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Abkurzungsverzeichnis

Fir Aminosauren wurde entsprechend den Vorschldggen der ITUPAC-IUB-Kommission fir
biologische Nomenklatur [Eur. J. Biochem., 1984, 138, 9-37] der Ein- oder Dreibuchstaben-
Code verwendet.

ACN Acetonitril

Ahx 6-Aminohexansaure

AMD Aminodextran

AS Aminosaure(n)

ATR Abgeschwéchte Totalreflexion

BMBF Bundesministerium fur Bildung und Forschung

Boc tert.-Butyloxycarbonyl

BSA Rinderserumalbumin

CE Kapillarel ektrophorese

Dde 1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)ethyl

DCM Dichlormethan

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIEA Diisopropylethylamin

DMAP N,N-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

EDT Ethandithiol

ES Elektrospray-lonisation

FIA Flief3injektionsanalyse

FT-ICR Fourier-Transform-lonenzyklotron-Resonanz

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl

Fmoc-Atg-OH o-(N-Fmoc-B-aminopropionyl)-m-(carboxymethyl carbamoy!)-
tetra(oxyethylen)

GC Gaschromatographie

GOPTS 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

HA-Epitop Aminosaure-Sequenz YPYDVPDY A aus dem Protein Hamagglutinin

des Influenza-Virus
HFIP Hexafluorisopropylalkohol
HOACc Essigsdure
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1. Einleitung

Die Kombinatorische Chemie hat sich zu einer etablierten Technik bei der Suche und der
Optimierung von Leitstrukturen fir die Wirkstofforschung entwickelt. Zur Herstellung der fir
diesen Zweck benétigten hohen Anzahl an Testverbindungen wurden in den letzten Jahren
Syntheseverfahren an fester Phase in grofem Umfang entwickelt [bal 96, her 96, fri 96,
jun 96, tho 96, her 97, nef 97, jun99]. Wahrend bei der Leitstrukturoptimierung multiple
paralele Synthesen im Milligramm- bis Gramm-Mal3stab durchzufiihren sind, erfordert das
Primér-Screening extrem viele und miniaturisierte Syntheseansétze. Im Hinblick auf eine
effiziente Losung dieser Aufgabenstellung sollte die kombinatorische Synthese eng an den
Screening-Prozef3 nach aktiven Verbindungen gekoppelt werden [sal 97, bla 98, gan 98].

Zwei Trends in diesem Bereich sind hierbel von Bedeutung: Der parallelen Synthese von
charakterisierten Einzelverbindungen wird der Vorzug vor der Herstellung komplexer
Substanzgemische gegeben, well sich damit die Aussagekraft von Screening-Ergebnissen
betrachtlich erhoht. Ein zweiter Trend besteht in der Miniaturisierung der Synthesen, um den
Verbrauch an Synthonen, Reagenzien und Losungsmitteln zu verringern [jun 99]. Wenn dabei
zusétzlich ein Hochdurchsatzsyntheseverfahren reaisiert wird, kann die erforderliche
Lagerungsdauer der oft empfindlichen Verbindungsbibliotheken verkuirzt werden.

Die mittlerweile etablierten high-throughput-screening-Systeme (HTS-Systeme), die in der
pharmazeutischen Chemie am Anfang der Suche nach neuen Leitstrukturen stehen, beruhen
auf der hohen Affinitéat und Selektivitét biochemischer Rezeptor-Ligand-Systeme. Grundlage
der meisten Screening-Verfahren fir das HTS ist die Detektion biomolekularer Wechsel-
wirkung, beruhend auf klassischen Verfahren der radioaktiven Markierung und optischen
Methoden, wie Enzymassays oder fluoreszenzbasierten Techniken.

Der direkte Weg, sowohl die Synthese von Bibliotheken als auch das Screening nach darin
enthaltenen aktiven Verbindungen zu verkntpfen, ist die Durchfihrung von beidem auf
demselben Material. Die Anwendung fluoreszenzbasierter Detektionsmethoden erlaubt dabei
die einfache Identifizierung der aktiven Verbindungen. Im einfachsten Fall werden nach einer
»Split and Combine*-Synthese die harzgebundenen Verbindungen direkt einem Bindungs-
assay unterzogen [lam 91]. Durch Auslesen der fluoreszierenden Harz-Beads konnen die
aktiven Verbindungen isoliert und charakterisiert werden. Dieses Vorgehen wurde durch die
Entwicklung grof3poriger, hydrophiler Polyethylenglycolharze [mel 92, rad 99], die Enzym-
assays auch im Inneren der Beads erlauben, einem breiteren Anwendungspektrum zugénglich

gemacht. Eine interessante Alternative zum on-bead-Screening ist das Screening von



2 Einleitung

Microarrays auf funktionalisierten Oberflachen: Das bekannteste Beispiel sind DNA-
Microarrays, die inzwischen routinemal3ig fir Expressions- und Genomanalysen verwendet
werden. Hierbel werden Oligonuclectide direkt auf der Chipoberflache synthetisiert und
anschlief?end mit fluoreszenzmarkierten DNA-Segmenten auf mdogliche Hybridisierung
getestet.

Die Spot-Synthese von Peptidbibliotheken auf Cellulose-Membranen mit anschlief3endem
fluoreszenzbasiertem Screening wurde von Frank et al. [fra96] vorgestellt. In neueren
Arbeiten wurde aufgrund der héheren chemischen Besténdigkeit auch auf Polyethylenglycol-
Membranen synthetisiert.

Alle bisher vorgestellten Varianten der Verknipfung von Synthese und Screening erfordern
eine Markierung von einem der Bindungspartner und erlauben keine kinetischen Studien,
weder wahrend der Synthese noch wéahrend des Bindungsassays. Dagegen erlauben die
wenigen markierungsfreien Techniken, die sich in den letzten Jahren zur Detektion
biomolekularer Erkennung durchsetzen konnten, bisher keine parallelisierte Analytik und sind
daher fUr ein Screening nicht geeignet.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines BMBF-Projekts durchgefiihrt, dessen Ziel die
Entwicklung eines HTS-Systems auf Basis einer markierungsfreien Technik, der Reflekto-
metrischen Interferenzspektroskopie (RIfS), ist [bre 93, gau 93]. Innerhalb dieses Projekts
wurde RIfS inzwischen parallelisiert, so dal3 ein Screening in speziellen Mikrotiterplatten mit
96 bzw. 384 Kavitéten moglich ist [rot 97, bre 98]. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich
Festphasensynthese und Screening auf einem Siliziumdioxid-Sensorsubstrat mit RIfS direkt
aufeinanderfolgend analytisch verfolgen lassen. Ein Einsatz dieser Technik sowohl fur die
Verfolgung der Synthese von Wirkstoffbibliotheken sowie die anschlief3ende Untersuchung
der Wechselwirkungen mit biologischen Targets erscheint in hohem Mal3e attraktiv, da beide
Operationen in ein und derselben Kavitdt ohne Abspaltung des Syntheseproduktes
durchgefihrt werden kénnen. Im 3. Kapitel dieser Arbeit wird die Methodenentwicklung zu
kombinatorisch chemischen Synthesen auf der Glasoberflache der Mikrotiterplatten
beschrieben.

In Kapitel 4 wird untersucht, ob RIfS zur Verfolgung von Biosynthese-Prozessen geeignet ist.
Konventionelle analytische Methoden erlauben keine schnelle Prozesskontrolle oder
kontinuierliche Umweltanalytik. Falung, Zentrifugation, GC, HPLC, CE und andere zeit-
aufwendige Schritte der Analyse erstrecken sich Uber einen grofReren Zeitraum. Die

Forschung im Bereich der Sensorik gewinnt daher immer mehr an Bedeutung [spi 97, jun 99].
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Am Beispiel der fermentativen Herstellung von Glycopeptid-Antibiotika werden die Grund-
lagen fur ein Online-Monitoring der Produktbildung untersucht.

Ein jungeres Anwendungsgebiet kombinatorisch chemischer Synthesen ist die Entwicklung
synthetischer Rezeptorkollektionen im Hinblick auf das Auffinden molekularer Rezeptoren
fur die Chemosensorik. Chemosensoren sind kleine Mef3wertaufnehmer fir spezielle An-
wendungsbereiche. Man benétigt hierzu chemisch sensitive Schichten, die durch Wechsel-
wirkung mit dem zu erfassenden Stoff die physikalisch-chemischen Eigenschaften andern.
Diese Phanomene werden von mikroel ektronischen Bauteilen in ein elektrisches Signal umge-
wandelt, das anschlief?end von Datenerfassungssystemen weiterverarbeitet werden kann
[dic 94]. Niedermolekulare Analyte konnen nur schwer identifiziert werden, wenn sie
lediglich schwache, unspezifische intermolekulare Wechselwirkungen mit Sensorsubstraten
eingehen. Durch ein Screening synthetischer Rezeptorkollektionen mit den oben fir das
Pharmascreening beschriebenen Methoden konnen wirkungsvolle Rezeptoren gefunden
werden, die mit Transducern zu selektiven Chemosensoren kombiniert werden konnen.

Von Leipert et a. [lel 98a, lei 99] und Weil3 et a. [wel 99] wurden zyklische Hexapeptide, die
in hoher Diversitéat hergestellt werden konnen, als sensitive Schicht auf unterschiedlichen
Sensorsubstraten verwendet. Hierbel wurde u. A. selektive Wechselwirkungen zwischen
Arginin und Cyclopeptiden detektiert.

Im Vordergrund dieser Arbeit stand nicht die Suche nach neuen Cyclopeptid-Ligand-Paaren,
sondern der Versuch, ein genaueres Verstéandnis der erwahnten Wechselwirkungen zu
erlangen. Kapitel 5 befaldt sich daher mit der Charakterisierung der beschichteten Oberflachen
und der Untersuchung der Wechselwirkungsmechanismen. Hierfir werden IR- und
fluoreszenzspektroskopische M ethoden angewandt.

Zentrales Element aller in dieser Arbeit behandelten Themen sind chemisch funktionalisierte
Siliziumoxidoberflachen. Ein Schwerpunkt wird deshalb auf die Charakterisierung der
Beschichtungen beztiglich chemischer Reinheit, Beladungsdichte und Homogenitét gelegt.



2. Allgemeiner Tell

2.1. Markierungsfreie optische Detektion

Markierungsfreie Techniken zur Detektion biomolekularer Wechselwirkungen basieren zum
Teil auf massensensitiven Prinzipien, z.B. Quarzmikrowaagen [gui 90], hauptsachlich aber
auf optischen Verfahren, wie z.B. der Oberflachenplasmonen-Spektroskopie [lie 83, kno 98].
In dieser Arbeit wird ausschliefdlich die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS)
[bre 93, gau 93] naher betrachtet.

Die Nachweisgrenze der markierungsfreien Verfahren liegt deutlich Uber den Grenzen der
Verfahren mit markierten Komponenten. Die Stérke der markierungsfreien Detektion liegt
darin, dal3 die Bindungsprozesse an der Oberflache unmittelbar beobachtet werden konnen,
ohne dal3 eine Modifizierung der bindenden Komponente notwendig ist. Die Analyse der Bin-
dungskurve erlaubt dann die kinetische und thermodynamische Charakterisierung der Wech-
selwirkung.

Es kdnnen direkte und indirekte Testformate angewendet werden. Beiden ist gemein, dal3

einer der wechselwirkenden Partner an die Transducer-Oberfléche gebunden ist.

@ M_@_ — Bindungshemmung

A U |
immobilisierter
Bindungspartner

gel Oster
Bindungspartner
) OO 7
I I

Bindungshemmung Zeit

©
c
j=2
7))

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Bindungshemmtests (links) und der resultierenden
Bindungskurven (rechts): Die Bindung eines Biomolekils an einen auf der
Oberflache immobilisierten Liganden kann durch Zugabe eines anderen
bindenden Molekils unterdriickt werden. Hierbei kann entweder die Leitstruktur
oder die Testsubstanz auf der Oberflache immobilisiert sein.

