oberflaéchenbelegung mit kleiner werdenden Diffusions-
koeffizienten und zunehmendem Molekulargewicht nur bis zu einem Optimum ansteigt
und dann wieder abnimmt. Eine Erklarung dafur wird deutlich, wenn man bedenkt, dal}
das Molekulargewicht mit zunehmendem Diffusionskoeffizienten mit dritter Potenz
abnimmt, die Oberflachenbelegung zu einem bestimmten Zeitpunkt hingegen mit der

Quadratwurzel des Diffusionskoeffizienten zunimmt (Abb. 4.4).

Mit Hilfe dieser Simulationsrechnungen sollte ebenfalls eine praktikable Auswerte-
methode der Bindungskurven gefunden werden. Vergleicht man den Verlauf der Bin-
dungskurve in gertihrten und ruhenden Proben (Abb. 4.1), so lai3t sich gleich erkennen,
dal3 im Fall von ruhenden Proben eine lineare Auswertung der von der Rezeptorkon-
zentration abhédngigen zeitlichen Massenbelegung nicht moéglich ist. Nach der Cottrell-
Gleichung (GI. 4.9), die in der Elektrochemie Anwendung findet, wird deutlich, dal
der FluB diffundierender Teilchen jp von einem Ort zum anderen sich indirekt propor-
tional zur Wurzel der Zeit t verhalt (Eddowes 1990). Die Massenbelegung berechnet
sich daraus durch Integration Uber die Ortskoordinaten, so daf sie sich direkt propor-

tional zur Wurzel der Zeit t verhalt.
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Cottrell-Gleichung = %CRO (Gl. 4.9)

Somit sollte es moglich sein, die gekrimmten Bindungskurven in ruhenden Proben
mittels Anpassung an eine Funktion wie GI. 4.10 auswerten zu kénnen. Dabei soll S
das Signal hervorgerufen durch die Massenbelegung des Transducers zum Zeitpunkt t

darstellen.
Wurzelanpassung S, = AVt +S, (Gl. 4.10)

Dieses Auswertungsschema wurde beispielhaft auf simulierte Bindungskurven ange-
wendet (Abb. 4.5). Der Proportionalitatsfaktor A ist dabei wie erwartet linear zur ein-
gesetzten Rezeptorkonzentration (nicht gezeigt). Damit ergibt sich ebenfalls eine Line-
aritat zwischen der Rezeptorkonzentration und dem Signal nach einer bestimmten Zeit

t (Abb. 4.6).

12
I 20uM
L o101
= I
S 08F
IS !
=
06
5 | 1.0 uM
o
 04r
T f 0.5 uM
= 0.2F
© s 0.2 uyM
00k 0.1uM

0O 100 200 300 400 500 600 700 800
Zeit [s]
Abb. 4.5: Anpassung simulierter Bindungskurven fiir unterschiedliche Rezeptorkon-

zentrationen in ruhenden Proben mittels der Funktion S(t)= AJt. Der ver-
wendete Diffusionskoeffizient D betrug 10°® cm?s™.
Der Signalédnderung nach einer bestimmten Zeit sollte gegenuber dem Proportionali-

tatsfaktor A der Vorzug gegeben werden, da sich eine Auswertung durch Feststellen

der Signalanderung zu einem bestimmten Zeitpunkt als praktikabler erweisen sollte.
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Abb. 4.6: Linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten Rezeptorkonzentration

und der Menge an auf den Transducer diffundiertem Rezeptor nach 10 min.

fir unterschiedliche Diffusionskoeffizienten.

Das Testformat des Bindungshemmtests wurde in 2.1.3 ausfihrlich diskutiert. In ge-
rihrten Proben ist dabei die Voraussetzung gegeben, daR das voreingestellte Bin-
dungsgleichgewicht in Losung zwischen Rezeptor und der zu testenden Substanz durch
die Bindung von freiem Rezeptor an den modifizierten Transducer nicht wesentlich
beeinfluBt wird. Dies geschieht vor allem durch die geringe Dimension der Diffusions-
grenzschicht in geruhrten Systemen. Im Gegensatz dazu ist eine gleichbleibend kleine
Diffusionsgrenzschicht in runenden Proben nicht gewéhrleistet (Abb. 4.2). Aus diesem
Grund sollte der Frage nachgegangen werden, in wieweit sich das Bindungsgleichge-
wicht in einer anwachsenden Diffusionsgrenzschicht in ruhenden Proben &ndert und
damit das Resultat des Bindungshemmtests verfélscht wird. Dazu sollten Simulations-
rechnungen durchgefiihrt werden, die sowohl die Diffusion von freiem Rezeptor an die
Transduceroberfliache mit gleichzeitiger Bindung an die Oberfl4che als auch die Ande-
rung des voreingestellten Bindungsgleichgewichtes zwischen Rezeptor und der zu te-
stenden Substanz in Losung berlcksichtigen. Ein Schema der in diesen Berechnungen
zu berlcksichtigen Reaktionen ist in Abb. 4.7 gezeigt. Dazu gehdren zu einem die Dif-
fusion des freien Rezeptors an die Transduceroberflache und die Dissoziation des ge-

bildeten Rezeptor-Substanz-Komplexes mit der Dissoziationsratenkonstanten Kgissl
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bzw. der Reassoziation mit der Assoziationsratenkonstanten k.51 innerhalb der Diffu-
sionsgrenzschicht. Zwei weitere Reaktionen betreffen die Bindung des freien Rezep-
tors an den auf der Transduceroberflache immobilisierten Referenzliganden mit eben-

falls zwei Ratenkonstanten k,ss2 und Kgiss2 fr Hin- und Rickreaktion.

voreingestelltes Gleich-

ﬁ gewicht: Rezeptor/
ﬁ zu testende Substanz

Anderung des Gleich-
gewichtes in der
Diffusionsgrenzschicht Diffusionsgrenzschicht:

@ Kol c Diffusion von
— + @ freiem Rezeptor
Kyl P

N
%
Bindung von freiem 2
Rezeptor an am Trans- -\ /

ducer immobilisiertem | |
Referenzliganden

Abb. 4.7: Schema der Reaktionen eines Bindungshemmtests in ruhenden Proben. Das
voreingestellte Bindungsgleichgewicht andert sich innerhalb der Diffusions-
grenzschicht mit den Zeitkonstanten kass1 und Kgiss1. Freier bzw. frei geworde-
ner Rezeptor diffundiert zur Transduceroberflache und bindet am immobili-

sierten Referenzliganden mit den Zeitkonstanten Kass2 und Kgiss2.

Da in dieser Simulation zwei Prozesse beriicksichtigt werden muften, ndmlich sowohl
Diffusionsprozesse als auch kinetische Prozesse, wurde ein numerisches Modell zur

Berechnung erstellt, das im Wesentlichen in Abb. 4.8 vorgestellt wird.
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Diffusionsrichtung

n n-1 n-2 i+1 i i-1 2 1 0

Elementbreite X
\_/——V_\’/

Flussigkeitssaule der Lange |

Abb. 4.8: Schema des numerischen Modells zur Berechnung des Bindungshemmtests in
ruhender Probe. Die Uber dem Transducer gedachte Flissigkeitssaule der
Probe mit der Lange | wurde in n Elemente der Breite x aufgeteilt. Die Trans-

duceroberflache ist Element 0, das Ende der Flissigkeitssaule Element n.

Die Diffusion des freien Rezeptors berechnet sich als Austausch von Element zu Ele-
ment nach dem 1. Fickschen Gesetz. Die Anderung der Konzentration an freiem Re-
zeptor Cggy in einem Element i durch Diffusion ergibt sich somit aus den Konzentrati-
onsdifferenzen zwischen Element i und dem vorherigen Element i-1 bzw. dem nach-
folgenden Element i+1. Der FluR3 j. zwischen Element i und i-1 berechnet sich damit
nach

~—C.,
L:—Aoﬁ%%ﬁ:—ADéﬁﬂL—ikﬂg (Gl. 4.11)

0 X
wéhrend dementsprechend fir den Fluf? von Element i+1 nach i gilt:

ECR(HI) _CR(i) O
Di

j. =—-AD
O X 0

(Gl. 4.12)
Dabei entspricht A der Flache der Flissigkeitssdule und X der Elementbreite. Um von
der Anderung der Teilchenzahl zur Konzentrationsanderung an freiem Rezeptor zu

kommen, missen Gl. 4.11 und 4.12 zusammengefat und durch das Volumen des Ele-
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mentes V = AX dividiert werden. Fiir die Anderung der Konzentration im Element i

innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls At gilt dann:

[(Criiy —2Ci +Chriivpy O
AC,, = D =R ~ 2R T nin png (Gl. 4.13)
R(i) |:| XZ D

Durch diese Konzentrationsanderung an freiem Rezeptor kommt es verstandlicherwei-

se auch zu einer Verschiebung des voreingestellten Gleichgewichtes

C; +Cq :&\CR_S in der Probe. Die dadurch verursachte Diffusion von frei geworde-

diss

nem Rezeptor Cg, freier Substanz Cg aber auch von Rezeptor-Substanz-Komplex Cg_g
kann analog zu Gl. 4.13 berechnet werden. Die Kinetik der Reaktionen wurde eben-

falls fur jedes Element i zu jeden Zeitintervall At wie folgt berechnet:

ACe i) = (_k 1Cq-sq) +kasslcR(i)CS(i)) A (Gl. 4.14)

diss

Analog kann somit auch die Anderung an freiem Rezeptor oder freier Substanz be-
rechnet werden. Als Ausgangskonzentrationen bzw. -bedingungen zum Zeitpunkt t=0
wurden, entsprechend dem Massenwirkungsgesetz, folgende Werte fir alle n Elemente
angenommen. Somit ergab sich fir die Anfangskonzentration des Rezeptor-Substanz-
Komplexes Cr.s mit der Rezeptorausgangskonzentration Cgq, der Substranzausgangs-

konzentration Cgy und der Affinitatskonstanten K

1
CRO +Cso +K %RO +C50 +RH
Crs=o) = 5 - 2 CroCso (Gl. 4.15)

und fir die Konzentrationen an freiem Rezeptor Cg und freier Substanz Cq

Cr =Cro ~Cross Cs =Cgp —Crg (Gl. 4.16)

Fur die nun folgenden Simulationsberechnungen wurden auf3erdem bestimmte Rand-
bedingungen gewahlt. So sollten ahnlich der vorangegangenen Berechnungen zur Dif-
fusion die Konzentrationen im letzten Element n keine Anderungen erfahren. Dies
wurde dadurch gewahrleistet, indem die Zahl der Elemente und damit auch die Breite
der Element so hoch bzw. klein gewahlt wurden, daB im zeitlichen Verlauf keine An-

derungen auftraten. Eine weitere Randbedingung betraf die Reaktionen auf der Trans-
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duceroberflache im Element 0. Hier sollte ebenfalls wie in den vorangegangenen Be-
rechnungen die Konzentration an freiem Rezeptor standig null sein, was bedeutet, daf3
freier Rezeptor durch die hohe Zahl an Bindungsstellen sofort an der Oberflache bindet
und bei Dissoziation nicht wieder zurtick in Lésung geht, sondern an anderer Stelle auf
der Oberflache verbleibt. Somit konnten die kinetischen Prozesse auf der Oberfl&che,
die in Abb. 4.7 mit den Ratenkonstanten k,ss2 und Kgiss2 flir Hin- und Ruckreaktion be-

schrieben sind, auBRer Acht gelassen werden.