Ublicherweise wird die Bindung eines groRen Biomolekiils an den auf der Oberflache
immobilisierten Liganden untersucht, da so héhere Signalintensitdten erhalten werden. Ist
eine bekannte Leitstruktur vorhanden, kann diese auf der Oberfldche immobilisiert werden.
Bel indirekten Verfahren wie dem Bindungshemmitest erhélt man durch Vorinkubation von
Testsubstanz und Targetprotein ein Gleichgewicht in Lésung, das von der Bindungskonstante,

aber auch von den Konzentrationen der Partner abhangt. Dieses Gleichgewicht steht in
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Konkurrenz zur Bindung des Targetproteins an die immobilisierte Leitstruktur. Je nach Grof3e
der Bindungskonstante der beiden Gleichgewichte wird die Bindung des Targets zur
Oberflache moglich sein oder im Extremfall vollstandig unterdriickt werden (Abb. 2.1).
Nachteil dieses Ansatzesist, dal3 eine kuppelbare L eitstruktur vorhanden sein muf3. AufRerdem
muf3 die Aktivitdt der Leitstruktur durch die Immobilisierung erhalten bleiben.

Ebenfals moglich ist die umgekehrte Vorgehensweise. Die Teststruktur wird auf der
Transducer-Oberflache immobilisiert, und anschlief3end wird die Target-Bindung durch eine
bekannte Leitstruktur gehemmt.

Allerdings muf3 kritisch betrachtet werden, dal3 die Wechselwirkung hier nicht in homogener
Phase stattfindet, sondern an einer Grenzflache zwischen einer Komponente, die z.B. an
einem oberflachengebundenen Hydrogel immobilisiert ist, und der wechselwirkenden
Komponente in der angrenzenden Ldsung [sha 94, sch 96]. Diese Tatsache birgt einerseits das
Problem, dal3 die Oberflache ebenfalls in Wechselwirkung mit den Reaktionspartnern tritt
(attraktiv / repulsiv), andererseits die Dynamik immobilisierter Molekile eingeschrankt ist.
Zur Messung der Bindung von Biomolekllen an modifizierte Glas-Oberflachen missen diese
deshalb gegen unspezifische Wechselwirkungen abgeschirmt sein. Hierzu werden meist
polymere Beschichtungen verwendet.

Polymere mit gunstigen Eigenschaften fir die biomolekulare Erkennung sind aus der
Affinitatschromatographie bekannt [her 92]. Haufig verwendete Polymere in diesem Bereich
sind Polysaccharide (Agarose, Zellulose), Polyacrylamide, Methacrylate und Polyethylen-
glycole. Fur die Modifizierung von Transduceroberfldchen ist Dextran, der Baustein der
Agarose, erfolgreich eingesetzt worden [16f 90]. Neben der geringen unspezifischen Wechsel -
wirkung ist vor allem die hohe Hydratisierung und Flexibilitét dieses Polymers fir Affinitéts-
reaktionen gunstig. Ein weiteres wichtiges Polymer in diesem Zusammenhang ist Poly-
ethylenglycol (PEG), das durch den effektiven Ausschluld anderer Polymere in waldriger
Umgebung sehr geringe Wechselwirkung mit Proteinen zeigt und damit eine effektive
Abschirmung der Oberflache erlaubt [har 92].

2.1.1. Reaktionen an Oberflachen

Die Bindung eines gel6sten Reaktionspartners B an eine auf der Oberflache immobilisierte
Substanz A unter Bildung des Komplexes AB gehorcht im einfachsten Fall folgender Kinetik:

a AB @

A+B

wobel k, die Assoziations- und kg die Dissozi ationsratenkonstante bezei chnet.
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Unter DurchfluRbedingungen und bei hohen Uberschiissen bleibt die Konzentration von B im

Volumen konstant. Es ergibt sich somit ein Zeitgesetz pseudo-erster Ordnung:

dr/dt = Ka (Timax - T) - kg T )

mit I" al's Oberflachenbeladung an AB, I'max a's maximaler Bedeckung und ¢ als Konzentration

von A im Volumen. Integration ergibt:

I't)=Tec- QL— e'i@t) ©)

mit der konzentrationsabhangigen Ratenkonstanten ke

ks = ka"C+ kg (4)

und der Gleichgewichtsbeladung (Langmuir Isotherme):

K-c (5
1+K-c

FGG = F max

K ist hierbei die thermodynamische Gleichgewichtskonstante.

Dieses Verhaten gilt nur, wenn der Transport an die Oberflache, d. h. die Diffusion keine
Rolle spielt. Fir Makromolekile trifft dies nicht mehr zu, fir die beim Reaktionsmonitoring
verwendeten Synthesebausteine kann die Diffusion jedoch vernachlassigt werden.

2.1.2. Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) [bre 93, gau 93] basiert auf der Mehr-
fachreflexion von polychromatischem Licht an dinnen Schichten. In der Praxis wird ein
Glaschip, der mit einer Interferenzschicht bedampft ist von unten durch einen Lichtleiter
beleuchtet. Das reflektierte Licht wird Gber denselben Lichtleiter auf ein Diodenarray geleitet
und somit spektral detektiert.

Beim Lichteinfall auf die Oberflache bildet sich ein Reflexionsspektrum mit einem
Interferenzmuster, das von den optischen Schichtdicken der einzelnen Schichten abhangt. In
Abb. 2.2 ist zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit ein schrager Einfall des Lichtstrahls
eingezeichnet, prinzipiell andert sich bel senkrechtem Lichteinfall jedoch nichts.

Bei einer Anderung der optischen Schichtdicke nd einer der Interferenzschichten, z.B. durch
Bindung von Molekilen an die Oberflache, verschiebt sich das Interferogramm und damit
auch die zur Auswertung herangezogenen Extrempunkte. Diese Anderung kann mit der

Reflektometrischen I nterferenzspektroskopie zeitaufgel 6st gemessen werden (Abb. 2.3).
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Iy Bindung eines

Interferenzschicht Rezeptors

/ \t\ 4 4{'Lf?g%:j(:;ilisierter
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Transducer o ‘_5" ‘E

s lo

Abb. 2.2: Beleuchtung und Aufbau des Transducers. Beleuchtung und Detektion erfolgen
durch einen Lichtleiter von der Unterseite des Transducers. Zwischen Lichtleiter
und Transducer befindet sich ein Immersionsdl. An jeder Phasengrenze wird ein
Teil des Primérlichts reflektiert. Die Interferenzschicht besteht aus TaOs und
SiO; und besitzt eine Dicke im Bereich der Wellenléange sichtbaren Lichts.
lo: Intensitét des Primérlichts, Ir: Intensitét des reflektierten Lichts, I Intensitét
des durchgehenden Lichts.
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Abb. 2.3:  Verschiebung des Interferenzmusters in Abhéngigkeit von der optischen Schicht-
dicke und daraus resultierende Bindungskurve bel zeitaufgel Oster Betrachtung.

Die optische Schichtdicke erh@it man bei bekannter Ordnung und Lage eines Extremums.
Dabel wird die Lage des Extremums durch Anpassung eines Polynoms zweiter Ordnung
bestimmt. Falls an der Grenzflache keine Phasenspriinge auftreten, gilt fur die Phasen-
verschiebung 6 bei senkrechtem Strahleneinfall auf eine Schicht mit Brechungsindex n; und
Dicke d;:

2w nd,

o= ©)

Dabei entspricht der Lichtweg der zweifachen optischen Schichtdicke n;d;.
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Man erhdlt fur die reflektierte Intensitét bei Interferenz der reflektierten Tellstrahlen mit den

Intensitdten [, und I

4t n,d 7
ln=l,+1,+21,1,.cos~ 17 )

Die reflektierte Intensitdt ist wellenlangenabhangig. Fir das Auftreten von Minima und

Maxima der Intensitét des reflektierten Lichts ergeben sich folgende Bedingungen:

_2nd Mit Mexirem = Myax = 1, 2, 3,... (8)
extrem
A

Und Mextrem = Mmin = 1/2, 3/2, 5/2,

Mit diesen Voraussetzungen kann die Ordnung eines Extremums aus der Lage zweier

Extrema bestimmt werden. Aus Gleichung (4) erhdlt man fir die Ordnung eines Extremums

Ay -Am 9)

Dabel sind A; und A, die Wellenléngen der Extrema, Am die Differenz der Ordnungszahlen m,
und mp. Also mufd zur Bestimmung der Schichtdicke der Bereich zwischen zwel Extrema
aufgezeichnet und ausgewertet werden.

Weiterhin hangt die Intensitét des reflektierten Lichts vom Einfallswinkel ab. Die hdchste
Intensitét ergibt sich bel senkrechtem Einfall.

Die genannten Beziehungen gelten streng genommen nur bel Betrachtung einer einzelnen
Schicht. Bel Mehrschichtsystemen |83t sich unter Annahme der Gultigkeit von Gleichung (7)
alerdings eine scheinbare Schichtdicke des Schichtsystems aus dem Interferenzmuster

besti mmen.

21.21.  Aufbau der Mel3apparatur

Beim typischen Aufbau eines Einkanalmessystems wird das Licht einer Halogenlampe in
einen Lichtleiter eingekoppelt und auf den Transducer gefiihrt. Das reflektierte Licht wird mit
demselben Lichtleiter Gber einen 2:1 Koppler in den Eingang eines Diodenarrayspektrometers
gefuhrt. Erfassung und Auswertung der Spektren sowie die Ansteuerung des
Probenhandhabungssystems erfol gt Uber einen Personal Computer.

Der Laboraufbau fur das Online-Monitoring einer automatisierten Synthese (vgl. Kapitel 3)
ist in Abb. 2.4 gezeigt. Es wurde eine DurchfluBmefizelle verwendet, um die Zugabe der
Reagenzien zu erleichtern und ein effektives Waschen der Transduceroberflache nach den

einzelnen Reaktionsschritten zu gewahrleisten. Wahrend der Reaktionszeit wurde allerdings
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in statischem aso ungeriihrtem Zustand gearbeitet. Die Zelle besitzt ein Volumen von
0,25 mm°, die GroRe der fir die Synthese zuganglichen Oberflache betragt 5 mm?®. Bei
Annahme einer Oberflachenbeladung von 5pmol/mm? und einer Konzentration der
Reagenzien von 0,1 mol/l wére im Reaktionsvolumen ein Reagenzieniiberschu von 10°
Aquivalenten beziiglich der reaktiven Gruppen auf der Oberflache vorhanden. Dies bedeutet,
dal? die Verarmung der Reaktanden in der Loésung wahrend der Reaktion vernachlassigbar ist
und mit ruhenden LOsungen gearbeitet werden kann. Zudem ist der Verbrauch an
Chemikalien aufgrund des kleinen Zellenvolumens sehr gering. Da die Mef3zelle geschlossen

ist, spielt das Verdampfen der L 6sungsmittel auch bei 1angeren Reaktionszeiten keine Rolle.

Spritzenpumpe
Abfall
Losungs- Lichtquelle
mittel Transducer
MeRzelle
Faseroptik
Reagenzien Diodenarray

1-8-Ventil

Abb. 2.4: Skizze des Mefaufbaus fir das Online Reaktionsmonitoring: Uber ein 8-Wege-
Ventil kdnnen Losungsmittel und bis zu 5 Reagenzien in die Mef3zelle gepumpt
werden. Wéahrend der Reaktionsdauer ruht die Reaktionsldsung. Die Ansteuerung
der Spritzenpumpe und des Ventils erfolgt Uber einen Personal Computer.

Uber ein 8-Wege-Ventil kénnen Losungsmittel und bis zu 5 Reagenzien in die Mef3zelle
gepumpt werden. Uber den letzten Ausgang des Ventils konnen verschiedene Fraktionen
durch Luftsegmente getrennt werden. Da es bei diesem Aufbau nicht mdglich ist,
nacheinander mehrere Reagenzien fir eine Reaktionsstufe zuzugeben, missen vorgemischte
L 6sungen verwendet werden. Falls diese nicht Uber 1angere Zeitraume stabil sind, kdnnen sie
unter Verwendung mehrerer Ausgange des Ventils kurz vor der Reaktion gemischt werden.
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2.1.2.2. Paralleliserter Aufbau fur dasHTS

Die reflektometrische Interferenzspektroskopie konnte durch Parallelisierung unter
Verwendung des Standard-Mikrotiterplattenformats an die Erfordernisse des HTS angepaldt
werden [rot 97, bre 98]. Hierzu werden spezielle Mikrotiterplatten benétigt, deren Boden aus
einem Glas-Transducer besteht. Auf diese Glasplatte ist mit einem Silikonkleber die
Kavitétenplatte aufgeklebt (Abb. 2.5). In dieser Arbeit wurden Mikrotiterplatten mit einer
Kavitétenplatte aus Polypropylen verwendet, da diese im Gegensatz zu den haufig
verwendeten Polystyrolplatten gegentber den gebrauchlichen organischen Losungsmitteln
stabil sind.

Die Detektion erfolgt von der Transducerunterseite so, dal3 die Probenhandhabung von oben
mittels eines Pipettierautomaten erfolgen kann. Der Einsatz von Standard-Mikrotiterplatten
gestattet die Nutzung konventioneller Roboterlinien, macht allerdings die Verwendung von
Flieldinjektionssystemen unmoglich, so daf’ in ruhendem Probenvolumen (stopped flow)
gemessen werden mul3. Bei diffusionskontrollierten Reaktionen weisen die Bindungskurven

wegen der Ausbreitung der Diffusionsgrenzschicht demnach eine Jt -Gesetzmilii gkeit auf.

Kavitatenplatte

SeSiSeSesEsesesiSiSe S Silicon-Verklebung
<2 () e

Interferenzschicht
/ Glasplatte

Abb. 2.5: Aufbau der RIfS-Mikrotiterplatte. Die Kavitdtenplatte aus Polystyrol oder
Polypropylen ist mit einem Siliconkleber auf den Transducer geklebt. Die
Polypropylenplatten sind gegenllber den meisten organischen Ldsungsmitteln
stabil.
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Das optische Detektionsprinzip Uber eine CCD-Kamera macht das System formatunabhangig.
Dadurch ist eine Erhéhung des Parallelisierungsgrades von 96 auf 384 Wells schon alleine
durch die Anpassung der Software moglich, und die Beobachtung von hochparallelisierten
Mikrotiterplatten auf der Basis von 1536 Wellsist denkbar.
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Abb. 2.6: Detektionsmodul (Biospec, Carl Zeiss), bestehend aus Halogenlampe, Filterrad,
Optik zur Lichtstrahlaufweitung, Mikrotiterplattenklemmung und CCD-Kamera.
Eingezeichnet ist die Mikrotiterplatte und der Strahlengang. Das Detektionsmodul
ist konzipiert fur den Einsatz in Verbindung mit einem Mikrotiterplatten-
Handling-System.

Der Mel3aufbau ist in Abb. 2.6 gezeigt: Das Licht einer Halogenlampe wird durch Interferenz-
filter monochromatisiert, anschlief3end polarisiert und falt nach Aufweitung des Lichtstrahls
auf die Mikrotiterplatte. Die von der Mikrotiterplatte reflektierten, interferierenden Strahlen
werden auf einen CCD-Chip abgebildet. Das Minimum im Reflexionsspektrum wird anhand
der durch verschiedene Filter gewonnenen Reflexionskoeffizienten fir jede Kavitét bestimmt.
Die Anderung der Lage des Minimums gibt die Anderung der optischen Schichtdicke wieder.
Die Dauer einer Messung (Detektion der Bindung und Regenerierung) betrégt 10-15 min pro
Platte; das entspricht im 96-er Format ungeféhr 10 s pro Probe.

2.2. Oberflachenmodifizierung

2.2.1. Silanisierung von SiO,-Oberfl&achen

In diesem Kapitel wird die Beschichtung der verwendeten Glas-, Silizium- oder Silica-Ober-
flachen mit Organosilanen beschrieben. Die weitere Funktionalisierung dieser aktivierten
Oberflachen ist Gegenstand der folgenden Kapitel.

Es gibt mehrere Methoden fr die chemische Modifizierung von Glasoberflachen. Besonders

gut erforscht sind diese im Bereich der Chromatographie fur die Beschichtung von Kieselgel
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oder controlled pore glass (CPG) [naw 97, bus98]. Die haufigste Methode ist die Silan-
isierung, also die Reaktion zwischen Silanolgruppen der Oberfléche und einem Organosilan,
das hydrolysierbare funktionelle Gruppen trégt, wie Chlor-, Alkoxy- oder Amino-Gruppen.
Organosilane kdnnen a's anorganisch / organische Hybridverbindungen verstanden werden,
die zwischen anorganischer und organischer Welt vermitteln kénnen [plu 90]. Die allgemeine
Formel der in dieser Arbeit verwendeten Silaneist
RnSiR3:nRY

wobei mit R die hydrolysierbare Gruppe bezeichnet ist, die die Bindung zur Oberflache her-
stellt, R Alkylgruppen sind, und RY eine funktionelle Gruppe ist, wie z.B. eine Epoxygruppe,
die zur spéteren Modifizierung der Oberflache dient (Abb. 2.7).

?Me (|3Me I\l/le
MeO—Si™ "> MeO—Si™ "> Cl—Si—Me

| NH, | 0] |

OMe OMe Me

Abb. 2.7:  Zur Oberflachenmodifizierung eingesetzte Organosilane.

Die Art und Funktionalitdt des Silans haben einen grof3en Einflul® auf die Struktur der Be-
schichtung. Die Modifizierung der Oberfl&che mit Monoalkoxy- oder Monochlorsilanen fiihrt
zu monomeren Strukturen, wahrend hoéher funktionelle Silane zu komplizierten querver-
netzten Oberflachenbelegungen fuhren [ung 76, bus98]. Demgegeniber zeigte Stevens
[ste99], dal3 im Fal von Trichloralkylsilanen bel Ausbildung einer Monolage aufgrund
sterischer Hinderung der Alkylreste eine Quervernetzung nicht moglich ist.

Fur den Bindungsmechanismus (Abb. 2.8) der Silane wird angenommen, dal3 vor der eigent-
lichen Reaktion eine Hydrolyse des Silans stattfindet. Unpolare L&sungsmittel werden
deshalb gezielt mit Wasser geséttigt, polare Losungsmittel weisen meist einen so hohen Was-
sergehalt auf, dal3 sie vor Gebrauch getrocknet werden missen [til 88]. Die Oberflachen
koénnen ebenfalls hydratisiert werden und einen physisorbierten Wasserfilm tragen, welcher
das zur Hydrolyse bendtigte Wasser direkt auf der Oberflache bereitstellt [thi 87]. Haufig
wird aber auf den Einsatz von Lésungsmitteln verzichtet, und das Silan in reiner Form ver-
wendet [kin 84]. Im Anschlul3 erfolgt die Kondensation der durch H-Bricken gebundenen
Silane. Um eine vollstdndige Bindung der moglichen Siloxanbindungen zur Oberfléche
sicherzustellen, wird besonders bel Alkoxysilanen von manchen Autoren bei erhohter
Temperatur gearbeitet [kes91]. Chlorsilane weisen gegentiber Alkoxysilanen eine erhhte
Reaktivitdt auf, so dal3 eine erhthte Temperatur nicht erforderlich ist [sil 91]. Stabile
Beschichtungen wurden aber auch bei Alkoxysilanen ohne ein Arbeiten bei erhohter

Temperatur erhalten [tsu 99].
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Abb. 2.8: Reaktionsschema zur Grenzflachenfunktionalisierung mit Silanen.

Zur Beschichtung von chromatographischen Tréagermaterialien wie Kieselgel oder CPG wer-
den organische Basen wie Morpholin oder Pyridin zur Aktivierung verwendet [kin 84,
sup 87], wodurch hohe und gleichméiige Beladungen erreicht werden [bus 98]. Die Base
bindet einerseits die entstehende Saure, andererseits wird ein aktiviertes Zwischenprodukt
durch Substitution der reaktiven Gruppe des Silans gebildet.

Die auf diese Weise eingebrachten funktionellen Gruppen konnen in weiteren Reaktions-
schritten zur endgultigen Belegung umgesetzt werden.

Die Beschaffenheit der unbehandelten SIO,-Oberflache ist stark von der Vorgeschichte des
Materials beeinflusst. Abhéngig von Produktionsprozess und Lagerung liegen Siloxanbind-
ungen anstelle von Silanolgruppen vor [naw 97]. Wichtig ist deshalb eine Vorbehandlung des
Trégermaterials mit Basen und Sduren, um die Oberflache von Verunreinigungen zu befreien
und die Benetzbarkeit zu verbessern. Zusétzlich wird die Oberflache chemisch angegriffen,
und es entstehen neue Silanolgruppen, die als weitere Bindungsstellen zu einer héheren
Belegung fuhren. Frisch gereinigtes Kieselgel oder Glas kann eine Silanolgruppen-Dichte von
bis zu 8 pmol/m? aufweisen [naw 97].

Planare Glastrager werden zur Aktivierung zundchst mehrere Stunden mit verdiinnter Natron-
lauge, danach mit schwefelsaurer H,O,-L 6sung behandelt, jeweils mit Wasser gewaschen und
im Stickstoffstrom getrocknet. Da die 1,0,0-Oberfléche von Si-Kristallen von Alkalilauge
stark angegriffen wird [jak 91], muld die Natronlauge in diesem Fall durch salzsaure und
ammoniakalische H,O,-L 6sung ersetzt werden. Aul3erdem wird dadurch eine Verstarkung der
Oxidschicht erhalten, wodurch die Silanisierung von Silizium erst moglich wird. Kieselgel ist
hauptsachlich mit Spuren von Metallen verunreinigt [naw 91], die durch Waschen mit 20 %
HCl entfernt werden konnen [bus92]. Zur Trocknung wird anschlief3end Wasser durch
Destillation mit Toluol entfernt.

2.2.2. Oberflachenbeschichtungen fir Synthesen und biologische Tests

Da im Anschluf3 an das in Kapitel 3 beschriebene Synthese-Monitoring ein biologischer
Assay durchgeftihrt werden sollte, mul3 die Oberfl&che gegen unspezifische Adsorption der

Biomolekile abgeschirmt sein. In Kapitel 2.1 wurden einige Beschichtungsmethoden vor-
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gestellt, mit denen Wechselwirkungen der Biomolekile mit den Transducern unterdriickt
werden. Diese Beschichtungen mssen zusétzlich gegentiber den erforderlichen Reaktions-
bedingungen inert sein.

Aminodextranbeschichtungen bieten durch Ausbildung eines polymeren Netzwerks auf der
Transduceroberflache ein tiefes Volumen in dem viele reaktive Gruppen genutzt werden
konnen. Die prinzipielle Eignung von AMD als Tréger wird durch zahlreiche Arbeiten belegt,
in denen dhnliche Strukturen als Tragermateria fur Synthesen verwendet wurden. Beispiele
hierfir sind die Spot-Synthese auf Cellulose-Membranen [fra 96, rel 99] oder Papier [fra 88,
eic 89] und Peptidsynthesen auf Sepharose-Beads [teg 97]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
auf die Verwendung von AMD as Oberflachenbeschichtung aufgrund der geringen Sdure-
stabilitét verzichtet. Auf3erdem liegen neben den Aminogruppen fur die Anbindung des ersten
Synthesebausteins noch viele Hydroxy-Gruppen vor. Wird als Beispiel die Peptidsynthese
betrachtet, so ist die Reaktivitdt von Hydroxy-Gruppen beztglich der Kupplung einer Amino-
saure zwar wesentlich niedriger, ein nicht geringer Anteil an Esterbindungen wird aber den-
noch geknupft. Es werden in jedem Synthesezyklus weitere Gruppen umgesetzt und damit
wird ein neues, um eine Aminosaure verkirztes Peptid begonnen, so dal? ein uneinheitliches
Produktgemisch entsteht. Unproblematisch ist dies, wenn die Produkte am Ende der Synthese
vom Trager abgespalten werden sollen. Nach Anbindung eines Linkers an erster Stelle
werden die oben erwdhnten Nebenprodukte nicht abgespalten.
Aminopolyethylenglycoloberflachen bieten eine geringere Beladung als Aminodextranbe-
schichtungen, da nur die Oberflache und nicht das Volumen der Beschichtung fir die
Synthese oder den Bioassay zur Verfligung steht. Fir die Messung der Bindung von Bio-
molekulen an die Oberflache ist die erreichbare Beladungsdichte ausreichend. Die Tauglich-
keit von PEG-Beschichtungen fir die Synthese wird durch einen Vergleich mit PEG-Poly-
merharzen [mel 92, rad 99] deutlich, die in der Festphasensynthese bisher zwar nur eine
untergeordnete Bedeutung besitzen, aber aufgrund ihrer guten Quelleigenschaften in pro-
tischen L 6sungsmittel n inzwischen grof3ere Aufmerksamkelt erfahren haben.