Fur die Simulationsrechnungen wurden unterschiedliche Affinitatskonstanten K von
10*-10% L mol™ und unterschiedliche Dissoziationsratenkonstanten kgiss zwischen 107-
10' st ausgesucht, weshalb die Assoziationsratenkonstanten k, in einen Bereich zwi-
schen 10°-10° L mol™s™ lagen. Der Diffusionskoeffizient des freien Rezeptors wurde
hingegen nicht variiert, da davon auszugehen war, da3 nur bei hohen Diffusionskoeffi-
zienten der EinfluB an frei gewordenem Rezeptor eine Rolle spielen wird. Somit wurde
ein sehr hoher Diffusionskoeffizient mit D=10°cm?s™ gewahlt. Als Rezeptorausgangs-
konzentration wurde konstant Cgy=0,125 uM angenommen, da dies der in den Versu-
chen eingesetzten Thrombinkonzentration entsprach. Mit Hilfe der Berechnungen
sollten nun unter 0.g. Vorgaben Bindungshemmtests simuliert und ein geeignetes Mo-

dell zur Auswertung dieser Tests gefunden werden.

a) b)
L
0.012 oM —//
= 0.0125 uM 1.0} g=,
£ 0.0375 M
0.010F
s o.8f _ p
5 0.075 yM : K=10°[L mol]
£ 0008
= 0.125 uM 06p ® Referenz
= S 1 * ks10sT
AF _ g
oo 04r & Ky =10957]
" 0.375 uM o2k * k. =101s1]
£ o002 Ay .
1.25 M
0.000F 375 M ook
1 1 1 1 1 1 _lﬁ,l 1 " N \ .
0 20 40 60 80 100 0 M e M e

Zeit [s] Substanzkonzentration [uM]
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Abb. 4.9: Simulation von Bindungshemmtests in ruhenden Proben. a) Simulierte Bin-
dungskurven in Abh&ngigkeit von der Substanzkonzentration. b-d) Aus den
Bindungskurven resultierende Titrationskurven. Die Referenzkurve spiegelt
den Anteil an freiem Rezeptor nach dem Massenwirkungsgesetzt wider, wéah-
rend die anderen Kurven fur ein ruhendes System mit unterschiedlichen Dis-

soziationsratenkonstanten berechnet wurden.

Die Simulationen wurden mit steigender Substanzkonzentration durchgefiihrt, und die
erhaltenen Bindungskurven mit Hilfe der Wurzelanpassung ausgewertet (Abb. 4.9a).
Als ermittelte Signaldnderung S wurde die Menge an auf die Oberflache diffundiertem
freien Rezeptor nach 80 s angenommen, welche in Relation zur Signaldnderung Sy bei
einer Substanzkonzentration von Cs=0 gesetzt wurde (Abb. 4.9b-d). Die Titrationskur-
ven geben die Ergebnisse der simulierten Bindungshemmtests wieder, einmal als Refe-
renz berechnet nach dem Massenwirkungsgesetz gemall Gl. 2.2, und nach dem oben
beschriebenen numerischen Modell fur unterschiedliche Affinitatskonstanten und ver-
schiedene Dissoziationsratenkonstanten kgiss. Da das Ergebnis eines Bindungshemm-
tests der Konzentration an freiem Rezeptor im voreingestellten Gleichgewicht ent-
spricht, sollten die Titrationskurven in Abb. 4.9b-d gemal dem Massenwirkungsgesetz
(Gl. 2.2) ausgewertet, und die Affinitatskonstante K ermittelt werden kénnen. Es zeigte
sich aber, dal’ die Ergebnisse, die fur das ruhende System erhalten wurden, im Gegen-

satz zur Referenz, nicht mit Hilfe von Gl. 2.2 angepalit werden konnten.

Somit wurde nach einer anderen Interpretation gesucht und in der logistischen Funkti-

on gefunden:
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Smin - Smalx

[C f
e

Dabei entsprechen Sy, und Spax dem kleinsten bzw. gréiiten Signal, Csoermy der Sub-

Logistische Funktion S= +S (Gl. 4.17)

max

stanzausgangskonzentration am Testmittelpunkt T,,, an dem 50% des Signalhubs von

Smex — Smin €rreicht wird, Cso der jeweils eingesetzten Substanzausgangskonzentration

und p der Steigung im T,,. T,, kann hier als Mal3 fir die Affinitat der Substanz zum Re-
zeptor behandelt werden (Dudley 1985). Zusétzlich laRt sich aus T,, auch die Affini-

tatskonstante K berechnen, da am T,, gilt:
C..,=C ==Cpg (Gl. 4.18)

Wobei Cgram) und Cgr.srm die Konzentration an freiem Rezeptor bzw. Rezeptor-

Substanz-Komplexes im Testmittelpunkt darstellt. Da immer gilt:

C, =Cy, —Cps (G. 4.19)

ergibt sich aus Gl. 4.19 und dem MWG:

C
K=_rstw 1 (Gl. 4.20)
CR(Tm)CS(Tm) CS(Tm)
woraus sich fiir K ergibt:
K = 1 . 11 (Gl. 4.21)
Csom ~Crosry Csorr,) _ECRO

wobei Csormy der Substanzausgangskonzentration im T, entspricht.

Tab. 4.2 spiegelt das Ergebnis der Simulationsrechnungen wider. Anhand der Test-
mittelpunkte 148t sich, wie in Abb. 4.9 zu sehen ist, eine Verschiebung der Kurve zu
hoheren Substanzkonzentrationen feststellen. Dies bedeutet fur den Bindungshemmtest
in der Realitét, daB der dissozierende Teil an Rezeptor-Substanz-Komplex und der da-
mit frei werdende Rezeptor aufgrund der ruhenden Probe zusatzlich fur eine Bindung
sorgt, und damit zu einer vollstandigen Hemmung des Rezeptors hohere Substanzkon-

zentrationen notig sind. Flr das Ergebnis eines solchen Bindungshemmtest bedeutet
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dies, dal’ die Affinitat von Rezeptor zur Substanz als zu klein ermittelt wird, in Abhan-

gigkeit von der Dissoziationsratenkonstanten.

Tab. 4.2: Vergleich der durch Simulationsrechnungen von Bindungshemmtest in ru-
henden Proben erhaltenen Testmittelpunkte bzw. Affinitatskonstanten in Ab-

hangigkeit von Kgjss.

Vorausgesetzte Referenz gemaf Kaiss=107 [s7] Kiss=10° [s7] Kaiss=10" [s7]
Affinitatskonstante MWG
K [L mol™] T ber. K T ber. K T ber. K T ber. K
[uM] | [Lmol™] | [uM] | [Lmol™] | [uM] | [Lmol™] | [uM] | [Lmol]
10° 0,07 1,1-10° 0,15 1,1:10 0,19 7,410° | 0,21 6,9-10°
10° 1,06 1,0-10° 4,88 2,1:10° 8,52 1,2410° | 9,25 1,1:10°
10° 100 1,0-10* 483 2,1:10° 851 1,2:10° 869 1,2:10°

Ein weiterer Aspekt, der aus diesen Rechnungen sichtbar wird, ist, dal} die logistische
Funktion nicht zu einer korrekten Berechnung der Affinitdt herangezogen werden
kann. Besonders deutlich wird das fur K=10® L mol™, da aufgrund der zu hoch ge-
wahlten Rezeptorkonzentration mit 1,25-10”" M gegeniiber 1/K=10® M die resultieren-
de sigmoide Kurve zu asymmetrisch wird (siehe Kap. 2.1.3). Dadurch kann die Abwei-
chung des mit Hilfe der logistischen Funktion ermittelten K-Wertes der Referenzkurve

fir K=108 L mol™ erklart werden.

Als Fazit aus den Simulationsrechnungen lieR sich sagen, dafl ein Bindungshemmtest
durchaus in ruhenden Proben Anwendung finden kann. Die Bindungskurven lassen
sich mittels Wurzelanpassung sinnvoll auswerten, und ein aus dieser Auswertung er-
mittelter Wert fur die Signaldnderung zu einem bestimmten Zeitpunkt ist fur eine wei-
tere Datenauswertung geeignet und tragt dariiber hinaus auch zur Datenreduktion bei.
Zwar muB aufgrund der oben gezeigten besonderen Verhaltnisse in ruhenden Systemen
mit hoheren Substanzkonzentrationen zur vollstandigen Hemmung gerechnet werden,
und die ermittelten Affinitaten kdnnen bis zu einer GréfRenordnung in Richtung kleine-
rer Werte abweichen, dennoch ist die Methode fur die Anspriiche im HTS, d.h. ein-

fach, schnell und Reduktion der Daten, durchaus anwendbar.



4 Ergebnisse und Diskussion 59

4.1.2 Charakterisierung der Affinitdt von Thrombin zu kompetitiven Inhibitoren
mittels Bindungshemmtests in ruhenden Proben

Die theoretischen Grundlagen eines Bindungshemmtests in ruhenden Proben sollten
nun an einem realen Beispiel tberprift werden. Dazu diente die Protease Thrombin
und eine Reihe kompetitiver Inhibitoren mit einem Molekulargewicht zwischen 500
und 700gmol™. Die Untersuchungen wurden erst mittels eines RIfS-

Einzelkanalsystems durchgeftihrt.

Zuné&chst wurde nur der zeitliche Ablauf der Bindung von Thrombin an die Transdu-
ceroberflache, welche mit dem kupplungsfahigen Referenzinhibitor modifiziert wurde,
untersucht. Es galt zu kldren, ob entsprechend der vorangegangenen Aussagen eine
Auswertung mittels Anpassung an die Funktion S, = AVt +S, geeignet erscheint. Abb.

4.10 zeigt den Verlauf der Bindung unterschiedlicher Thrombinkonzentrationen auf

der Transduceroberflache.

= 1
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Abb. 4.10: Bindung von Thrombin an immobilisierten Thrombininhibitor in ruhender
Probe.

Es wurde nun versucht, Bindungskurven dieser Art wie 0.g. auszuwerten, was aber
gerade fiir kleine Thrombinkonzentrationen und den damit verbundenen kleinen Ande-

rungen der optischen Schichtdicke nicht mit groRen Erfolg gelang (nicht gezeigt). Aus
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diesem Grund wurde ein weiterer Parameter, nun ein linearer Faktor B, zur Auswer-

tung herangezogen, so dal die Funktion zur Kurvenanpassung nun lautete:
S, = AVt +Bt +S, (Gl. 4.22)

Der Faktor B sollte dabei den linearen Zuwachs der Schichtdicke beschreiben, der sich
durch das Bewegen der Probe ergibt. Solche Vorgange kdnnen zu Beginn der Messung
durch das Pipettieren geschehen, oder wéhrend der Messung durch Konvektion bei
Erwarmung der Probe etc. Die aus der Anpassung der Bindungskurven resultierenden
Werte fur A und B wurden auf ihre Aussagekraft fur die VVorhersage der Thrombinkon-
zentration untersucht. Bei der graphischen Auftragung der Werte fur A und B gegen
die Thrombinkonzentration (Abb. 4.11) konnte fur beide Faktoren ein linearer Zusam-
menhang zur Konzentration gefunden werden. Es wurde aber deutlich, dal Faktor A,
der die Abhangigkeit der Bindung von <t beschreibt, den wichtigeren der beiden
Faktoren darstellt. Faktor B weist dagegen sehr viel kleinere Werte auf, und die Stan-
dardabweichungen fur die Anpassung von Bindungskurven mit gleicher Konzentration

ist sehr viel hoher als bei Faktor A, was den zufélligen Charakter dieses Faktors ver-

deutlicht.
a) b)
0.08f
2" 0.06f =
(72} 1%}
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< o004 o
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Abb. 4.11: Zusammenhang zwischen den Faktoren A und B der Anpassungsfunktion

S, = AVt +Bt +S, und der Thrombinkonzentration. a) Faktor A zur Anpassung
an +t . b) Linearer Faktor B.