Oberflachen, die mit Diaminopropan beschichtet sind, bieten nur eine unzureichende Ab-
schirmung gegen unspezifische Wechselwirkung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dennoch
Diaminopropan-Oberflachen zur Synthese verwendet, wenn im Anschluf3 kein biologischer

Assay stattfinden sollte.
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2.3. Fluoreszenzspektroskopie

2.3.1. Fluoreszenzanisotropie

Das fiir Absorptions- oder Emissionsprozesse maf3gebliche Ubergangsdipolmoment besitzt
eine definierte Richtung beziglich der Molekllgeometrie. Regt man statistisch verteilte
Fluorophore mit linear polarisiertem Licht an, so ist das emittierte Licht ebenfalls zu einem
gewissen Grad polarisiert. Erfolgt die Messung in 90°-Anordnung, so ergibt sich folgendes
Bild:

hv

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Mef2anordnung. Das Fluorophor befindet sich im
Ursprung des Koordinatensystems. Der Doppelkegel deutet die eingeschrankte
Bewegungsfreiheit oberflachengebundener Molekiile an.

Bel vertikaler Anregung ergibt sich die Gesamtintensitét des Fluoreszenzlichts zu

=1+ 2l (10)
und die Anisotropier zu
_ |v-|h (11)
lv+2In

Hieraus ergeben sich die Extremfalle von r = 0,4 fir vollsténdige Polarisation und r = 0 fir
vollsténdige Depolarisation.

Bei zeitaufgel 6sten Messungen nimmt die Anisotropie nach Gleichung (12) exponentiell ab:
rt)=Y A e 41, (12)

Hierbe ist i bel Gemischen gleich der Anzahl der Komponenten, A; die Amplitude der
jeweiligen Komponente und Dgr der Rotationsdiffusionskoeffizient (Dr = 1/(61r), tr iSt die
Rotationskorrelationszeit).
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Die exponentielle Anpassung der Anisotropie-Abklingkurven nach Gleichung (12) liefert die
Rotationsdiffusionskoeffizienten Dgr sowie die Restanisotropie r_ . Mit ro=r(t=0) und
Gleichung (13) erhdt man die Kegel6ffnungswinkel der Rotationsbewegung der Fluorophore
(, wobble in cone“-Modell).

rri = [0.5- (cos? 6 + cose )f 13)

0

2.3.2. Excimer-Fluoreszenz

Als Excimere werden Dimere bezeichnet, die im elektronisch angeregten Zustand stabil, im
Grundzustand jedoch instabil sind. Durch die Aggregation der Molekile werden die
entarteten Anregungszustande der Monomere aufgespalten, was zu einer Energieerniedrigung
des tiefsten angeregten Excimerzustands fuhrt. Die Excimerfluoreszenz ist damit gegenuiber
der Fluoreszenz eines Monomers zu hoheren Wellenléngen verschoben.

Die Bildung eines Excimers ist ein bimolekularer Prozef3, der den Zusammenstol3 eines
elektronisch angeregten Molekils mit einem Molekdl im Grundzustand voraussetzt. Ist die
Aktivierungsenergie fur die Bildung des Excimeren sehr klein, fuhrt jeder Zusammenstol3 zur
Reaktion. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird dann durch die Haufigkeit der Kollisionen
bestimmt. Die Excimerbildung wird als diffusionskontrolliert bezeichnet, wenn die

Kollisionsraten von der Diffusionsgeschwindigkeit der Moleklle bestimmt werden [win 93].

N kom - [Pl
p\' —_—
= t %— PP*
kabs | | kv ko
P — — P+P

Abb. 2.10: Energieschema zur Excimerbildung (P = Pyren).

Das Energieschema [bir 70] fur die Excimerbildung ist in Abb. 2.10 gezeigt. Ein angeregtes
Pyren -Molekiil P* kann durch Fluoreszenz oder durch strahlungslose Desaktivierung wieder
in den Grundzustand gelangen. Die Geschwindigkeitskonstante der Energieabgabe ergibt sich
damit zu

" Die Excimer-Fluoreszenz wird hier am Beispiel des in dieser Arbeit untersuchten Pyrens beschrieben

(P = Pyren).
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kv = Kem + Kuw (14)
wobei kgy und kv die Ratenkonstanten der Fluoreszenz bzw. der Fluoreszenzlschung des
Monomers bezeichnen.

Als Konkurrenzprozefd tritt Excimerbildung auf. Bei Ublichen Anregungslichtquellen ist der
Anteill der angeregten Molekile an der Gesamtpopulation so gering, dal3 die Zahl der
Molekile im Grundzustand in guter Naherung unverandert bleibt. Die Rickreaktion verlauft
bei Raumtemperatur wesentlich langsamer as alle anderen Prozesse und kann daher

vernachléssigt werden [van 74]. Fir die Geschwindigkeit der Excimerbildung gilt demnach:

d(PP*)/dt = kom[P] — ko[ PP*] (15)

mit kpu als Geschwindigkeitskonstante der Aggregatbildung und

ko = krp + Kip. (16)
als Geschwindigkeitskonstante der Desaktivierung des Excimers. kp ist wie die Geschwindig-
keitskonstante des Monomers gleich der Summe aus den Konstanten der Fluoreszenz und der
Fluoreszenzl 6schung.

Die Fluoreszenzintensitéten des Monomers und des Excimers werden durch die Gleichungen
(17) und (18) beschrieben:

lem(t) = -d(P*)/dt = kem[P*] (17)

lFo(t) = -d(PP*)/dt = kep[PP*] (18)

Dimere, die sich nach dem oben beschriebenen Schema bilden, werden ,, dynamische® Ex-
cimere genannt, d. h. Aggregation findet nach Anregung eines Molekils P nach P* erst nach
einer gewissen Zeit statt. Bei zeitaufgel sten Messungen im Nanosekundenbereich wird dabel
eine An- und eine Abklingphase der Fluoreszenz beobachtet. Demgegeniiber bestehen
»Statische” Excimere aus im Grundzustand aggregierten Molekllen, so dal3 keine Fluores-
zenzanklingphase auftritt. Zudem konnen statische Excimere im Gegensatz zu dynamischen

im Absorptions- und Fluoreszenzanregungsspektrum nachgewiesen werden.
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3. Online-Monitoring von Festphasensynthesen’

3.1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des BMBF-Projekts LIBRARIAN 11, dessen Ziel
die Entwicklung eines auf RIfS basierenden HTS-Systems im Mikrotiterplatten-Format war,
durchgefuihrt. Die verwendeten Mikrotiterplatten besitzen einen Boden aus Glas, der as
Tréger fOr organisch-chemische Reaktionen dienen kann. Ziel dieser Arbeit war die
Methodenentwicklung zu kombinatorisch chemischen Synthesen auf der Glasoberflache der
Mikrotiterplatten, so dal3 anschlief3end ein biochemischer oder biologischer Assay ohne eine
Abspaltung der Syntheseprodukte vom Trager moglich ist.

Vergleichbare glasartige Tragermaterialien sind controlled pore glass (CPG) oder Kieselgel.
Beide spielen fur die Festphasensynthese aber nur eine untergeordnete Rolle. CPG wurde
schon frih for die Peptidsynthese eingesetzt [par 74, alb 89], konnte sich aber aufgrund der
geringen erreichbaren Beladung gegenliber polymeren Tragern nicht durchsetzten. Fir die
Oligonucleotidsynthese ist CPG jedoch das Standard-Tragermaterial [kos 83, ada83]. Da
keine Diffusionseffekte die Reaktionskinetik beeinflussen, werden sehr kurze Reaktionszeiten
und Synthesezyklen erreicht.

Kieselgel ist hauptsachlich als chromatographische Phase von Bedeutung, wurde aber auch
als feste Phase fUr die organische Synthese eingesetzt [bay 70, suc 98]. Hier wurde der Vortell
der hohen Druck- bzw. Temperaturstabilitét im Vergleich zu Polymer-Harzen ausgenutzt.
Nachteil aller glasartigen Tragermaterialien ist die geringe Stabilitét in basischen Medien.

Als zusétzlicher Aspekt sollten die auf planaren Glastragern durchgefiihrten Reaktionen mit
RIfS online analytisch Uberwacht werden. Im Idealfall wére ein System zu wiinschen, bei dem
die automatisierte Synthese in Mikrotiterplatten online mit Reflektometrischer Interferenz-
spektroskopie Uberwacht wird, und anschlief?end dieselbe Methode zur Detektion der
Erkennung biologischer Zielmolekile durch die oberflachengebundenen Ligandenmolekile
angewandt wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem ersten Schritt das Online-
Monitoring an einem nicht parallelisierten System durchgefhrt.

Die analytische Uberwachung von Festphasensynthesen auf Polymerharzen wird tiblicher-
weise offline durchgefiihrt. Die einfachste Moglichkeit ist, nach jeder Stufe die polymer-
gebundenen Substrate abzuspalten und mit MS, NMR und HPLC zu untersuchen. Weniger

" Die Untersuchungen wurden in Kooperation mit Herrn Dipl.-Chem. Hans-Martin Haake und Herrn Dipl.-
Chem. Oliver Birkert aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Gauglitz am Institut fir Physikalische Chemie der
Universitét Tubingen durchgefihrt.
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zeitaufwendig, wenn auch mit héherem apparativen Aufwand verbunden, sind Methoden der
on-bead-Analytik wie MALDI-TOF-Massenspektrometrie [egn95], IR- und NMR-
Spektroskopie [Iuo 98]. Im Bereich der NM R-Spektroskopie eignen sich besonders *H- und
3C-MAS-NMR-Spektroskopie, da hier geringere Linienbreiten als bei Gelphasen-NMR-
Spektroskopie erhalten werden [weh 96, pur 96]. FT-IR- bzw. ATR-IR-Spektroskopie stellen,
wenn charakteristische IR-Schwingungen bzw. Veranderungen derselben auftreten, eine
schnelle und zuverléssige Methode zur polymergebundenen Analytik dar [yan 99]. Die FT-
IR-Mikroskopie ermdglicht auf3erdem die Vermessung einzelner Harzbeads [yan 96, haa 98].
Besonders fur automatisierte Synthesen sind Verfahren interessant, die eine kontinuierliche
Kontrolle des Reaktionsverlaufs erlauben. Die Detektion des Reaktionsendes ermdglicht nicht
nur eine zeitsparende Durchfihrung der Synthese, sondern reduziert auch unerwiinschte
Nebenreaktionen. Im Bereich der organischen Festphasenchemie sind bisher nur wenige
Arbeiten bekannt, bei denen die Probenahme nicht offline, also durch Ziehen einzelner
Proben zu verschiedenen Reaktionszeiten, sondern online durch direktes Messen im Reaktor
erfolgt: Pivonka et al. [piv 96] benutzten ein FT-IR-Mikroskop mit einer Durchfluf3zelle, um
organische Reaktionen auf einzelnen Harzbeads zu verfolgen. Da bel diesem Aufbau ebenso
das Losungsmittel vermessen wird, konnen nur "IR-freundliche" Losungsmittel wie Chloro-
form oder Dichlormethan verwendet werden.

In der automatisierten Peptidsynthese wurden verschiedene Methoden zur Reaktions-
verfolgung entwickelt. Die meisten Verfahren basieren auf UV-Detektion und Leifahigkeits-
messungen [fer 91], mit denen Veranderungen in der Reaktionslésung gemessen werden. Die
UV -spektroskopische [cam 87] oder konduktometrische [fox 91] Verfolgung der Fmoc-
Abspaltung erlaubt das Monitoring der Entschiitzungsreaktion. Bei langsamer Abspaltung der
Schutzgruppe kann auf eine erschwerte Kupplung im néchsten Synthesezyklus geschlossen
werden. Die Einfihrung von HOBt-Aktivestern [ath86] zur Unterdrickung der
Racemisierung der Aminosauren wahrend der Kupplung bot zusétzlich die Mdglichkeit die
Kupplung online zu verfolgen. Das durch Deprotonierung von HOBt durch frele
Aminogruppen entstehende Anion absorbiert stark bei 440 nm. Die Abnahme der
Konzentration an Aminogruppen kann ensprechend der Abnahme dieser Absorptionsbande
verfolgt werden.

Eine Mdglichkeit zur paralelisierten online-Analytik von Harz-Beads wurde kirzlich von
Fischer und Tran [fis99] vorgestellt: durch Verwendung einer NIR-Camera mit 320x240
Pixel und eines akustooptischen Monochromators kann bel Peptidsynthesen durch Verfolgung

der Amino- bzw. Amidbanden eine Reaktionsverfolgung durchgefihrt werden.
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Mit Ausnahme des letzten Beispiels bieten ale oben aufgefihrten Techniken keine
Mdoglichkeit zur analytischen Uberwachung parallelisierter Synthesen. Die bisher etablierten
Methoden zur Verfolgung von Peptidsynthesen basieren auf Techniken, die Anderungen in
der Reaktionsdsung, aber nicht auf der festen Phase messen. Da bei Synthesen auf planaren
Glastrdgern aufgrund der geringen Oberflachenbeladung nur sehr kleine Stoffmengen
umgesetzt werden und sich die Konzentrationen damit praktisch nicht verandern, sind solche
Methoden in diesem Fall unbrauchbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Reflektometrische Interferenzspektros-
kopie, die erfolgreich zum Nachweis von Bindungsvorgadngen in waldrigen Ldsungen

eingesetzt wurde, zur Detektion bel Festphasensynthesen geeignet ist.

3.1.1. Aufgabenstellung

Zundchst sollte untersucht werden, unter welchen Rahmenbedingungen ein Online-
Monitoring mit RIfS moglich ist. Hierzu gehoren Reaktionsbedingungen wie Ldsungsmittel
und Temperatur, aber auch die Modifizierung der Glasoberfléche, deren Beschichtung
chemische Synthesen zulassen, bzw. gegentiber vielen Reagenzien stabil sein mul3.

Auf Basis der etablierten Peptidchemie sollte Uberpriift werden, welche durch chemische
Reaktionen — wie z. B. die Verlangerung der Peptidkette oder Schutzgruppen-Anheftung und
-Abspaltung — hervorgerufenen Anderungen in der MolekiilgroRe reflektometrisch noch
detektierbar sind, und welche Beladungsdichten hierzu eingehalten werden missen. Ge-
gebenenfalls sollte eine Funktionalisierung der Oberflache erarbeitet werden, die zu einer
ausreichenden Beladungsdichte fuhrt. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollten auf die
Synthese kleiner nichtpeptidischer Molekile Ubertragen werden.

Da die chemische Analytik der auf RIfS-Transducern synthetisierten Verbindungen aufgrund
der sehr geringen Substanzmengen nicht moglich ist, sollten die Reaktionsbedingungen an
vergleichbaren Trégermaterialien erarbeitet werden, die eine Analytik der Reaktionsprodukte
bezlglich ihrer Qualitét, aber auch die Bestimmung der Oberfléachenbeladung erlauben. Es
sollten sowohl Methoden zur Analytik der an die Oberflache gebundenen Molekiile, a's auch
die Moglichkeit der Abspaltung und Analytik in Lésung untersucht werden.

Anhand der Synthesen einer langeren Peptidsequenz und eines Herbizids sollte die
Maoglichkeit des Online-Monitorings und direkt anschlief3endem biologischen Assay mit RIfS
demonstriert werden. Dabei konnte auf im Arbeitskreis vorhandene Testsysteme, die auf der
Bindung von Antikorpern beruhen, zuriickgegriffen werden. Im néchsten Schritt sollten die
Synthesen auf die Mikrotiterplatten fur das parallelisierte Messystem Ubertragen und die
erhaltenen Verbindungen in High-Throughput-Assays getestet werden.
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Zuletzt sollte die Festphasensynthese eines Thrombininhibitors an polymeren Tréger-
materialien erarbeitet und anschlief3end auf die RIfS-Transducer Ubertragen werden.

3.2. Ergebnisseund Diskussion

3.2.1. Einflu® desL 6sungsmittels

Bel der reflektometrischen Detektion von Schichtdickendnderungen an der Oberflache tragt
das gesamte Schichtsystem zum erhaltenen Signal bei. Der Brechungsindex des
L 6sungsmittels hat deshalb einen deutlichen Einflud auf die Signalqualitét. Je dhnlicher die
Brechungsindizes von Interferenzschicht (n=1,49) und Losungsmittel sind, desto geringer
wird die Intensitét des Interferenzspektrums und desto hoher das Rauschen der daraus
erhaltenen optischen Schichtdicke. In Abb. 3.1 wird dies verdeutlicht. Die Detektion des

Minimums des Interferenzspektums wird bei geringer Intensitét des reflektierten Lichts sehr
ungenaLl.

rel. Intensitat
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Abb. 3.1: Zur Bestimmung des Minimums wird die Kurve mit eéinem Polynom 2. Ordnung
angepasst. Bei geringerem Signalhub wird dabel der Fehler groi3er.

In Abb. 3.2 werden Signalhub und Schichtdickenrauschen haufig verwendeter Ldsungsmittel
verglichen. Je besser das Signal-Rausch-Verhdltnis ist, um so héher wird die Empfindlichkeit
der Messung und um so kleiner kénnen die detektierbaren Schichtdickenénderungen sein. 1,2-
Dimethoxyethan (DME, np = 1,38) erwies sich als gut geeignet, Dimethylformamid (DMF,
np = 1,43) as brauchbar. N-Methylpyrrolidon (NMP, np=1,47) ist ungeeignet. Bei
Dichlormethan (DCM, np = 1,42) kénnen sich wegen des geringen Siedepunkts Gasblasen in
der Mef3zelle bilden, so dal3 die Verwendung von DCM vermieden wurde. Soll die Synthese
jedoch nicht online verfolgt werden, kénnen alle gangigen L ésungsmittel verwendet werden.

Wie sich herausstellte, wirken sich langfristige Schwankungen wie Drift-Effekte wesentlich
stérker auf die erreichbare Auflésung auf, als das Schichtdickenrauschen. Bel Verwendung

von Diamino-PEG beschichteten Oberflachen wurden Driften von bis zu 20 pm/h fur DME
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bzw. 30 pm/h fir DMF bestimmt. Besonders bei kleinen Molekilen liegen diese Werte im
Bereich der erwarteten Gesamtanderung des Signals.
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Abb. 3.2: Relatives Nutzsignal (¢) und Rauschen (w) bel Messung mit unterschiedlichen
L 6sungsmitteln. Deutlich ist der sinkende Signalhub und das steigende Rauschen
bei steigendem Brechungsindex des L 6sungsmittels.

Zusétzlich andert sich die Empfindlichkeit der Messung in Abhangigkeit vom Brechungs-
indexes der Reaktionslésung. Zum Vergleich der Empfindlichkeit einer Messung unter DMF
bzw. PBS-Puffer wurde die Adsorption von Ovalbumin (OVA) an eine hydrophob silanisierte
Oberflache gemessen (Abb. 3.3). Hierzu wurde die Mefizelle abwechselnd mit PBS-Puffer
bzw. DMF gesptilt. Die scheinbare optische Schichtdicke steigt beim Wechsel von PBS auf
DMF aufgrund des unterschiedlichen Dispersionsverhaltens der Lésungsmittel um 1,6 nm.
Nach der Injektion von OVA in PBS nimmt die optische Schichtdicke durch Adsorption des
Proteins an die Oberflache um ca. 1,8 nm zu. Beim Spulen mit DMF wird ein Teil des
Proteins wieder abgel6st, was durch das anschlief3end gesunkene Signal unter Puffer zu er-
kennen ist. Nach weiteren Losungsmittelwechseln bleibt die Signalhdhe fur beide Ldsungs-
mittel konstant. Es ergibt sich eine Zunahme der optischen Schichtdicke bel Ovalbumin-
Adsorption von 2,6 nm unter DMF und 1,3 nm unter PBS-Puffer. Die Empfindlichkeit ist bei
Verwendung von DMF also ungefdhr doppelt so hoch wie bei PBS-Puffer, wodurch die

erhdhten Unsicherheiten durch Rauschen des Mef3signals teilwei se kompensiert werden.
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Abb. 3.3: Vergleich der Schichtdicke unter PBS bzw. unter DMF bel Adsorption von
Ovalbumin an eine hydrophob silanisierte Schicht.

3.2.2. Oberflachenmodifizierung

Fir das Monitoring von Synthesen wurden ausschliefdlich Oberflachen verwendet, die mit
Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS) silanisiert waren. Die Grundlagen der
Silanisierung von Glasoberfléchen wurden in Kapitel 2 beschrieben.

Als Ausgangsfunktionalisierung fur die Synthesen in dieser Arbeit wurden Aminogruppen
gewdhlt. Diese konnen in einfacher Weise durch eine nucleophile Epoxidoffnung mit
Diaminoverbindungen wie Diamino-PEG oder Diaminopropan erhalten werden (Abb. 3.4).
Durch Einsatz einer konzentrierten Losung oder der reinen Aminokomponente kann eine
Zyklisierung, also die Bindung beider Aminogruppen auf die Oberfléche, vermieden werden.
Je nach Anwendung wurden unterschiedliche Diamine eingesetzt. Diaminopropan und O,0'-
Bis-(2-aminopropyl)-polyethylenglykol 500 (Jeffamine ED 600) wurden fir Referenz-
synthesen auf Glasplattchen (Deckglaser fur dem Mikroskopiebedarf) und CPG verwendet.
Die GOPTS-modifizierten Tréager wurden direkt nach ihrer Herstellung eingesetzt. Deckglaser
wurden hierfir nach Behandlung mit reinem GOPTS zun&chst mit Aceton gewaschen, im
Stickstoff-Strom getrocknet und danach mit der reinen Aminkomponente umgesetzt. Bei CPG
wurde sowohl die Silanisierung als auch die Umsetzung mit dem Diamin mit einer Lésung
des entsprechenden Reagenzes in Toluol durchgefihrt.

Diamino-PEG wurde fiur die RIfS-Transducer verwendet, da hiermit die beste Abschirmung
der Oberflache gegen unspezifische Wechselwirkungen erhalten wird. Die Praparation der
Schichten wurde durch Aufschmelzen von Diamino-PEG 2000 im Trockenschrank beim

Kooperationspartner durchgefthrt [pie 00].
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Abb. 3.4: Umsetzung von GOPTS-modifizierten Oberfl&chen zu aminofunktionalisierten
Synthesetragern. Die Oberflachenmodifizierungen A und B wurden fur Referenz-
synthesen verwendet, C fir das Synthesemonitoring. Um in Vergleichssynthesen
abspaltbare Produkte zu erhalten, wurden der Rink-Linker und ein Photolinker
eingesetzt.

Bel allen hier gezeigten Oberflachen ist anzumerken, dal? verschiedene reaktive Gruppen fur
die Synthese zur Verfligung stehen: durch die Epoxidoffnung entstehen zusétzlich zur
priméaren Aminogruppe ein sekundares Amin und eine Hydroxygruppe. Im Fall von Diamino-
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PEG sollten diese aber durch die dichte blrstenartige Struktur der Beschichtung for
Reaktionen sehr schlecht zuganglich sein. Diaminopropanoberfldchen wurden trotz dieser
Tatsache aufgrund der einfachen und schnellen Préparation fir Referenzsynthesen und fir
grundlegende Untersuchungen zum Reaktionsmonitoring verwendet.

Aufgrund der meist niedrigen Stoffmengen ist eine Quantifizierung der Oberflachen-
beladungen schwierig bzw. nur ungenau moglich. Fir die Glaspléttchen konnte nach Synthese
eines Peptids auf der Oberflache mittels Edman-Abbau die Belegungsdichte abgeschétzt
werden (Kapitel 3.2.3.1). Genauere Ergebnisse kénnen bei CPG erhalten werden: Nach
Anbindung einer Fmoc-Aminosaure wurde die Beladung durch Abspaltung der Fmoc-Gruppe
und UV-photometrischer Bestimmung des erhatenen N-(9-Fluorenylmethyl)-piperidin-
Adduktes [mei 79] zu 0,04 mmol/g bestimmt.

3.2.3. Monitoring von Peptidsynthesen
Die prinzipielle Machbarkeit der Reaktionsverfolgung von Festphasensynthesen mit RIfS

wurde am Beispiel der seit langem etablierten Peptidchemie untersucht. Hierzu wurden
Peptide nach der Fmoc/tBu-Strategie auf den RIfS-Transducern synthetisiert.