Wie oben erwéhnt wurde der lineare Faktor B wegen der damit besser zu erreichenden

Anpassung der Bindungskurven hinzugenommen. Um nun beide Parameter in die
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Auswertung einzubringen, wurden die Bindungskurven nach Gl. 4.22 angepalit und ein
Wert fir die Anderung der optischen Schichtdicke zu einem bestimmten Zeitpunkt
(i.d.R. zur Halbzeit der Bindung) berechnet. Abb. 4.12 zeigt den linearen Zusammen-
hang zwischen diesem ermittelten Wert und der eingesetzten Thrombinkonzentration.
Dies entspricht den in den Simulationsrechnungen gemachten Aussagen sehr gut (Abb.
4.6).

o o
S~ 2]

n. 175 s [nm]
o
N

Anderung opt. Schichtdicke

o
=)

0 2 4 6 8 10
Thrombinkonzentration [ug mL-]

Abb. 4.12: Linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration und der aus der Kur-
venanpassung ermittelten Anderung der opt. Schichtdicke nach 175 s. Es wur-
den jeweils 10 Bindungskurven vermessen.

Diese Ergebnisse zeigten, daR eine Auswertung der Bindungskurven mit Hilfe von

S, = AVt +Bt +S, geschehen konnten, so daB in den weiteren Experimenten ein Bin-

dungshemmitest durchgeftihrt werden konnte.
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Abb. 4.13: Bindungshemmtest fiir Referenzthrombininhibitor. a) Bindung von Throm-
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bin der Konzentration von 0,125 uM in Abhangigkeit von zugegebenen Inhi-

bitor. b) Aus der Auswertung der Bindungskurven durch Anpassung an
S, = AVt +Bt +S, im angezeigten Auswertebereich resultierende Titrations-

kurve.

Die Thrombininhibitoren wurden zunéchst im ruhenden System mittels eines Bin-
dungshemmitests untersucht. Abb. 4.13 zeigt exemplarisch den Verlauf der Experi-

mente. Die Bindung von Thrombin in Abhé&ngigkeit vom zugegebenen Inhibitor wurde
zeitaufgeldst verfolgt und gemaR der Anpassung an S, = AVt +Bt +S, ausgewertet. Aus

dieser Kurve wurde eine Schichtdickenénderung nach einem bestimmten Zeitpunkt als
Endwert errechnet. Der Auswertebereich wurde so gewahlt, dal? der Beginn der Bin-
dung nicht mit einbezogen wurde, da hier sich Fehler durch unterschiedliche Proben-

handhabung bzw. Pipettieren am deutlichsten zeigten.

Im folgenden wurden nun vier Inhibitoren unter 0.g. Bedingungen untersucht. Die re-
sultierenden Titrationskurven wurden mit Hilfe der logistischen Funktion (Gl. 4.17)

angepaft und der Testmittelpunkt T, bestimmt.
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Abb. 4.14: Ergebnis des Bindungshemmtests von Inhibitor 1 mit einem MG von

519,65 g mol™. Die eingesetzte Thrombinkonzentration betrug 0,125 pM.

Bei der Titration von Inhibitor 1 zeigte sich, daR trotz hoher Zugaben von Inhibitor
keine vollstandige Hemmung erreicht werden konnten, sondern nur bis etwa 30 % des
Ausgangssignals. Fur den Syi,-Wert bei der Anpassung an die logistische Funktion

wurde dieser Wert von 30 % gewahlt, woraus sich ein T,, von 0,42 uM ergab.
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Abb. 4.15: Ergebnis des Bindungshemmtests von Inhibitor 2 mit einem MG von

573,72 g mol™. Die eingesetzte Thrombinkonzentration betrug 0,125 pM.

Fur Inhibitor 2 war eine Hemmung bis unter 10 % mdglich, wéhrend fur Inhibitor 3
wiederum nur eine Hemmung bis 20 % durchfiihrbar wurde. Es liel} sich ein Testmit-

telpunkt von 0,02 bzw. 21,95 uM fir diese Inhibitoren bestimmen.
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Abb. 4.16: Ergebnis des Bindungshemmtests von Inhibitor 3 mit einem MG von
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Abb. 4.17: Ergebnis des Bindungshemmtests von Inhibitor 4 mit einem MG von

699,64 g mol™. Die eingesetzte Thrombinkonzentration betrug 0,125 pM.

Bei der Titration von Inhibitor 4 zeigte sich, das diese Substanz nur schlecht wasser-
I6slich ist, so daf’ hier in PBS mit 10 % (v/v) Methanol gearbeitet werden mufite. Die
Konzentration an Methanol wurde mit Riicksicht auf den EinfluR von Methanol auf

den Brechungsindex und damit auf das RIfS-Signal nicht héher gewéhlt, so daR im
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Falle von Inhibitor 4 die maximale Lo6slichkeit erreicht wurde und aus diesem Grund

keine weitere Hemmung des Thrombins zu sehen war.

Um nun einen Unterschied zwischen nicht geriihrtem und gertihrtem System unter ver-
gleichbaren Bedingungen zu erhalten, wurden die 4 Inhibitoren ebenfalls mit Hilfe ei-
ner FIA, also in einem gertihrten System, mittels Bindungshemmtest charakterisiert.
Zur Auswertung der Bindungskurven von Thrombin in Abhéngigkeit des zugegebenen
Inhibitors wurde diesmal mittels linearer Regression die Steigung der Bindungskurven
ermittelt. Der Auswertebereich lag dabei in vergleichbaren Grenzen wie bei den Ver-
suchen im ungerlhrten System. Abb. 4.18 zeigt die Titrationskurven fur die vier Inhi-
bitoren, die ebenfalls mit Hilfe der logistischen Funktion angepalit wurden und nicht
mit dem Bindungshemmtest zugrunde liegende Modell (Gl. 2.2). Es féllt wieder auf,
dal? mit den Inhibitoren 1 und 4 keine vollstandige Hemmung mdglich wurde, die er-
reichte Hemmung lag aber mit jeweils 20 % hoher als im nicht geriihrten System. Auf-
grund der vorausgegangenen Simulationsberechnungen kann man nicht davon ausge-
hen, dalR der beobachtbare Offset durch Dissoziation des Thrombin-Inhibitor-
Komplexes zustande kommt, da dies durch hohere Konzentrationen an Inhibitor aus-
geglichen werden sollte. Im Fall des Inhibitor 4 ist das Erreichen der maximalen Los-
lichkeit eine mogliche Erklarung. Unter Umstanden konnte dies auch fur Inhibitor 1

gelten, obwohl dies bei den Experimenten nicht sichtbar wurde.

a) b)
% 10} e 10f [
b ]
5 b
é’ 08F 6 0.8
(&) =
b &a
2 osf = 06f
o o
o o
o (o))
04F
2 o4 5
2 3
p 0.2
= o2t = <
(5] —
—_ [}
— 00.
00 1 (,I....I 2 a2 2 aassl 2 a2 2 aassl 2 a2 2222l 2 1 (,l......l aasal aaaal i At 0 0 44)
0 103 102 10t 100 0 10° 102 10t 10°
Thrombininhibitor [uM] Thrombininhibitor [uM]



66 4.1 Bindungshemmtest in ruhenden Proben

(,I /,I
@ 10fE o 10 #
S X S x
i< 35
§ 08F 5 08
£ =
(&3 O
(%] | n
= 06 2 osk
3 53
2 o4} =2
5 S 04
S
(5] (5]
e o2t =]
< <C 0.2
2 oo ¥ [
1 (’I......I AW w R | a2 2 aaaaal a2 2 aaaaal i 00 1 ,,l....nl et aasal et aaasal et aaasal
0 10° 10?2 10t 10° ) 10° 10? 10 100
Thrombininhibitor [uM] Thrombininhibitor [uM]

Abb. 4.18: Ergebnis der Bindungshemmtests fir 4 Thrombininhibitoren mit Hilfe einer
FlieRinjektionsanlage (FIA). a) Inhibitor 1. b) Inhibitor 2. ¢) Inhibitor 3. d)
Inhibitor 4. Die eingesetzte Thrombinkonzentration betrug 0,025 pM.

Einen Vergleich der aus den Bindungshemmtests ermittelten Testmittelpunkte ist in
Tab. 4.3 aufgelistet. Wie aus den Simulationen vorhergesagt werden konnte, nehmen
die Testmittelpunkte im nicht gerlhrten System zu. Dies erstreckt sich Uber bis zu 3
Groélienordnungen. Die groRte Abweichung ist dabei bei Inhibitor 3 zu sehen, wo eine
Anderung um Faktor 2000 zu sehen ist. Der Vollstandigkeit wegen muR hier aber er-
wéhnt werden, dal? der verwendete Inhibitor 3 fiir die Versuche im geriihrten und nicht

geriihrten System nicht aus der gleichen Charge stammt.

Tab. 4.3: Vergleich der Testmittelpunkte Bindunghemmtests fur verschiedenen Inhibi-

toren ermittelt in gerthrten und nicht gerihrten Proben.

Thrombininhibitor Testmittelpunkt T, [UM]

bestimmt in bewegten Pro- | bestimmt in ruhenden Pro-

ben ben
Inhibitor 1 0,03 0,42
Inhibitor 2 0,01 0,02
Inhibitor 3 0,01 21,95

Inhibitor 4 0,05 5,72
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Abschlielend kann man sagen, dal auch anhand eines realen Beispieles die Einsetz-
barkeit des Bindungshemmtests in nicht gertuhrten Systemen mdglich ist. Wiederum
mul} aber bei der Ermittlung von Affinitatskonstanten mit einer Abweichung zu hohe-
ren Werten gerechnet werden, so dal dieses System fur eine genaue Bestimmung nicht

geeignet ist. Die primare Auswertung der Bindungskurven nach S, = AJt +Bt +S, hat

sich nach Einfiihrung eines weiteren Parameters als praktikabel erwiesen und fiihrt zu

der erwiinschten Datenreduktion.

4.1.3 Bindungshemmtests von Thrombininhibitoren mit kleinem Probevolumen

In vielen Fallen bioanalytischer Anwendungen spielt die Menge oder Konzentration
der dazu bendtigten biologischen Komponente oft eine limitierende Rolle. Die kann
zum einem an einer sehr geringen Ausgangskonzentration im frischen Rohextrakt oder
zum anderen an Verlusten bei der Aufbereitung der Probe bzw. an einer Instabilitat der
Molekiile liegen. Da der Nachweisgrenze einer Methode technische Grenzen gesetzt
sind, ist ein moglicher Weg der Materialersparnis die Verkleinerung der Probe. Dies ist
mit ein Grund, weshalb groRe Anstrengungen im Bereich des HTS gemacht werden,
um durch Einfiihrung von Mikrotiterplatten mit hoherer Kavitatendichte von 384 und
1536 anstatt 96 nicht nur den Durchsatz zu erhéhen, sondern gleichzeitig auch an Pro-

benvolumen einzusparen (Kapitel 2.1.2).

Im Folgenden sollte hier anhand des Thrombin/Inhibitor-Systems nachgewiesen wer-
den, ob Bindungshemmtests auch in kleinen ruhenden Volumen durchzufihren sind.
Die zuvor vorgestellten Untersuchungen in ruhenden Systemen wurden in 50 uL Vo-
lumen durchgefihrt. Nun wurde eine Mef3kiivette mit einem Durchmesser von 2,2 mm
verwendet, mit der Messungen mit einem Volumen von 5 pL mdoglich sein sollten,

welche mit Hilfe einer Hamiltonspritze gehandhabt wurden.
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Abb. 4.19: Bindung von Thrombin in Abhangi[gleit unterschiedlicher Konzentration
von Thrombininhibitor 2. Die Messungen wurden im ruhenden System mit ei-
nem Volumen von 5 pL durchgefihrt. Die Thrombinkonzentration betrug
0,125 pM.

Mit dieser kleine Mel3kivette wurde ein Bindungshemmtest fiir Inhibitor 2 durchge-
fihrt. Die Bindung von Thrombin unter dem EinfluR zugegebenen Inhibitor ist in Abb.

4.19 gezeigt.

Im Gegensatz zu groBeren Volumina tber 20 pL bestand bei diesen Versuchen die
Schwierigkeit vor allem in der manuellen Handhabung der kleinen Volumina. So
mulite flr eine sinnvolle Auswertung der Bindungskurven der entsprechende Auswer-
tebereich weiter nach rechts verschoben werden, um dem System eine gewisse Zeit zur
Beruhigung zu geben. Vor allem machten Luftblasen, die am Rand der MeRzelle ent-
standen, Schwierigkeiten, da sie flr eine lange Drift des Signals sorgten und somit die
Auswertung erschwerten bzw. unmdglich machten. Daruiber hinaus erhielt man, vergli-
chen mit groReren Volumen, die gleichen Signaldnderung von etwa 300 pm fur reines

Thrombin.

Nach der Auswertung der Bindungskurven nach dem ublichen Schema mittels Kur-
venanpassung erhielt man eine Titrationskurve, die wiederum mit Hilfe der logisti-
schen Funktion angepalt werden konnte. Abb. 4.20 zeigt eine solche Titrationskurve.

Eine Hemmung des Thrombins bis unter 50 % war unter diesen Bedingungen méglich,



4 Ergebnisse und Diskussion 69

ebenso wie eine Auswertung mit Hilfe der logistischen Funktion. Der ermittelte Test-
mittelpunkt betrug in diesem Fall 0,11 uM und ist damit um das funffache hoher als in
den vergleichbaren Experimenten mit 50 pL Probenvolumen. Dies mag unter anderem
an den Schwierigkeiten der Probenhandhabung liegen, die eine ungenaue Auswertung
der Bindungskurven mit sich brachten. Ein anderer Punkt, der aber leider nicht nach-
gewiesen werden konnte, kann in der Erhohung des Oberflachen/\VVolumen-
Verhéltnisses der Melkivette liegen. Fir ein Volumen von 50 pL in einer Kiivetten
mit einem Durchmesser von 3,6 mm ergibt sich ein Verhdltnis von
70/50 [mm™] = 1,4 [mm™], wahrend bei 5 pL Proben bei einer 2,2 mm Kiivette sich
das Verhaltnis mit 3/5 [mm™] = 2,6 [mm™] fast verdoppelt. Dadurch ist es denkbar,
dalR mehr Substanz an den Wanden der Mel3kiivette adsorbiert werden kann und somit
dem System entzogen wird, was sich in einer Verschiebung der Titrationskurve wider-

spiegelt.
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Abb. 4.20: EinfluR von Thrombininhibitor 2 auf die Bindung von 0,125 uM Thrombin.

Die Anpassung geschah mit Hilfe der logistischen Funktion.

Letztendlich kann man sagen, daB auch in kleineren VVolumina ein Bindungshemmitest
durchzufihren ist. Schwierigkeiten mit der Probenhandhabung und dem ungunstigeren
Verhdltnis von Oberflache zu Volumen missen dabei einkalkuliert werden. Diesen

Problemen kann aber zum einen mit einer automatisierten Probenhandhabung und zum
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anderen mit einer geeigneten Auswahl der Materialien, aus denen die Mel3kiivette oder

spater die Mikrotiterplatte besteht, begegnet werden.

4.2 Untersuchung des Ostrogen bindenden Proteins (EBP) von Candida

albicans mittels RIfS

Markierungsfreie optische Methoden zur Untersuchung biomolekularer Wechselwir-
kungen, wozu auch RIfS gehort, zeichnen sich fur ihren weiten Bereich an Anwen-
dungsmaoglichkeiten aus. VVoraussetzung ist dabei nur eine Immobilisierung eines der
Bindungspartner. So sollte mit einem neuen Target fir die Wirkstoffsuche das Ostro-

gen bindende Protein aus der Hefe Candida albicans mittels RIfS untersucht werden.

4.2.1 Charakterisierung von EHS-Transducern

Der erste Schritt zur Charakterisierung des EBP, die zundchst in einer FIA mittels RIfS
erfolgen sollte, war die Modifikation eines Transducers, der mit AMD belegt war. Da
EBP in der Lage ist, Estradiol zu binden (Buckman et al. 1998), wurde Estradiolhemi-
succinat (EHS), ein Derivat, das eine Carboxygruppe zu kovalenten Immobilisierung
bietet, auf AMD gekuppelt, und sowohl auf unspezifische als auch auf spezifische
Wechselwirkungen hin untersucht. Die erfolgreiche Durchfiihrung des zur Kupplung
des EHS entwickelten Protokolls konnte mit einem Anti-Estron-Antikérper nachge-

wiesen werden, der in der Lage war, EHS auf der Oberflache zu binden (Abb. 4.21 a).
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Abb. 4.21: a) Charakterisierung eines EHS-Transducers mit verschiedenen Konzen-
trationen eines Anti-Estron-Antikorpers. b) Charakterisierung der unspezifi-
schen Wechselwirkungen der eingesetzten EBP-Fraktion auf einem mit Chol-
sdure modifizierten AMD-Transducer. Die anschlieBende Regeneration der

Transducer wurde in beiden Fallen mit 10 mM HCI durchgefiihrt.

Andererseits wurde auch die unspezifische Wechselwirkung der fur diese Versuche
eingesetzten EBP-L6sung untersucht. Hierzu wurde ein Transducer zunéchst mit AMD
und danach mit Cholséure, das eine ahnliche Struktur und damit auch ahnliche hydro-
phobe Eigenschaften wie Estradiol zeigt, nicht aber von EBP gebunden werden kann,
modifiziert und die vorhandene Fahigkeit des EBPs untersucht, auf diesen Transducer
unspezifisch zu binden (Abb. 4.21 b). Es konnte festgestellt werden, dalR sowohl bei
einer Konzentration von 5 als auch von 50 pg mL™ keine nennenswerten unspezifi-

schen Wechselwirkungen auftraten.

Ein weiterer Punkt zu Beginn der Studien war die Untersuchung der unspezifischen
Wechselwirkung des EHS-Transducers mit einem Fremdprotein und der spezifischen
Bindung des EBPs. Als Fremdprotein wurde eine Ovalbuminlésung herangezogen, die
trotz hoher Konzentration keine nennenswerte Bindung an die Transduceroberflache
zeigte (Abb. 4.22). Spezifische Wechselwirkungen des EBPs mit der Oberflache
konnten sowohl bei einer Konzentration von 5 als auch von 50 pg mL™ erkannt wer-

den, die mit Hilfe von 10 mM HCI vollstandig regeneriert werden konnten (Abb. 4.22).

ImgmLtOva 5pgmL!EBP 50 ug mL* EBP 10 mM HCI
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Abb. 4.22: Charakterisierung eines EHS-Transducers. Zunachst wurde die unspezifi-
sche Wechselwirkung der EHS-Transduceroberflache mit einer 1 mgmL™
Ovalbuminlésung (Ova) getestet, worauf zweimal EBP, einmal 5 und einmal
50 pg mL™* auf den Transducer gegeben wurden. Die Bindung des EBP konnte

mit 10 mM HCI wieder regeneriert werden.

4.2.2 Untersuchung von EBP-Kompetitoren

Der néchste Schritt war die Bestimmung der Affinitat einer Reihe von Kompetitoren
des EBP. Dies sollte wieder mit Hilfe eines Bindungshemmtest geschehen, wobei der
Transducer mit EHS modifiziert blieb. Hier wurde ein Vorteil des Bindungshemmtests
sichtbar, der es erlaubt, auf ein und demselben Transducer unterschiedliche Substanzen

zu testen, ohne den immobilisierten Bindungspartner stdndig austauschen zu missen.

Abb. 4.23 zeigt die Bindungskurven des EBP in Abhéngigkeit von zugegebenem EHS.
Obgleich die eingesetzte EBP-Konzentration von 0,07 uM relativ klein war, und eine
Absattigung der Bindungsstellen auf dem Transducer aufgrund der nur geringen
Schichtdickenzunahme von 0,5 nm nicht anzunehmen war, zeigten die Bindungskur-
ven eine leichte Krimmung auf, was eigentlich fur Messungen in ruhenden Proben
sprache, wie im vorangegangen Kapitel erortert, aber in einem gerlhrten System wie
diesem eher fir eine kinetisch kontrollierte Bindung spricht. Ob dies nun der Fall war,
konnte nicht eindeutig ermittelt werden. Skowronski (1989) ermittelte fir die Wech-
selwirkung zwischen EBP und Estradiol eine Dissoziationsratenkonstante wvon
13,2 +1,7+10" s und eine Affinitatskonstante von 12,3 +2,1¢10° M*, was eine Asso-
ziationsratenkonstante von 1,6¢10” L mol™s™ entspricht. Diese ist fiir biologische Sy-
steme recht hoch und kommt einer diffusionslimitierten Assoziationsratenkonstanten,
die zwischen 10" und 10° L mol™s™ liegen kann (Wedler 1987), sehr nahe. Unter Um-
stdnden liegt der ungewohnliche Verlauf der Bindungskurven auch an der Beschaffen-
heit der Transduceroberflache, da gezeigt werden konnte, dall im Vergleich zum
Thrombinsystem (Abb. 4.1) statt einer zu erwartenden Maximalbelegung von 10 nm

nur 4-5 nm erreicht werden konnten.
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Aus diesem Grund wurde bei der Auswertung der Bindungskurven auf eine, wie im
FIA-System 0blich, lineare Anpassung verzichtet, und als Wert fir die Konzentration
des freien Rezeptors die Anderung der optischen Schichtdicke nach einem bestimmten
Zeitpunkt herangezogen. Es wurde dabei deutlich, dal eine vollstandige Hemmung mit
EHS nicht moglich war, sondern nur 20 % Hemmung erreicht wurden. Dies kann an
der beschrénkten Loslichkeit des EHS in Wasser liegen. Die Auswertung der daraus
resultierenden Titrationskurve geschah wiederum mit Hilfe der logistischen Funktion
und ergab einen Testmittelpunkt von 0,05 uM. Unter Beriicksichtigung der schon in
Kapitel 4.1.1 gemachten Einschrankung, aus dem T,-Wert eine Affinitatskonstante
abzuleiten, ergab sich eine Affinitatskonstante von K=2,4¢10" M, die um zwei Gro-
RBenordnungen Kleiner ist als die von Skowronski (1989) ermittelte. Hinzuzufiigen ist
dabei aber, daR die hier gezeigten Untersuchungen an einem EBP-GST-Fusionsprotein
stattfanden, wahrend die in der Literatur beschriebenen Affinitaten flr das natdrliche

EBP gelten. Dies kann naturlich ein Grund fir die unterschiedlichen Affinitat sein.
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Abb. 4.23: Bindung von EBP an einen EHS-Transducer in Abhangigkeit von zugege-
benen EHS. Die eingesetzte EBP-Konzentration betrug 5 pg mL™; das ent-
spricht 0,07 pM.
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Abb. 4.24: Affinitatstitration von EBP mit EHS. Die Kurvenanpassung erfolgte mit der

logistischen Funktion.