3231  Referenzsynthese und —analytik

Da eine Synthesekontrolle auf RIfS-Transducern nicht méglich war, wurden einige Peptide
zum Vergleich auf dhnlichen Trégermateridlien synthetisiert. Die Analytik erfolgte durch
Edman-Abbau der oberflachengebundenen Peptide in einem automatischen Gasphasen-
sequenator, wie er zum N-terminalen Sequenzieren von Peptiden und Proteinen eingesetzt
wird. Die Sequenzierung konnte nicht direkt von den Transducern erfolgen, da diese eine zu
grof3e Dicke aufweisen und nicht in die Blot-Kammer des Sequenators passen.

Fur einen ersten Versuch wurde CPG verwendet, da es als Tragermaterial bekannt ist und mit
den Ublichen Arbeitstechniken der Festphasensynthese gearbeitet werden kann. Auf einer
Diaminopropanoberflache wurde mit Fmoc/tBu-Strategie und DIC/HOBt-Aktivierung (0,3 M
in DMF) das Peptid DQPAKK synthetisiert. Das Ergebnis der Sequenzierung ist in Abb. 3.5
gezeigt. Es wurde eine Kupplungseffizienz von 96-98 % pro Aminosaure bestimmt. Auffallig
ist die Abnahme der sequenzierten Stoffmenge bei spdteren Zyklen. Da der erste Schritt des
Edman-Abbaus, die Umsetzung des Peptids mit Phenylisothiocyanat, unter basischen
Bedingungen abléuft, kann es durch Hydrolyse der Siloxanbindung zur Abspaltung des
Peptids vom Trager kommen. Der Probenverlust im Verlauf der Sequenzierung durch
Auswaschen abgespaltener Peptide ist dann unvermeidlich [ste 92].
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Abb. 3.5: Ergebnis des Edman-Abbaus von auf CPG synthetisiertem DQPAKK.

Eine bessere Vergleichbarkeit zu den Transducern ist alerdings bel Verwendung von
planaren Glaspldttchen gegeben. Es wurden handelsibliche Deckglaser aus dem
Mikroskopiebedarf auf eine GréRe von ca. 0,25 cm? zurechtgeschnitten, so da siein die Blot-
Kammer des Sequenators passen. Auf den Pléttchen, die wie das CPG Diaminopropan-
beschichtet waren, wurde beidseitig die kurze Peptidsequenz FAL synthetisiert. Aufgrund des
geringen zu erwartenden Gesamtsignals wurden zwei Lysinverzweigungen eingefihrt, so dal3
die Oberflachenbeladung vervierfacht wurde. Jeweils drei Glaspléttchen mit einer Oberflache
von ca 0,5 cm? wurden dann gemeinsam sequenziert. Abb. 3.6 und Abb. 3.7 zeigen die
Ergebnisse des Edman-Abbaus fur unter unterschiedlichen Bedingungen synthetisierte
Peptide.

Auch hier wird die Abnahme der gemessenen Stoffmengen bei spédteren Sequenzierungs-
zyklen deutlich. Dieser Effekt ist starker als bei CPG. Zusétzlich zur Abspaltung der Peptide
liegt hier vermutlich eine schlechtere Zuganglichkeit der Peptide fir die Edman-Reagenzien
in der N&he der Oberfléache vor. Hierauf deutet auch die schlechtere Kupplungseffizienz bei
der Synthese hin. In Tab. 3.1 ist eine Abschétzung der Kupplungsausbeuten gegeben: hierfir
wurde die gesamte gemessene Stoffmenge pro Zyklus auf 1 normiert. Im Fall der N-
terminalen Aminosaure Phenylalanin ergibt sich daraus direkt die Kupplungsausbeute. Fir
Alanin wurden die Werte der ersten beiden Zyklen addiert und auf die nachfolgenden
Sequenzpositionen bezogen. Bei Leucin ist aufgrund der schlechten Sequenzierung in den
folgenden Zyklen keine sinnvolle Angabe moglich. Obwohl diese Syntheseergebnisse auf

Glaspléttchen (ungeféhr 90 % Umsatz pro Zyklus) schlechter sind als bei einer Ublichen
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Peptidsynthese auf Polymerharzen unter gleichen Reaktionsbedingungen, ist zumindest bel
kurzeren Peptiden (bis zu 10 AS) und bel Wahl langerer Reaktionszeiten die erreichbare
Produktreinheit ausreichend fir einen Bioassay.

Das relativ hohe lag (eine Aminosaure wird nicht nur im erwarteten Zyklus gefunden,
sondern auch in den nachfolgenden) ist wahrscheinlich auf eine schlechte Benetzung der
Oberflache mit den Edman-Reagenzien in den Zwischenrdumen der teilweise aufeinander-
liegenden Pléttchen zurtickzufihren. Eine genaue Beladungsbestimmung anhand des Edman-
Abbaus ist aufgrund der schlechten Oberflachen-Zugéanglichkeit und der damit verbundenen
unvollstandigen Sequenzierung nicht moglich. Eine Abschétzung ergibt Werte zwischen 0,5
und 1 pmol/mm?. Dies ist um ca. 1 GroRenordnung weniger as die mogliche Beladung auf
z. B. Kieselgel [naw 97.]

Abb. 3.6: Ergebnis des Edman-Abbaus von auf Glaspléttchen synthetisiertem FALK. Die
Kupplung erfolgte mit DIC/HOBt-Aktivierung (0,3 M in DMF). Die Reaktions-
zeit betrug 1,5 h.

Aminosaure Aminosaure

Abb. 3.7:  Ergebnis des Edman-Abbaus von auf Glaspléttchen synthetisiertem FALK. Links:
Kupplung mit DIC/HOBL, rechts: Kupplung mit TBTU/HOB, in beiden Féllen
mit 0,1 M Losungen und einer Reaktionszeit von 1,5 h.
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Tab. 3.1: Aus dem Edman-Abbau bestimmte Kupplungseffizienz [%] fur unterschiedliche
Kupplungsreagenzien und Konzentrationen. Die Reaktionszeit betrug immer

1,5h.
Aminosaure DIC/HOBt TBTU/HOBt
0,3M 0,1 M 0,1 M
F 90 74 86
93 89 89

Bel einem Vergleich der Gesamtstoffmenge der sequenzierten Aminosduren kann eine
Abhangigkeit von der Konzentration festgestellt werden. Wéahrend bel der Kupplung mit
0,3M Losung 100-150 pmol der Aminosauren erhalten werden, sind es bei Kupplung mit
0,1 M Lésung weniger als 60 pmol. Da die Kupplungsausbeute bei geringen Konzentrationen
nicht wesentlich schlechter wurde, muf3 in beiden Fallen von einem gleichen Grad der
Umsetzung ausgegangen werden. Vermutlich liegen auf der Oberflache unterschiedliche
Reaktionszentren vor, von denen die schwerer zuganglichen erst bei hdheren Konzentrationen
erreicht werden.

Da die Konzentration der Reaktionsldsung einen starken Einflul? auf den Brechungsindex und
damit auf das Interferenzsignal bei RIfS hat, wurden niedrige Konzentrationen vorgezogen,
um maoglichst nahe am Brechungsindex des reinen Losungsmittels zu arbeiten. Mit dem
stérkeren Kupplungsreagenz TBTU wurden bel geringer Konzentration etwas bessere
Ergebnisse erzielt. Die Verfolgung von Peptidsynthesen mit RIfS wurde aufgrund des nur
geringen Unterschieds der mit TBTU bzw. DIC ereichten Syntheseergebnisse (Tab. 3.1)
wahlweise mit beiden Kupplungsreagenzien durchgefihrt.

3.23.2.  Monitoring der Kupplung von Aminosauren

Die erwarteten Signale, d. h. die Steigerungen der optischen Schichtdicke bei Anbindung
einer Aminosaure, hangen von mehreren Faktoren ab. In erster Linie wird der Schichtdicken-
zuwachs von der Molekiilgréfe der angekuppelten Verbindung und der Beladungsdichte der
Oberflache bestimmt. Als Grenzfélle zur Ermittlung der nétigen Molekilgrofde dienten die
Aminosauren Fmoc-Gly-OH, die das kleinste Signal fir Fmoc-Aminosauren liefern sollte,
und Fmoc-Arg(Pbf)-OH, eine volumindse Aminosaure mittlerer Grolie.

Zusétzlich spielt —neben der oben beschriebenen Abhéngigkeit vom Ldsungsmittel — das
Brechungsindexinkrement der gelésten Aminosdure eine grof3e Rolle. Die theoretischen
Empfindlichkeiten fir Fmoc-Gly und Fmoc-Arg(Pbf) wurden von Haake [haa 00] mit Hilfe

experimentell bestimmter Brechungsindexinkremente berechnet. Diese Rechnungen zeigen,
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dal3 die Reaktionsverfolgung auch bei kleinen Aminosduren wie Fmoc-Gly prinzipiell
maoglich ist.

Wie oben beschrieben, ist das Signal-Rausch-Verhdltnis von RIfS-Messungen mit DME als
Losungsmittel aufgrund des niedrigen Brechungsindex besser, as bei DMF oder THF. Da
sich Fmoc-Aminosauren in DME aufgrund dessen relativ unpolaren Charakters nur schlecht
[6sen, wurden die meisten Aminosaurekupplungen in DMF durchgefihrt. Aminoséure-
Kupplungen in DME werden am Ende dieses Abschnitts am Beispiel der 6-Aminohexansiure
(e-Aminocapronsaure) behandelt.

In Abb. 3.8 ist die Kupplung von Fmoc-Gly an eine Diamino-PEG-Oberflache gezeigt. Die
Kupplung erfolgte in diesem Beispiel mit TBTU/HOBt-Aktivierung in 0,1 M Ldsung, die
Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit Piperidin (20 % in DMF). Zunéchst wurde Uber eine
Zeitdauer von 10 min eine Basidinie unter DMF aufgenommen. Danach wurde die
Reaktionsldsung injiziert. Nach einem Sprung des Signals um ca. 0,5 nm nahm die optische
Schichtdicke kontinuierlich zu und erreichte schliefdlich eine Sattigung. Nach 40 min Mef3zeit
wurde die Reaktionslésung durch reines DMF ersetzt, was einen negativen Sprung des
Signals bewirkte. Im Vergleich zur Basislinie wurde ein Zuwachs der optischen Schichtdicke
von 370 pm erhalten. Diese Effekte lassen sich durch die Anbindung der Aminosdure an die
Oberflache erkléaren. Der Sprung der optischen Schichtdicke wird dabel vermutlich durch die
unterschiedlichen Brechungsindices von Kupplungslésung und reinem Lésungsmittel sowie
durch eine sehr rasche Anbindung der Aminosdure verursacht. Der Antell des Brechungs-
index-Effekts [&3t sich durch die Abnahme der Schichtdicke beim Wechsel zu reinem DMF
nach der Kupplung abschétzen, da sich die optischen Eigenschaften der PEG-Schicht bei
Kupplung der Aminosdure nur gering andern. Nach Zugabe der Piperidin-Lésung wurde
wiederum ein starker Sprung des Signals nach oben erhalten, auch hier verursacht durch die
unterschiedlichen optischen Eigenschaften von Losungsmittel und Piperidin-Losung, mit
anschlief3ender schnellen Abnahme der optischen Schichtdicke, die durch die Abspaltung der
Fmoc-Gruppe erklart wird. Nach ca. 60 min wurde die Abspalt-L6sung wieder durch DMF
ersetzt, wodurch wieder ein negativer Signalsprung erhalten wurde. Am Ende der Messung
lag das Signal um knapp 50 pm hdher als zu Beginn. Dies stellt keinen als signifikant zu
bezeichnenden Schichtdickenzuwachs mehr dar, da der Wert innerhalb der durch Drift des
Messignals zu erwartenden Unsicherheit liegt (vgl. haa 00). Da nach der Fmoc-Abspaltung im
Fall von Glycin aufgrund der Molekilgrofde nur eine geringfligig veranderte Oberfléche
vorliegt, ist allerdings auch kein mef3barer Zuwachs der optischen Schichtdicke zu erwarten.
Der Signalverlauf zeigt dennoch, dal3 sowohl die Anbindung der Fmoc-geschiitzten Amino-

sdure als auch die Abspaltung der Schutzgruppe verfolgt werden konnte.
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Alle durchgefiihrten Messungen der Anbindung von Fmoc-Aminosduren weisen diesen

Verlauf auf.
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Abb. 3.8: Kupplung von Fmoc-Gly-OH mit TBTU/HOBt (jeweils 0,1 M in DMF) und
DIEA (0,2M in DMF) an eine Diamino-PEG-Oberflache und anschlief3ende
Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 % in DMF).