Als weiteren Kompetitor wurde in den néchsten Experimenten Estradiol untersucht.
Ebenfalls wurde hier ein mit EHS modifizierter Transducer verwendet. Sowohl die
Bindungskurven als auch die daraus resultierende Titrationskurve sind in Abb. 4.25
dargestellt. Die Ermittlung eines Testmittelpunktes von 0,05 uM erbrachte keine Ver-
anderung zum vorherigen Ergebnis, so dall man sagen kann, dal} der Succinatrest des
Estradiols keinen EinfluR auf die Affinitat des EBP zu haben scheint.
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Abb. 4.25: Bindung von EBP an einen EHS-Transducer in Abhangigkeit von zugege-
benen Estradiol. Die eingesetzte EBP-Konzentration betrug 5 ug mL™ a) Bin-

dungskurven b) Titrationskurve

In dhnlicher Weise wurden daraufhin weitere Substanzen auf ihre Affinitat zum EBP
untersucht. Ein Teil der Substanzen gehorten dabei zu den natirlichen Ostrogenen,
wéhrend ein anderer Teil zu den Phytoestrogenen gerechnet wird, Substanzen des
pflanzlichen Sekundarstoffwechsels, die hormonelle oder pharmazeutisch relevante
Wirkung besonders in der Krebsbekdmpfung zeigen (Breinholt et al. 1998, Knight et
al. 1995). Abb. 4.26 gibt die Strukturformeln der untersuchten Substanzen wieder. Die
Substanzen lagen als Stammldsung in einer Konzentration von 5 mM in DMSO und im
Falle des Kédmpferols in Methanol vor und wurden in PBS bis zu einer Endkonzentra-
tion von 100 uM fiir nur méRig bis gar nicht affinen Substanzen verdlnnt. Die damit
einhergehende DMSO-Konzentration von 2 % (v/v) in der Proben hatte keinen Einflu
auf das RIfS-Signal und mufte somit auch nicht durch Referenzmessungen eliminiert

werden.
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Abb. 4.26: Strukturformeln der Untersuchten Kompetitioren des EBP.

In der folgenden Abbildung (Abb. 4.27) sind die mittels der einzelnen Bindungs-
hemmtests ermittelten Testmittelpunkte in Relation zum Testmittelpunkt fur Estradiol
dargestellt. Zwar erweckt die gewdéhlte Darstellung den Eindruck, dal die getesteten
Substanzen im Vergleich zum Estradiol eine sehr geringe Affinitdt zum EBP zeigen.
Die aus den Testmittelpunkten berechneten Affinitdtskonstanten zeigen aber, daR die
Ostrogene Estron, Estriol und auch das 8a-Estradiol eine Affinitat zum EBP in der
GroRenordnung des Estradiols aufweisen, wahrend die Phytotdstrogene Daidzein und
Ké&mpferol jeweils um eine GroRenordnung geringere Affinitat zeigen. Fir Mirestrol
und 4-OH-Tamoxifen konnten keine Affinitat zum EBP gefunden werden. Die Affini-
tatskonstanten sind hier nicht aufgefiihrt, da der Fehler bei der Bestimmung groRer als

der ermittelte Wert ware.

In wieweit die Loslichkeit der doch stark polaren Substanzen Einflu} auf dieses Er-
gebnis austibte, konnte nicht festgestellt werden. Es spielte aber u.U. eine Rolle in der
nicht zu ermittelnden Affinitdt der beiden Phytoostrogene Mirestrol und 4-OH-
Tamoxifen zum EBP. Dagegen konnte recht gut beobachtet werden, wie stark sich der
strukturelle Unterschied zwischen Estradiol und 8a-Estradiol hinsichtlich der Affinitat
zum EBP deutlich macht, denn wahrend Estradiol ein in einer Ebene liegendes Mole-
kal ist, ist 8a-Estradiol in seiner Mitte gewinkelt und stellt damit u.U. ein sterisches

Hindernis in der Bindungstasche des EBP dar.
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Abb. 4.27: Testmittelpunkte der Bindungshemmtests fiir die getesteten EBP-
Kopmpetitoren in Relation zum ermittelten Testmittelpunkt fiir Estradiol (Abb.
4.25).

Mit Hilfe des EBP-Systems konnte die Vielseitigkeit markierungsfreier Methoden ge-
zeigt werden. Mit Hilfe des Bindungshemmtests konnten eine Reihe von Substanzen
auf ihre Bindungsfahigkeit zum EBP Uberpriift werden. Dabei stellte sich der Vorteil
dieses indirekten Testformates heraus, auf einer Transduceroberflache unterschiedliche

Substanzen testen zu konnen.
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4.3 Assayentwicklung fur ein paralleles RIfS-Detektionssystem

Drei unterschiedliche Entwicklungsstufen des parallelen RIfS-Detektionssystem wur-
den im folgenden untersucht, die Implementierung des Bindungshemmtests durchge-
fihrt und Protokolle zur Modifikation der Transduceroberflache fir das parallele Sy-

stem angewendet.

4.3.1 Untersuchungen des ersten parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator Oa

Am Demonstrator Oa sollte neben der technischen Realisierung auch die Implementie-
rung von Assays und der Transducermodifikation fir eine Flache von 45x60 mm? ge-
zeigt werden. Dazu wurden zundchst das Drift- und Rauschverhalten des Aufbaus un-
tersucht. Eine Wellmaske wurde ber ein Array von 8x5 Kavitaten nach einem Kame-
rabild (wie in Abb. 4.28 dargestellt) erstellt, die fiir die richtige Zuordnung der Kavi-
taten und der die Kavitaten abbildenden Pixel sorgte. Diese Maske muf3te fiir jeden neu
aufgelegten Transducer neu angefertigt werden, da eine genaue reproduzierbare Posi-
tionierung des Transducers in der verlangten Qualitadt nicht méglich war. Die ovale
Abbildung der in der Realitdt runden Kavitéaten ist durch die vom rechten Winkel (50°)
abweichende Ausleuchtung der Transducerunterseite begriindet. Man erkennt deutlich,
dal? keine homogene Ausleuchtung gegeben ist. Vor allem am rechten Rand ist die
Ausleuchtung sehr lichtschwach. Dies lag zum einen am optischen Aufbau und an der
verwendeten DALSA-Kamera mit 256x256 Pixel, die eine Abbildung einer Flache von
nur knapp 31x45 mm? erlaubte. Zum anderen wurde zum Befestigen der Probenplatten
auf den Transducer ber eine Silicondichtung ein Uber die Platte unterschiedlicher
Druck ausgelbt. Dies zusammen mit dem Glycerin, das zum Aufbringen des Transdu-
cers auf eine unter dem Transducer befindlichen Keilplatte genutzt wurde, flihrte zu
geringen Verwerfungen des Transducer, die Ursache fur das inhomogene Reflexlicht

waren.
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Abb. 4.28: Kamerabild des vom Transducer reflektierten Lichtes bei einer Wellenlan-

ge. Deutlich sind die Kavitaten zu erkennen, wonach die Zuordnungsmaske

fur die Kavitaten und den dazugehérigen Pixel erstellt wurde.

Aus der Inhomogenitét der Ausleuchtung und den Fehlern des optischen Aufbaus und
des Monochromators resultierten unterschiedliche Lagen des Extremums des Interfe-
renzspektrums, das flr jede einzelne Kavitat bestimmt wurde (Abb. 4.29a). Die Extre-
ma lagen zwischen 727 und 736 nm. Die Standardabweichung mehrerer Schichtdik-
kenbestimmungen als Mal} fir das Rauschen lag zwischen 11 und 135 pm. Dabei war
ein deutlicher Gang von links nach rechts zu héherem Rauschen zu sehen (Abb.

4.29b), der mit der Ausleuchtung und der geringen Lichtintensitdt zusammenhing.
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Abb. 4.29: a) Verteilung der Lage des Extremums des Interferenzspektrums jeder Ka-

vitdt auf dem Transducer. b) Standardabweichung fur die Bestimmung der
Lage des Extremums als Mal} des Rauschens in jeder Kavitat fur 10 Messun-

gen in pm.

Zur Uberprifung der Transducermodifikation, die mit der dafiir entwickelten Sand-

wichmethode durchgefiihrt wurde, wurden Transducer mit Aminodextran und dem
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Referenzthrombininhibitor modifiziert. Bindung unterschiedlicher Thrombinkonzen-
trationen konnte simultan in verschiedenen Kavitaten beobachtet werden (Abb. 4.30a).
Die Auswertung der Bindungskurven erfolgte, wie schon gezeigt, mit Hilfe der Anpas-
sung an eine Wurzelfunktion. Ein linearer Zusammenhang zwischen der Anderung der
optischen Schichtdicke nach 300 s und der eingesetzten Thrombinkonzentration konnte
erwartungsgeman gezeigt werden (Abb. 4.30b). Ein Unterschied zwischen dem Mehr-
kanalsystem und dem Einzelkanalsystem wurde hier deutlich. W&hrend im Einkanalsy-
stem nach 300 s eine Anderung der optischen Schichtdicke von 8 nm bei einer Throm-
binkonzentration von 100 pug mL™ gemessen wurde (Abb. 4.1a), betrug die Anderung
im Mehrkanalsystem nach 300 s lediglich 3 nm. Dies ist mit dem schragen Einfalls-
winkel des Lichtes und der damit verbundenen Reduktion des Signalhub zu erkl&ren.
Dies bedeutet letztendlich, dalR mit einer Verringerung des Signalhubs um die Halfte

gerechnet werden mufte.
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Abb. 4.30: Bindung von Thrombin mit Hilfe des Demonstrators Oa beobachtet. a) Un-
terschiedliche Thrombinkonzentrationen wurden zeitgleich in verschiedenen
Kavitaten vermessen. b) Linearer Zusammenhang zwischen der Anderung der
optischen Schichtdicke nach 300 s und der eingesetzten Thrombinkonzentrati-

on.

Die Bindungskurven in Abb. 4.30a zeigen das eigentliche Problem des Demonstrators
0a, namlich ein recht hohes Rauschen, das bei besonders hohen Werten bzw. Ausrei-
Rern in allen Kavitdten korreliert auftritt. Es wurde auch deutlich, daR eine hohere

Thrombinkonzentration fir den Bindungshemmtest verwendet werden muf3te. So wur-
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de die Thrombinkonzentration von den normalerweise eingesetzten 0,125 uM auf das
Doppelte erhoht. Ein Bindungshemmtest konnte unter diesen Bedingungen durchge-
fihrt werden (Abb. 4.31). Wahrend die Auswertung der Bindungskurven mit Hilfe der
Wurzelanpassung geschah, wurde die resultierende Titrationskurve mit der logisti-
schen Funktion angepalit. Obwohl ein sehr hoher Offset von etwa 0,4 zu beobachten
war, der vermutlich aus der Alterung des Transducers herriihrte, wurde ein Testmittel-
punkt von T,,=0,06 uM festgestellt, der sich in der gleichen GréRenordnung befindet,

wie der im Einkanalsystem ermittelte T, von 0,02 uM.
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Abb. 4.31: Bindungshemmtest fiir Thrombininhibitor 2. a) Bindung von Thrombin der
Konzentration von 0,25 uM in Abh&angigkeit zugegeben Inhibitors. Die Bin-
dungen wurden simultan gemessen. b) Aus der Auswertung der Bindungskur-

ven durch Anpassung an S, = AVt +Bt +S, im angezeigten Auswertebereich

resultierende Titrationskurve.

Ein weiteres System unter Verwendung eines direkten Assays wurde auf dem Demon-
strator Oa versucht, die Interkalierung von Substanzen in DNA. Dazu wurde zundchst
DNA auf einen gereinigten Transducer (ber elektrostatische Wechselwirkungen im-
mobilisiert. Als Grundlage diente Polyethylenimin in PBS auf das im Ultraschallbad
gescherte DNA inkubiert wurde. Diese Immobilisierung konnte zeitaufgelost parallel
verfolgt werden (Abb. 4.32). Ein néchster Schritt war die Beobachtung der Interkalie-
rung von Doxorubicin in DNA. Abb. 4.33 zeigt die zeitlich verfolgte Bindung von
Doxorubicin an DNA. Es wurde deutlich, daB eine Konzentration von 500 pg mL™ ein

ausreichend hohes Signal lieferte, so dall es mit dem Demonstrator Oa detektiert wer-
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den konnte. Es zeigte sich aber auch, dal3 die Bindung in den Kavitaten sehr inhomo-
gen verlief. So belief sich die Anderung der optischen Schichtdicke nach 300 s von 1
bis 2,5 nm. Damit wurde es schwierig, Ergebnisse innerhalb der einzelnen Kavititen

zu vergleichen.
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Abb. 4.32: Immobilisierung von DNA auf einen gereinigten Transducer Uber elek-
trostatische Wechselwirkungen. Zunachst wurde das Polykation Polyethy-
lenimin und danach gescherte DNA auf dem Transducer inkubiert. Gezeigt

sind Bindungskurven fiir verschiedene Kavitaten, die parallel gemessen wur-

den.
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Abb. 4.33: Interkalierung von Doxorubicin in DNA, hier parallel in verschiedenen Ka-

vitaten beobachtet.

Probleme zeigten sich auch hier weiterhin im hohen Rauschen und starken AusreiRern,
die in allen Kavitaten korreliert auftraten und auf Fehler in der Optik und Detektion,
vor allem aber in der Ungenauigkeit des Lyotfilters beruhten (Rothmund 1999). Aus
diesem Grund war es wichtig, weitere Verbesserungen am Demonstrator Oa durchzu-
fihren. Es konnte aber mit dem System gezeigt werden, dal} die Transducermodifikati-
on auch fir groRe Flachen durchzufiihren war und dal die Bindungskurven den theo-
retischen Berechnungen fir ruhende Proben gehorchten. Somit konnte die Auswertung

von Bindungskurven durch Anpassung an eine Wurzelfunktion beibehalten werden.

4.3.2 Untersuchungen des parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator Ob

Der Demonstrator 0Oa wurde in einigen Bereichen umgebaut. So wurde das Lyotfilter
durch ein Filterrad mit 6 festen Interferenzfiltern ersetzt. Auch die Kamera wurde er-
setzt und bot nun eine Auflésung von 640x480 Pixel. Damit war es moglich, auf dem
Chip sowohl das reflektierte Licht des Transducers als auch das einer unter dem
Transducer befindlichen Keilplatte zeitgleich zu detektieren, was eine Referenzierung
der Lampe ermoglichte. Dies fuhrte somit zu einem niedrigeren Rausch/Signal-
Verhaltnis, einer homogeneren Bestimmung der optischen Schichtdicke (Abb. 4.34a)
und einer niedrigeren Standardabweichung dieser Schichtdickenbestimmung (Abb.
4.34b). Die Uber den Transducer hinweg ermittelten optischen Schichtdicken lagen in
einem Bereich von 431 bis 436 nm, also in einer etwa halb so groRen Spanne als beim
Demonstrator Oa, und die Standardabweichung lag ebenfalls deutlich unter der des
Vorgéngermodells, in weiten Bereichen unterhalb von 10 pm.

a) b)
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Abb. 4.34: a) Verteilung der optischen Schichtdicke jeder Kavitat auf dem Transducer.
b) Standardabweichung der Bestimmung der optischen Schichtdicke jeder Ka-
vitat fur 10 Messungen in pm.

Auch beim Demonstrator Ob wurde eine grundlegende Charakterisierung des Aufbaus
mit Hilfe des Thrombin als Modelltarget durchgefuhrt. Zunachst wurden Transducer
mit dem bewdahrten Verfahren im Sandwich mit dem Referenzthrombininhibitor modi-
fiziert und die Bindung unterschiedlicher Thrombinkonzentrationen simultan gemessen
(Abb. 4.35).

Nach dem bewéhrten Verfahren der Anpassung der Bindungskurve an eine Wurzel-
funktion konnte die Anderung der optischen Schichtdicke nach 500 s bestimmt wer-
den. Es konnte festgestellt werden, dal3 der Signalhub sich durch die Verwendung von
Transducern mit einer 330 nm SiO,-Schicht nochmals verkleinerte, im Gegensatz zum
Demonstrator 0Oa mit Transducern mit einer SiO,-Schicht mit 375 nm. Dies wurde aber
durch eine deutliche Verbesserung des Rauschens gerne in Kauf genommen. Ein
wichtiger Punkt der folgenden Untersuchungen war die Homogenitét der erzielten Er-
gebnisse Uber den Transducer hinweg und die Reproduzierbarkeit der Bindungsmes-
sung in einer Kavitat, da der Transducer durch Regeneration zu einem mehrfachen

Einsatz kommen sollte.
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Abb. 4.35: Bindung von Thrombin unterschiedlicher Konzentration an immobilisierten

Thrombininhibitor in ruhender Probe simultan gemessen.
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Abb. 4.36: Linearer Zusammenhang zwischen der Anderung der optischen Schichtdik-
ke nach 500 s und der eingesetzten Thrombinkonzentration. a) Simultan fur
jeweils 10 Kavitaten pro Konzentration dreimal gemessen b) Hintereinander

in 10 zufallig ausgewahlten Kavitaten bestimmt.

Abb. 4.36 zeigt die Anderung der optischen Schichtdicke in Abhangigkeit von der
Thrombinkonzentration. Dazu wurde dreimal simultan ber den Transducer hinweg
gemessen, wobei pro Konzentration 10 Kavitdten genutzt wurden (Abb. 4.36a). Zur
Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Bindungsmessung wurden in einem anderen
Experiment in 10 Kavitaten hintereinander unterschiedliche Thrombinkonzentrationen

vermessen.
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Abb. 4.37: Bindung von Thrombin auf modifizierten Transducer. a) Anderung der opti-
schen Schichtdicke durch Bindung von 100 pg mL™ Thrombin in 64 Kavitéten
b) dazugehdriges Histogramm c) von 50 pg mL™* Thrombin und d) Histo-

gramm und e) Dynamik in 64 Kavitaten als Steigung des linearen Zusammen-
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hangs zwischen der Anderung der optischen Schichtdicke nach 500 s und der

eingesetzten Thrombinkonzentration und f) Histogramm.

Weitere Untersuchungen betrafen die Homogenitét der Messungen tber dem gesamten
Transducer. Dabei waren sowohl die Anderung der optischen Schichtdicke fir be-
stimmte Thrombinkonzentrationen als auch die Dynamik in Form der Steigung des
linearen Zusammenhangs zwischen der Anderung der optischen Schichtdicke nach
500 s und der eingesetzten Thrombinkonzentration von besonderer Bedeutung (Abb.
4.37).

Aus den Histogrammen sind der Median als auch die Quantilen fir 25 und 75 % in
Tab. 4.4 wiedergegeben. Die Homogenitét tber den Transducer ist flr ein System im
HTS durchaus ausreichend. So liegen die Quantilen von 25 bzw. 75 % fiir 100 pg mL™
z.B. nur bei -110 bzw. +90 pm.

Tab. 4.4: Median und Quantilen fiir 25 und 75 % fir die in Abb. 4.37 gezeigten Histo-

gramme.
Median Quantilen fur 25/75 %

50 pg mL™ Thrombin 0,88 [nm] 0,85/0,92 [nm]

100pg mL™* Thrombin 1,97 [nm] 1,86 /2,06 [nm]

Dynamik 0,0196 [nm mL pg™*] | 0,0183/0,0206 [nm mL pg™]

Aufgrund der guten Resultate wurden Bindungshemmtests mit zwei Target durchge-
fuhrt, dem Thrombin und dem EBP. Abb. 4.38 zeigt die simultan gemessene Bindung
von Thrombin in Abhéngigkeit von zugegebenem Inhibitor 2. Die grof3e Verdnderung
der optischen Schichtdicke nach der Bindung und der Regeneration riihrt von der Ent-
nahme der Losung aus der Kavitdt und der damit verbundenen Messung gegen Luft

her.
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Abb. 4.38: Bindung von 10 ug mL™ Thrombin in Abhangigkeit von zugegebenen Inhi-
bitor 2, jeweils zwei Messungen. Alle Messungen wurden simultan durchge-
fihrt.

Durch die Auswertung der Messungen tber eine Anpassung an eine Wurzelfunktion
entstand folgender 3D-Plot (Abb. 4.39), der das Ergebnis des Bindungshemmtests flr 4
Thrombininhibitoren zeigt, in dem jeweils zwei Konzentrationen zweimal vermessen
wurden. Als Kontrolle diente dabei Thrombin ohne Inhibitor. Es kann deutlich zwi-
schen kompetenten Inhibitoren wie Inhibitor 2 und weniger kompetenten Inhibitoren
wie Inhibitor 1 und 3 unterschieden werden. Inhibitor 4 zeigte keine besonders hohe
Affinitat, da aufgrund der schlechten Loslichkeit in Wasser die angegebene Konzen-

tration nicht erreicht wurde.

Anderung opt. Schichtdicke
nach 300 s [nm]

Kontrolle

5uM Inh 4
50 uM Inh 3

50 pM Inh 1 Inh 2

Abb. 4.39: Ergebnis des Bindungshemmtests flr 4 Thrombininhibitoren. Jeweils 2
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Konzentrationen wurden zweimal vermessen. Als Kontrolle diente Thrombin

ohne Inhibitor.

Ein weiteres Target in Form des EBP wurde ebenfalls auf dem Demonstrator Ob gete-
stet. Abb. 4.40 zeigt die simultan gemessene Bindung von 20 pg mL™ EBP in Abhén-

gigkeit von zugegebenem Estron.
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Abb. 4.40: Bindung von 20 pg mL™ EBP in Abhangigkeit von zugegebenen Estron.

Alle Messungen wurden simultan durchgefihrt.

Ein ebenfalls parallel durchgefiihrter Bindungshemmtest wurde fir verschiedene
Kompetitoren durchgefuhrt (Abb. 4.41). Auch hier kann im Vergleich zur Kontrolle

zwischen kompetenten und weniger kompetenten Substanzen unterschieden werden.
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Abb. 4.41: Ergebnis des Bindungshemmtests fiir verschiedene EBP-Kompetitoren in
drei unterschiedlichen Konzentrationen. Als Kontrolle diente EBP ohne Zu-

gabe eines Kompetitors.