Auf demselben Sensor wurde im Anschlul® an Gly auf die gleiche Weise Fmoc-Arg(Pbf)-OH
gekuppelt (Abb. 3.9, durchgezogene Kurve). Aufgrund der grofReren Molekllmasse der
Aminosdure wurde mit 730 pm der erwartete hthere Schichtdickenzuwachs erhalten. Da nach
Abspaltung von Fmoc immer noch ein relativ grof3es Molekil auf der Oberflache verbleibt
(die Setenkettenschutzgruppe wird nicht abgespalten), ist der hohe resultierende
Schichtdickenzuwachs von 390 pm verstandlich.

Um nachzuweisen, dal3 die gemessenen Kurven tatséchlich der Anbindung von Aminosauren
entsprechen, und nicht etwa auf mdgliche Quelleffekten des Dichtrings der Mef3zelle oder der
Oberflachenbeschichtung zurtickzufiihren sind, wurde dasselbe Experiment auf einer mit
Acetylchlorid deaktivierten Diamino-PEG-Oberflache durchgefihrt. Die Mef3kurve (Abb. 3.9,
gestrichelt) zeigt die Ublichen Signalspriinge, die durch die unterschiedlichen optischen
Eigenschaften von Reaktionslésung und Losungsmittel verursacht werden. Wahrend der
Reaktionszeit ist jedoch aul3er diesem Sprung keine Zunahme der Schichtdicke zu erkennen,
woraus geschlossen werden kann, dal3 die Aminosaure nicht an die Oberflache bindet. Die
leichte Abnahme des Signals ist auf eine Drift zurtickzuf hren. Wahrend der Behandlung mit
Piperidin ist ebenfalls eine leichte Signalabnahme zu sehen, die aber in diesem Fall fir reine
Drifteffekte zu grof3 ist. Nach Spulen mit Loésungsmittel ist die optische Schichtdicke im
Rahmen der Mef3genauigkeit die gleiche wie zu Beginn. Dies zeigt, dal’ Piperidin hier zu
keiner Substanz-Abspaltung von der Oberflache fuhrt. Eine mogliche Erklarung wére an
dieser Stelle tatsachlich das Quellen der O-Ringdichtung der Mef3zelle.
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Abb. 3.9:  Kupplung von Fmoc-Arg(Phf)-OH mit TBTU/HOBLt (jeweils 0,1 M in DMF) und
DIEA (0,2 M in DMF) an eine Diamino-PEG-Oberfl&che (durchgezogen) bzw. an
eine mit Acetylchlorid gecappte Diamino-PEG-Oberfldche (gestrichelt) und
anschlief3ende Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 % in DMF).
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Abb. 3.10: links: Kupplung von Fmoc-Lys(Fmoc); a: Zugabe der Kupplungsreagenzien (1.
Aminosaure/ TBTU/HOBt, 2. DIEA), b: Waschen mit DMF, c. Zugabe von
Piperidin (20 % in DMF), d: Waschen mit DMF. Rechts: Zunahme der optischen
Schichtdicke pro Kupplungsschritt vor und nach der Fmoc-Abspaltung (gemessen
bei c und d).

Wenn Verbindungen mit kleinerer Molekilgréfe als Fmoc-Gly gekuppelt werden sollen,
kann eine Erhéhung der Oberflachenbel adung nétig werden, um signifikante Anderungen der
optischen Schichtdicke zu erhalten. Eine einfache Moglichkeit zur Steigerung der
Oberflachenbeladung ist die Einfuhrung von einer oder mehreren Lysin-Verzweigungen. Um
festzustellen, wieviele Verzweigungen synthetisiert werden konnen, ohne dal die Kupplungs-
ausbeute vermindert wird, wurde mehrmals hintereinander Fmoc-Lys(Fmoc) auf einer
Diamino-Propan-Oberflache gekuppelt und die Anderung der Schichtdicke mit RIfS verfolgt.
Nach Anbindung des ersten Lysin-Rests sollte bel jeder weiteren Kupplung eine Verdopplung
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der Schichtdickenzunahme beobachtet werden. In Abb. 3.10 sind die Anderungen der
Schichtdicke fur 5 Kupplungen von Fmoc-Lys(Fmoc) vor und nach der Fmoc-Abspaltung
und beispielhaft eine Bindungskurve gezeigt. Die Synthesestufen 2 und 3 zeigen die erwartete
Verdopplung der Oberflachenbeladung. Bel den Stufen 4 und 5 ist die Kupplung vermutlich
durch die zunehmende sterische Hinderung beeintréchtigt.

Bel Betrachtung der Form der Bindungskurve in Abb. 3.10 fallt, im Gegensatz zu den oben
gezeigten Messungen, der negative Sprung der optischen Schichtdicke auf. Dieser ist ebenso
auf eine Anderung des Brechungsindexes beim Wechsel von reinem Losungsmittel zur
Reaktions6sung zuriickzufihren. Zum RIfS-Signal trégt das gesamte Schichtsystem von
Transducer, Beschichtungen und der dartiber stehenden Ldsung bei. Der negative Wert wird
in diesem Fal durch das veranderte Schichtsystem (es wurde eine Diaminopropan-
Beschichtung verwendet) verursacht.

Am Beispiel der Kupplung von Fmoc-Arg(Pbf)-OH an eine Diamino-PEG-Oberflache wurde
der Einfluld der Konzentration der Reaktionsldsung untersucht. Hierzu wurde die Fmoc-
Aminosaure unter DIC-Aktivierung in unterschiedlichen Konzentrationen mit den Amino-
gruppen des Transducers umgesetzt. Da die Diamino-PEG-Beladungsdichte der Transducer
variieren kann, wurden ale Experimente auf demselben Transducer durchgefiihrt. Um zu
gewdhrleisten, dal3 fir die Aminosdure bei jeder Sequenzposition eine zumindest ndherungs-
weise vergleichbare Oberflachenbeschaffenheit vorliegt, wurde vor jeder Arginin-Anbindung
einmal Fmoc-Val gekuppelt. Die synthetisierte Sequenz ist demnach RVRVRV.

In Abb. 3.11 ist der Verlauf der optischen Schichtdicke fir drei Konzentrationen der
Reaktionslosung gezeigt. In Abhangigkeit von der Konzentration wurde ein unterschiedlich
starker Zuwachs der optischen Schichtdicke erhalten. Da es sich bei der Anbindung einer
Aminosdure unter den gegebenen Konzentrationen und den damit verbundenen hohen
Uberschiissen der Reaktanden in Losung um eine irreversible Reaktion handelt, sollte bei
vollstandigem Umsatz immer die gleiche Schichtdicke erreicht werden, wenn auch nach
unterschiedlicher Reaktionszeit. Demgegeniiber zeigen alle drel Kurven schon nach ca
25min eine Séttigung, d.h. das Ende der Reaktion. Die gemessene Konzentrations-
abhangigkeit kann somit nicht durch unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten erklart
werden. Vermutlich liegen auf der sterisch gehinderten Glasoberflache unterschiedlich gut
zugangliche Reaktionszentren vor, so dal3 die schwerer erreichbaren erst bel hodheren
K onzentrationen umgesetzt werden kénnen. Diese Vermutung wird durch die Beobachtungen
unterstiitzt, die bei der Peptidsequenzierung auf Glaspléttchen gemacht wurden. Schlecht

zuganglich reaktive Zentren werden z. B. bei der Oberflachenbeschichtung durch Epoxid-
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offnung mit Diamin-PEG erzeugt, da hierbei oberflachennahe sekundare Aminogruppen und

Hydroxygruppen entstehen. Diese sind durch das dartiberliegende PEG abgeschirmt.
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Abb. 3.11: Kupplung von Fmoc-Arg(Pbf)-OH mit DIC in unterschiedlichen Konzentrationen
an eine Diamino-PEG-Oberflache: 0,1 M (durchgezogen), 0,05 M (gepunktet),
0,01 M (gestrichelt).

Um auszuschlief3en, dal? die gemessenen Effekte durch eine schlechtere Zuganglichkeit der
oberflachengebundenen Aminogruppen bel spéteren Sequenzpositionen verursacht wird,
wurde zuerst mit hoher, dann mit niedriger und zuletzt mit mittlerer Konzentration gekuppelt.
Experimente mit einer anderen Abfolge der Konzentrationen fihrten zu anal ogen Ergebnissen
fur den Schichtdickenzuwachs.

Als Beispid fur die Knipfung von Amidbindungen mit DME als L 6sungsmittel wurde Fmoc-
6-Aminohexansaure verwendet, da sie sich noch in relativ hohen Konzentration in DME |6st.
In Abb. 3.12 ist der Verlauf der optischen Schichtdicke bei Kupplung der Aminoséure mit
DIC gezeigt. Deutliche Unterschiede zu Reaktionen in DMF zeigen sich in der
Geschwindigkeit der Fmoc-Abspaltung. Wahrend bel Verwendung von DMF die Abspaltung
schon nach 3-5 min abgeschlossen war, wurde mit Piperidin in DME eine nahezu vollsténdige
Abspaltung erst nach mehrfacher Behandlung mit der Abspaltlésung erhalten. Vermutlich ist
die Solvatisierung der oberflachengebundenen Fmoc-Aminosaure in DME schlechter als in
DMF. Dadurch ist die Zuganglichkeit der Fmoc-Schutzgruppe geringer und die Abspaltung

verlauft langsamer.
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Abb. 3.12: Kupplung von Fmoc-Ahx-OH mit DIC (je 0,2 M in DME) an eine Diamino-PEG-
Oberflache und 3-fache Fmoc-Abspaltung mit Piperidin (20 % in DMF).

Wiederholungen der Kupplung von Fmoc-Ahx an Diamino-PEG-Oberflachen flhrten zu
unterschiedlichen Bindungskurven (Abb. 3.13), wobel die Spriinge zu Beginn der Kupplung,
der zeitliche Verlauf der Bindung und die erreichte Schichtdicke nach der Kupplung
variierten. Fur den letzten Aspekt wurde von Haake (haa 00) eine Abhangigkeit vom Alter der
PEG-Schichten gefunden. Mit zunehmender Lagerungsdauer der Transducer wurde ein ab-
nehmender Schichtdickenzuwachs bei der Bindung festgestellt. Zudem koénnen die
Transducer je nach Charge eine unterschiedliche Oberflachenbeladung aufweisen. Die
unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten (die aus den Anfangssteigungen bestimmten
Ratenkonstanten variieren um den Faktor 2) konnten weder mit dem Alter der Transducer
noch mit der Endschichtdicke korreliert werden. Obwohl diese Streuung héher ist as die
gewohnlich bel Affinitétsreaktionen unter Wasser bestimmten Werte, ist die Detektion der