Mit dem Demonstrator Ob konnte gezeigt werden, daR ein paralleles RIfS-
Detektionssystem funktioniert und das Assayformat des Bindungshemmitests erfolg-
reich darauf angewendet werden konnte. Die in den vorangegangenen Untersuchungen
gemachten Aussagen (ber den Bindungshemmtest in ruhenden Proben konnten mit
diesem System ebenfalls bestatigt werden, so daR die Auswertung der Bindungskurven
mittels Anpassung an eine Wurzelfunktion auch hier erfolgreich eingesetzt werden
konnte. Modellhaft konnte fur diesen Aufbau eine MeRreihe, die denjenigen im HTS
ahnlich ist, fir zwei Targets durchgefuhrt werden. Die Messungen waren dabei mit
einer Abweichung von unter 10 % reproduzierbar, und die Ergebnisse in den Kavitaten

zeigten eine Abweichung von unter 10 % untereinander auf.

4.3.3 Untersuchungen des parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator 1 fur 96er
Standard-Mikrotiterplatten (MTP)

In der letzten Stufe der Entwicklung eines parallelen RIfS-Detektionssystems stand ein
Aufbau zur Verflgung, der mit 96er Standard-MTP arbeitete. Der Transducer war, um
einen schnelleren Wechsel der Probenplatte zu ermdglichen, nur aufgelegt und nicht
wie in den beiden VVorganger-Modellen mit Glycerin fest auf dem optischen Aufbau
angebracht. Zudem erhohte sich das Probenvolumen von durchschnittlich 50 L auf
150 pL, da eine Bedeckung des Kavitdtenbodens erst mit 80 puL mdglich war. Anderer-
seits bot dieser Aufbau nun die Mdoglichkeit, die Probenhandhabung mit einem Pipet-
tierrobotor automatisch durchzuftihren, was den Fehler, der mit der manuellen Proben-
handhabung einher geht, vermindern sollte. Die Verteilung der in den 96 Kavitaten
gemessenen Lage des Extremums der Interferenzspektrums ist in Abb. 4.42a und ¢
gezeigt, und die Standardabweichung dieser Bestimmung als Mal? fir das Rauschen in
Abb. 4.42b und d (jeweils gegen Luft und Wasser). Gegen Luft lagen die Extrema in
einem Bereich von 10 nm und das Rauschen lag zum groften Teil unter 10 pm. Gegen

Wasser sah dies schon etwas anders aus. Hier lagen die Extrema in einem Bereich von
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24 nm und das Rauschen zwischen 2 und 37 pm, bis auf eine Kavitét, in der ein Rau-
schen von 78 pm festgestellt wurden. Beim Vermessen mehrerer Transducerplatten
traten immer wieder solche Effeekte auf, die auf eine unsaubere Verklebung des Grid

zuriickzufthren waren.
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Abb. 4.42: a) Verteilung der optischen Schichtdicke jeder Kavitat auf dem Transducer.
b) Standardabweichung der Bestimmung der optischen Schichtdicke jeder Ka-

vitat fir 10 Messungen.

Als weiteren Schritt sollte die Bindung von Thrombin an einen entsprechend modifi-
zierten Transducer beobachtet werden. Da zu dieser Zeit nur Transducer mit einem
Polystyrol-Grid als Probentrager zur Verfligung standen, mufte das Protokoll zur ko-
valenten Kupplung von Liganden auf die Transduceroberflache gedndert werden. Das
sonst Ublicherweise angewendete Verfahren mit organischen LOsungsmitteln wurde
wegen der Unvertraglichkeit des Polystyrols gegen solche Ldsungsmittel durch ein

Verfahren in wasseriger Losungen ausgetauscht. Somit wurde ein Verfahren unter Zu-
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hilfenahme von N-Hydroxysuccinimid-Aktivestern zur kovalenten Kupplung von Li-
ganden entwickelt. Dazu wurden die Aminogruppen der Aminodextranoberflache zu-
néchst umfunktionalisiert und die entstandenen Carboxygruppen durch einem Aktive-
ster aktiviert. Danach reichte es aus, den Liganden, hier den Standardthrombininhibi-
tor, in Wasser zu l6sen und auf die Oberflache zu geben. Die Inhibitorlésung konnte
wieder aus den Kavitdten gesammelt werden und zu einer erneuten Modifikation her-
angezogen werden, da die Inhibitorkonzentration so im Uberschuf vorlag, daR dies fiir

mehrere Transducerplatten ausreichte.

Die Qualitat und Reproduzierbarkeit der Kupplung in wasseriger Lésung wurde zu-
néchst im Einkanalsystem Gberpriift (Abb. 4.43) und danach auf das Mehrkanalsystem,
den Demonstrator 1 tbertragen (Abb. 4.44).
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Abb. 4.43: Vergleich der Maximalbelegung eines Tranducers, modifiziert mit Throm-
bininhibtor in organischer und wasseriger Losung durch Bindung von
100 pug mL™ Thrombin.
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Abb. 4.44: Maximalbelegung eines Tranducers im Demonstrator 1, modifiziert mit
Thrombininhibtor in wasseriger Lésung durch Bindung von 100 ug mL™

Thrombin.
In Abb. 4.44 wird ebenfalls deutlich, daR der Demonstrator 1 eine hohe Inhomogenitat

in den Signaldnderungen der einzelnen Kavitdten bei Bindung von Thrombin an die
Oberflache aufwies. Es schien, als beruhe dieses Verhalten auf dem optischen Aufbau,
da sowohl das Probenhandlingsystem (nicht gezeigt) als auch die Oberflachenmodifi-

kation der Transducer sehr zuverlassig funktionierten.

Weiter wurde neben dem Bindungshemmtest auch die Einfiihrung des direkten Test-
formates zur Untersuchung DNA-interkaliereder Substanzen versucht. Da der Proben-
trager mit einem positiv geladenen Aminodextran beschichtet war und die DNA nicht
direkt auf das Aminodextran immobilisiert werden sollte, wurde ein Polyanion, Po-

Iyvinylsulfat, als Zwischenschicht eingesetzt (Abb. 4.45).
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Abb. 4.45: Immobilisierung von DNA uber elektr. Wechselwirkungen. Zeitgleich zur
DNA-Immobilisierung wurde eine Kavitat, in die nur PBS pipettiert wurde, als

Kontrolle herangezogen.

Auf diese DNA konnten nun DNA-interkalierende Substanzen gegeben werden, deren
Bindung direkt detektiert werden konnte (Abb. 4.46 und Abb. 4.47). Auch hier spielte
die Inhomogentitat der durch die Interkalierung hervorgerufenen Anderung der opti-
schen Schichtdicke Uber die Transducerplatte hinweg eine fur die Auswertung be-

schrankende Rolle.

sl —— 100 pg mL-1

Anderung opt. Schichtdicke [nm]

-500 0 500 1000 1500
Zeit [s]

Abb. 4.46: Interkalierung von Doxorubicin in unterschiedlichen Konzentrationen.
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Abb. 4.47: Interkalierung verschiedener DNA-bindender Substanzen

Fazit ist, dall mit dem Demonstrator 1 gezeigt werden konnte, dal? die Modifikation der
Transducer mit den entwickelten Protokollen erfolgreich war, auch wenn der Einsatz
von Grids aus Ldsungsmittel festem Polypropylen statt aus Polystyrol hier bessere
Dienste leisten wirde, da mit diesen Platten die herkémmliche Oberflachenchemie
auch in DMF und damit wasserfrei ablaufen kdnnte. Der Einsatz eines automatischen
Pipettiersystems brachte keine Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung von Bindungs-
messungen, im Gegenteil, durch die Automation kann davon ausgegangen werden, daf3
der Fehler von 10 %, der noch im Demonstrator Ob in Homogenitat und Reproduzier-

barkeit auftrat, weiter herab gesetzt werden kann.

4.4 Oberflachenmodifikation von RIfS-Transducern

Ein weiterer Punkt, der in dieser Arbeit untersucht wurde, war die Entwicklung von
Alternativen zur Ublichen Kupplungschemie von Liganden (ber Carbodiimide. Ein
interessanter Aspekt war die spezifische Kupplung von Liganden (ber SH-Gruppen,
die sich in Peptiden als Cysteinreste finden lassen. Als Modellsystem fungierte die
Glutathion-S-Transferase, ein Enzym, das reduziertes Glutathion tbertragt. In dieser
Eigenschaft ist es in der Lage, Glutathion zu binden, wobei der Cysteinrest nicht frei

vorliegen muf3.
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Die Kupplung von Glutathion Uber den mittelstandigen Cysteinrest auf die Transducer-
oberflache wurde auf zwei unterschiedliche Arten durchgefiihrt. Die erste Methode
fand unter Verwendung von EMCS statt, das ein heterobifunktionelles Kupplungsrea-
genz darstellt. Abb. 4.48 zeigt die Bindung des EBP-GST-Fusionsproteins tber seine
GST-Aktivitat.
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Abb. 4.48: Kupplung von EBP uber die GST-Aktivitat. Glutathion wurde ber EMCS

auf Dextran gekuppelt. Zunachst wurde 1 mg mL™ Ova-Lésung zur Untersu-
chung der unspezifischen Wechselwirkung der Oberflache und danach
74 pug mL™ EBP-GST-Protein zur spezifischen Wechselwirkung inkubiert, fir

zwei Sensoren gezeigt.

Die Glutathionoberflache zeigte nur geringe unspezifische Wechselwirkung mit Ova,
die spezifische Wechselwirkung fiel aber mit 250 pm Anderung der optischen Schicht-
dicke sehr klein aus. Dies hatte zwei Ursachen, zum ersten die geringe Aktivitat der
GST und zum zweiten, dal? die Oberflachenmodifikation nicht ausreichend funktio-

nierte.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Methoden eingeflhrt, die einen Butandiol-
diglycidylether verwendet. Dieses bifunktionelle Molekdl ist in der Lage Uber seine
Epoxygruppen verschiedene funktionelle Gruppen zu binden. Abb. 4.49 zeigt die Bin-
dung von GST an eine uber Butandiol-diglycidylether modifizierte Glutathion-
Oberflache. GST wurde an Stelle des EBP-GST-Fusionsproteins verwendet, um eine

hohere Aktivitét fir die Versuche zu haben. Diese muBte aber zuvor erst durch Umpuf-
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fern von Glutathion in der Probe befreit werden. Es zeigte sich, dal} die so erhaltene
Oberflache eine hohere Wechselwirkung mit Ova zeigte als die mit EMCS. Anderer-
seits konnte eine hohere spezifische Bindung von GST beobachtet werden. Eine Rege-
neration der Oberflache mit freiem reduzierten Glutathion war nicht komplett moglich,

so daB hier mit HCI (nicht gezeigt) vollstandig regeneriert werden muRte.
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Abb. 4.49: Kupplung von GST. Glutathion wurde ber Butandiol-diglycidylether auf

S
ol

Dextran gekuppelt. Zunachst wurde mit 1 mg mL™ Ova-L6sung zur Untersu-
chung der unspezifischen Wechselwirkung der Oberflache und danach mit
100 ug mL™ GST inkubiert. Die Regeneration wurde mit 1mM Glutathion,eq

versucht.

Sowohl tGber EMCS als auch uber Butandiol-diglycidylether lassen sich Liganden auf
Transduceroberflachen kupplen. Dies ist besonders dann attraktiv, wenn Amino- bzw.
Carboxygruppe von Peptiden (auch die endstandigen) fir die Bindung wichtig sind
und damit nicht zur Kupplung zur Verfiigung stehen. Es besteht somit auch die M0g-
lichkeit, spezielle Thiolreste in den Liganden einzufiihren, um eine Kupplung tber die-

sen Rest erst zu ermoglichen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Markierungsfreie optische Methoden zur Untersuchung biomolekularer Wechselwir-
kungen sind wegen ihrer vielseitigen Anwendbarkeit fur verschiedene Targets sehr
attraktive Verfahren fur ein High Throughput Screening. Die Tatsache, dalR es bis vor
kurzem kein System gab, das auch den erforderten Durchsatz bot, lieR die Verbreitung
dieser Methoden im HTS aber leider nicht zu. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dal3 durch Parallelisierung eines solchen Systems der geforderte Durchsatz durchaus
erreicht werden kann, und daR damit auch Wirkstoffstudien durchgefiihrt werden kon-
nen. Das auf Basis von RIfS von Carl Zeiss Jena und der Arbeitsgruppe von Prof.
Gauglitz entwickelte Detektionssystem war in der Lage, 96 Proben parallel zu vermes-

sen, in einem im HTS weit verbreiteten Format der Mikrotiterplatte.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der Aufgabe, auf dem entstehenden paral-
lelen RIfS-Detektionssystem Assays und Assayformate zu entwickeln und zu etablie-
ren. Mit dem Bindungshemmtest gelang ein solches Testformat, mit dem auch zwei
Targetproteine modellhaft untersucht werden konnten. Die besondere Art der Messung
in ruhenden Proben, die sich aus den Anforderungen des HTS fir ein solches Detekti-
onssystem ergab, wurde durch Simulationsrechnungen sehr genau studiert und der Ein-
flul auf das Ergebnis diskutiert. So ist damit zu rechnen, daf3 die im Bindungshemm-
test in ruhenden Proben bestimmten Affinitdten unterbestimmt werden und fir eine
vollstandige Hemmung eine hohere Substanzkonzentration eingesetzt werden mul.
Andere Parameter wie Targetverbrauch oder die Dauer eines Tests liegen dagegen in

den fir ein HTS Ublichen Grenzen.

Auf drei parallelen Systemen wurden die auf dem Einkanalsystem gemachten Grund-
lagen Uberpruft. So war es ebenfalls moglich, zwei Targets mit Hilfe dieser Systeme zu

charakterisieren und Bindungshemmtests in der Art, wie sie spater einmal im HTS
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durchgefihrt werden konnten, auf den Systemen zu etablieren. Die entwickelte Aus-
wertemethode der Bindungskurven durch Anpassung an eine Wurzelfunktion erwies
sich als solide und brachte auch die geforderte Datenreduktion. Mit dieser Methode ist
es ebenfalls moglich, die Hemmungwirkung der Substanzen in Wirkklassen, z.B.
Hemmung in Prozent, auszudrlicken, was mehr Information als die klassische Ja/Nein-

Entscheidung enthalt.

Ein zweites Testformat, der direkte Test, stellte weit hohere Anforderungen an das
Detektionssystem und konnte lediglich fir DNA und DNA-Interkalatoren realisiert
werden. Dabei half die Tatsache, dal DNA (ber eine sehr hohe Zahl an Bindungsstel-

len verflgt und damit fur ein ausreichend hohes Signal sorgte.

Der Demonstrator Ob zeigte hinsichtlich der Homogenitat der Resultate tber den
Transducer hinweg als auch hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Resultate Abwei-
chungen, die kleiner als 10 % waren. Bedenkt man, daB in einem System im HTS die
Probenhandhabung automatisch und damit reproduzierbarer arbeiten wirde, hatte die-
ses System einen ausreichend hohen Standard, der einem Analysesystem im HTS ge-
niigen wirde. Die sehr gute optische Leistung des Demonstrators Ob konnte nicht auf
die erste Version des Demonstrators 1 tibertragen werden. Es konnte aber gezeigt wer-

den, daR alle entwickelten Testformaten Glbernommen werden konnten.

Aufgrund der Polystyrol-Transducerplatten fiir dieses System waren Anderungen in
der Transducermodifikation notwendig. Es konnte gezeigt werden, dad in wésserigen
Losungen die Kupplungschemie ebenfalls durchgefiihrt werden konnte. Als einen
Ausblick auf weitere Entwicklungen kann man in diesem Zusammenhang sagen, dal
der Einsatz von Kupplungsprotokollen in wasserfreiem Milieu fur weit mehr Bin-
dungsstellen auf dem Transducer und damit auch fir ein héheres Signal sorgen wirde.
Damit wére es bestimmt in weiteren Entwicklungsphasen sinnvoll, auf Transducer-

platten mit Polypropylen-Grid umzusteigen.

Auch die fehlende Homogenitat des Demonstrator 1 sollte beseitigt werden. Zwar bie-
tet sich die Moglichkeit an, diese Unterschiede durch Referenzierung auszugleichen, es

stellt sich aber die Frage, ob dies fir ein HTS praktikable ist. Auch ist eine Einsparung
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an Probeldsung durch Einflhrung des 384er Plattenformates wiinschenswert, da die
Detektionsgrenzen der getesteten Geréte es zur Zeit nicht zulassen, die Targetkonzen-

tration merklich herabzusetzten.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungen

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

AMD Aminofunktionalisiertes Dextran

Da Dalton

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure (engl. Desoxyribonucleinacid)
EBP Ostrogen bindende Protein (engl. estrogen binding protein)
EDC 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid

EHS Estradiolhemisuccinat

EMCS 6-Maleinimido-capronséure-N-succinimidylester

FIA FlieBinjektionsanlage

Gl. Gleichung

GOPTS 3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan

GST Glutathion-S-Transferase

HTS High Throughput Screening

MG Molekulargewicht
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MTP Mikrotiterplatte

MWG Massenwirkungsgesetz

NHS N-Hydroxysucciniimid

Ova Ovalbumin (Huhnereiweil3-Albumin)

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (engl. phosphate buf-
fered saline)

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

SPA engl. Scintillation Proximity Assay

SPR Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. Sur-

face plasmon resonance)

Tab. Tabelle

upm

Umdrehungen pro Minute



7 Anhang 115

7.2 Veroffentlichungen

Brecht A., Burckhardt R., Rickert J., Stemmler I., Schiitz A., Fischer S., Friedrich Th.,
Gauglitz G., Gopel W. Transducer based approaches for parallel binding assays in
HTS, J. Biomolec. Screening (1996) 1 191-201.

Rothmund M., Schutz A., Brecht A., Gauglitz G., Berthel G., Graefe D. Label free
binding assay with spectroscopic detection for pharmaceutical screening, Fresenius
J. Anal. Chem. (1997) 359 15-22.

Gunter Gauglitz, Andreas Brecht, Hans-Martin Haake, Matthias Rothmund, Matthias
Sauer, Uwe Schobel, Armin Schitz, lvo Stemmler, Array configurations based on
read-out techniques, SPIE (1998) 3570, 80- 86.

Hans-Martin Haake, Armin Schiutz, Glnter Gauglitz, Label-free Detection of

Biomolecular Interaction by Optical Sensors, Fresenius J. Anal. Chem., im Druck.

Oliver Birkert, Hans-Martin Haake, Armin Schiitz, Andreas Brecht, Jirgen Mack,
Gunter Jung, Gunter Gauglitz, A Streptavidin-Surface on Planar Glass Substrates

for the Detection of Biomolecular Interaction, eingereicht.



116 7.3 Akademische Lehrer

7.3 Akademische Lehrer

Prof. Dr. Becker, Prof. Dr. Eicher, Prof. Dr. Gauglitz, Prof. Dr. Giffhorn, Prof. Dr.
Kaltwasser, Prof. Dr. Kroeger, Prof. Dr. Leibenguth, Prof. Dr. Mosbacher, Prof. Dr.
Mues, Prof. Dr. Nachtigall, Prof. Dr. Unruh, Prof. Dr. Veith, Prof. Dr. Wohleben, Prof.

Dr. Zeppezauer, Prof. Dr. Zinsmeister,



7 Anhang

117

7.4 Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Schulbildung:

Wehrdienst:

Studium:

Diplomprufung:

Diplomarbeit:

Titel:

Diplom:

Promotion:

Titel:

Armin Schiitz

09.08.1967

Saarlouis

1972-1978  Grund- und Hauptschule Rehlingen

1978-1987  Staatl. Gymnasium Dillingen
Abitur

1987-1989  Stabskompanie Fernmeldestab 94, Daun

1989-1995  Studium der Biologie an der Universitat

des Saarlandes, Saarbriicken
1994

1994-1995 bei Prof. Dr. Heinrich Kaltwasser, Fach

bereich Mikrobiologie, Universitat des Saarlandes

Zelluldre Lokalisierung der Urease und immuno-
logischer Nachweis der Apo-Urease bei Bacillus pa
steurii DSM 33

09.11.1995

1996-2000 unter Anleitung von
Prof. Dr. Gunter Gauglitz,
Institut fur Physikalische Chemie, Universitat

Tibingen

Einsatz der reflektometrischen Interferenzspektroskopie
(RIfS) zur markierungsfreien Affinitatsdetektion fir das

Hochdurchsatzscreening



	Einleitung
	Motivation der Arbeit
	Zielsetzung und Gliederung der Arbeit

	Grundlagen
	Analytische Methoden im HTS
	Wirkstoffsuche in der pharmazeutischen Forschung
	Probenträger und Probenhandhabung
	Testformate im HTS

	Grundlagen der reflektometrischen Interferenzspektroskopie und deren Parallelisierung
	Reflexion und Transmission des Lichtes
	Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS)
	Parallelisierung von RIfS

	Biochemische Grundlagen der untersuchten Biomoleküle
	Thrombin
	Östrogen bindende Protein (EBP) aus Candida albicans
	DNA und DNA-Interkalatoren

	Oberflächenmodifikationen zur elektrostatischen und kovalenten Bindung von Liganden
	Immobilisierung von DNA auf Glastransducern über elektrostatische Wechselwirkungen
	Kovalente Kupplung niedermolekularer Liganden über funktionelle Gruppen


	Material und Methoden
	Materialien
	Chemikalien und Biochemikalien
	Lösungen
	Geräte

	Methoden
	Modifikation der Transduceroberflächen im Einkanalsystem
	Modifikation der Transduceroberflächen im parallelen System
	Bindungshemmtest


	Ergebnisse und Diskussion
	Bindungshemmtest in ruhenden Proben
	Theoretische Charakterisierung des Bindungshemmtests in ruhenden Systemen
	Charakterisierung der Affinität von Thrombin zu kompetitiven Inhibitoren mittels Bindungshemmtests in ruhenden Proben
	Bindungshemmtests von Thrombininhibitoren mit kleinem Probevolumen

	Untersuchung des Östrogen bindenden Proteins (EBP) von Candida albicans mittels RIfS
	Charakterisierung von EHS-Transducern
	Untersuchung von EBP-Kompetitoren

	Assayentwicklung für ein paralleles RIfS-Detektionssystem
	Untersuchungen des ersten parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator€0a
	Untersuchungen des parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator€0b
	Untersuchungen des parallelen RIfS-Aufbaus Demonstrator€1 für 96er Standard-Mikrotiterplatten (MTP)

	Oberflächenmodifikation von RIfS-Transducern

	Zusammenfassung und Ausblick
	Literatur
	Anhang
	Abkürzungen
	Veröffentlichungen
	Akademische Lehrer
	Lebenslauf