Aminosaureanbindung mit einer gewissen Reproduzierbarkeit moglich.
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Abb. 3.13: 9 Beispiele der Verfolgung der Kupplung von Fmoc-Ahx-OH mit DIC (jewelils
0,2 M in DME) an eine Diamino-PEG-Oberflache.
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3.23.3. Monitoring der Synthese eines Hamagglutinin-Epitops mit anschliel3}ender
Antikor per-Bindung
Die bisher gewonnenen Erkenntnisse zur Verfolgung der Kupplung von Aminosauren wurden
an einer langeren Peptidsynthese erprobt. Im Anschluld wurde ein Bindungsassay mit einem
monoklonalen Antikdrper durchgefthrt.
Als Modellsystem wurde ein Epitop des Hamagglutinins (HA) des humanen Influenzavirus
mit der Sequenz YPYDVPDYA gewdhlt. Gegen dieses Epitop ist ein hochaffiner mono-
klonaler Antikorper kommerziell erhéltlich. Ziel der Untersuchung war die Moglichkeit der
Online-Verfolgung einer Peptidsynthese mit direkt anschliefendem Bioassay, wie er beim
Screening von auf der Oberflache synthetisierten Bibliotheken mit einem Targetprotein
durchgefiihrt wirde, zu zeigen. Zusétzlich steht mit diesem Test eine Methode zur Verfligung,
den Syntheseerfolg direkt an der Oberfléche zu Uberprifen, da nur bel einer ausreichenden
Zahl an Bindungsstellen die Antikodrperbindung nachwei sbar ist.
Die Synthese erfolgte auf einer Diamino-PEG-Oberflache mit TBTU/HOBt-Aktivierung in
0,1 M Losung. Die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen wurde in der Gblichen Weise
mit TFA durchgefiihrt, wobei die Bindung zum Transducer erhalten blieb, da auf die
EinfUhrung eines Linkers verzichtet wurde.
In Abb. 3.14 sind beispielhaft 3 Bindungskurven aus der Synthese des HA-Peptids gezeigt.
Bei alen Kupplungen wurde eine Séttigung erreicht, wenn auch nach unterschiedlichen
Reaktionszeiten. Demgegenuber war die Fmoc-Abspaltung einheitlich nach ungeféhr 3 min
abgeschl ossen.
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Abb. 3.14: Bindungskurven fir die Synthese des HA-Peptids. Zur besseren Ubersicht sind
von 9 Aminosaure-Kupplungen nur die Positionen 1 (Ala), 5(Val) und 9 (Tyr)
gezeigt.
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Abb. 3.15 zeigt die Schichtdickenanderungen einer Gesamt-Synthese nach Kupplung der
Fmoc-geschiitzten Aminosauren und nach Abspaltung der Fmoc-Gruppen in einer Ubersicht.
Die resultierenden Anderungen der optischen Schichtdicke nach Fmoc-Abspaltung sind
haufig sehr gering und teilweise sogar negativ. Wie in Kapitel 3.2.3.2 am Beispiel von Glycin
beschrieben wurde, sind solche geringen Effekte aufgrund von Signalunsicherheiten nicht
signifikant. Dennoch ist Uber den Verlauf der Bindungskurve eine Bestimmung des End-
punkts der Reaktion mdglich.
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Abb. 3.15: Verfolgung der Synthese des HA-Peptids. Schichtdickenzunahmen bei der
Kupplung, gemessen vor (ausgefillt) und nach der Fmoc-Abspaltung (schraffiert).

Die mehrfache Wiederholung der Synthese lieferte prinzipiell die gleichen Ergebnisse. In
Abb. 3.16 sind die Mittelwerte von 4 Synthesen gezeigt. Die ebenfalls eingezeichneten
Standardabweichungen spiegeln nicht nur die Unsicherheiten im Mef3signal, sondern auch die
unterschiedlichen Bindungskapazitéten der 4 Diamino-PEG Oberflachen wieder. Die relativen
Standardabwei chungen betragen 6 - 28 %.

Um diese geringen Schichtdickeneffekte besser quantifizieren zu kdnnen, wurden in einem
weiteren Experiment die Zahl der Bindungstellen auf der Oberflache durch Einfihrung von 3
Lysin-Verzweigungen auf ungefdhr das achtfache gesteigert. In Abb. 3.17 ist die ent-
sprechende Verdopplung des Schichtdickenzuwachses fur die drei Kupplungen von Fmoc-
Lys(Fmoc) zu erkennen. Interessanterweise resultiert fur die Kupplung von Asp auch hier
jeweils eine negative Schichtdickenanderung, was mit der bisherigen Erklérung der Mef3-

signale nicht zu deuten ist.
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Abb. 3.16: Verfolgung der Synthese des HA-Peptids: Schichtdickenzunahmen bei der
Kupplung, gemessen vor der Fmoc-Abspaltung. Fehlerbalken: Standard-
abweichungen fur 4 Messungen.
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Abb. 3.17: Verfolgung der Synthese des HA-Epitops nach Einfuhrung von 3 Lys
Verzweigungen mit Fmoc-Lys(Fmoc): Schichtdickenzunahmen bei der Kupplung,
gemessen vor (ausgefullt) und nach der Fmoc-Abspaltung (schraffiert).

Die Online-Verfolgung der Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen ist in Abb. 3.18
gezeigt. Zu erkennen ist nach einer 5-mindtigen Basislinie ein starker Abfall des Signals bei
Zugabe von TFA, der, wie schon mehrfach besprochen, durch die stark unterschiedlichen
optischen Eigenschaften von DMF und TFA verursacht wird. Danach nimmt die optische
Schichtdicke weiter ab, durchlauft ein Minimum und steigt langsam wieder an. Nach
Waschen mit DMF ist die resultierende Schichtdicke um ca. 1,3 nm niedriger als am Anfang
der Entschiitzung. Das leicht ansteigende Signal nach Durchlaufen des Minimums kann durch
ein Quellen der Dichtung der Mef3zelle erklart werden: Die gestrichelte Kurve in Abb. 3.18
zeigt den Kurvenverlauf bel Behandlung einer unmodifizierten SiO,-Oberflache mit TFA.

Nach dem Brechungsindexsprung findet keine weitere Abnahme der Schichtdicke statt, dain
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diesem Fall nichts von der Oberflache abgespalten wird. Durch Aufnahme von TFA im Dicht-
ring kommt es dagegen zu einem leichten Schichtdickenzuwachs. Durch Spilen mit DMF
kann der Ausgangszustand wiederhergestellt werden. Das Signal bei der Schutzgruppen-
abspaltung setzt sich also aus diesem Quelleffekt und einer tatséchlichen Schichtdicken-
abnahme durch Abspaltung der Schutzgruppen zusammen.

Die Abnahme der optischen Schichtdicke um 1,3 nm ist allerdings grof3er als der Netto-
zuwachs bei der Synthese des Peptids. Mit einem unmodifizierten Diamino-PEG-Transducer
wurde nach Behandlung mit TFA eine Abnahme der Schichtdicke um ca. 1 nm erhalten. Der
beobachteten Signalabnahme durch Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen ist demnach
ein Signal Uberlagert, das von der PEG-Schicht verursacht wird. Diese Effekte konnten nicht
sicher geklart werden. Denkbar waére, dal3 nicht kovalent gebundenes Polymer wéahrend der
Umsetzung mit TFA desorbiert, oder dal3 das Diamino-PEG teilweise abgespalten wird.
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Abb. 3.18: Schichtdickenverlauf wahrend der Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mit
TFA beim HA-Peptid auf einer Diamino-PEG-Oberflache (durchgezogen) und
waéhrend der TFA-Behandlung einer reinen SiO,-Oberfléche (gestrichelt).

Die Bindung eines Antikorpers an die erhaltene Oberflache sollte zum einen als Synthese-
Beweis dienen, zum anderen die prinzipielle Moglichkeit eines Bioassays auf diesen Ober-
flachen demonstrieren. In einem RIfS-Aufbau mit Standard-Flief3-Injektions-Anlage (FIA)
wurde nach Spulen der Mel3zelle mit Puffer zunéchst die unspezifische Wechselwirkung mit
Ovalbumin (OVA) und Rinderserumalbumin (BSA) Uberprift. Dabei ergaben sich geringe
Zunahmen der optischen Schichtdicke von ca. 50 pm fir OVA und 180 pm fir BSA, wobe
nach langerem Spuilen hiervon nur noch 100 pm dbrig blieben. Anschlief3end wurden in zwel
Experimenten unterschiedliche Konzentrationen des monoklonalen Antikorpers injiziert. Bel
einer Konzentration von 1 pg/ml wurde ein Schichtdickenzuwachs von 550 pm, bel 2 pg/ml

ein Zuwachs von 650 pm erhalten. Nach Regeneration mit Salzsdure und Acetonitril/-
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Propionséure wurde ungefahr der Ausgangswert der optischen Schichtdicke erhalten. Um zu
Uberprifen, ob die Bindung des Antikérpers an die Oberflache spezifisch ist, wurde ein
Bindungshemmtest mit freiem HA-Peptid (vgl. Kapitel 2.1) durchgefuhrt: Nach Vorinku-
bation des Antikérpers (1 pg/ml) mit einer 100 uM L 6sung des Peptids wurde nur noch eine
geringe Zunahme der optischen Schichtdicke erhalten. Dies zeigt, dal3 sowohl das ober-
flachengebundene als auch das freie Peptid in dieselbe Bindungstasche des Antikorpers
binden. Die Tatsache, dal3 die Bindung nicht vollstéandig unterdriickt wird, deutet auf eine
relativ hohe Dissoziationsratenkonstante der Antikorper-Peptid-Bindung hin. Hierfur spricht
auch die relativ starke Abnahme der Schichtdicke wahrend des Spiilens mit Puffer (Abb. 3.19,
Bereich B). Ein Zerfall des Peptid-Antikorper-Komplexes in oberflachennahen Bereichen
kann deshalb zur Bindung von Antikdrpermolekilen an das oberflachengebundene Peptid

fuhren.
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Abb. 3.19: Bindung eines monoklonalen Antikorpers an die Hamagglutininepitop-
Oberflache: 1 pg/ml Antikorper (durchgezogen); 2 ug/ml Antikorper (gestrichelt)
und Inhibierung der Bindung von 1 pg/ml Antikérper durch eine 100 uM L ésung
des HA-Peptids (gepunktet). Die bezeichneten Bereiche sind: Injektion des
Antikorpers (A), Auswaschphase (B), Regeneration mit Salzsdure (C) und
Acetonitril/Propionsaure (D), Spulphase (E).

Als Negativ-Kontrolle fir den Bindungsassay wurde ein um die letzte Aminosaure (Tyrosin)
verkUrztes Peptid synthetisiert, an das der Antikorper nicht mehr binden sollte. Tats&chlich
ergab sich bei der Injektion des Antikorpers zu dieser Oberflache eine Schichtdickenzunahme
von lediglich 50 pm.

3.2.4. Synthesevon trisubstituierten 1,3,5-Triazinen

Am Beispiel von substituierten 1,3,5-Triazinen wurde die Synthese nichtpeptidischer
organischer Molekile auf Glastrdgern untersucht. Triazin-Derivate sind Gegenstand vieler
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biomedizinischer Forschungsfelder, so z. B. bel der Suche nach Chemotherapeutika [jar 93]
oder als trifunktionelle Scaffolds fur die Synthese von konformativ stabilisierten Proteinen
aus synthetischen Peptiden [tah 98]. Daneben werden Triazine weltweit in groRem Umfang
als Herbizide eingesetzt und spielen daher eine wichtige Rolle im Bereich der Umwelt-
analytik. Aufgrund ihrer Toxizité und langen Haltbarkeit in der Umwelt wurden einige der
Verbindungen in manchen Landern inzwischen verboten. Gegen einige dieser Herbizide
stehen polyklonale und monoklonale Antikérper zur Verfiigung, so dal3 auch bei diesem
Testsystem die Wechselwirkung zwischen auf der Oberfléche synthetisierter Verbindung und
einem Antikorper untersucht werden konnte.

Als Folge der oben genannten Anwendungen besteht ein grof3es Interesse in der kom-
binatorischen Synthese von Triazinen. Methoden einer Bibliotheksynthese in Ldsung wurden
z.B. von Falorni [fal 98] et al. und Gustafson et al. [gus 98] vorgestellt. In dieser Arbeit wurde
die von Stankova und Lebl [sta96] publizierte Festphasensynthese auf die Glasoberflachen
Ubertragen. Auf einer Diamino-PEG-Oberflache wurde nach Anbindung einer Fmoc-Amino-
saure und Fmoc-Abspaltung der Triazinring durch Substituion eines Chloratoms von Cyanur-
chlorid eingeftihrt. Durch Reaktion mit einem Amin wurde das 2. Chloratom ersetzt. In
einzelnen Falen wurde auch das verbleibende Chloratom durch Erhitzen in einer kon-

zentrierten LAsung eines Amins substituiert (Abb. 3.20).

1. Fmoc-AS, TBTU/HOBt Q Q H
bzw. DIC/HOBt, DME )J\ ~NH,  Cyanurchlorid, DIEA )]\ —N N Cl
NH, N™ "AS N~ AS \ﬁ \\(
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Cl
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H H 0
N—R™  R3NH,
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Abb. 3.20: Festphasensynthese von substituierten 1,3,5-Triazinen.

3.24.1.  Synthese-Monitoring

Die Synthese-Verfolgung nichtpeptidischer organischer Molekile wurde am Beispiel von
zwei verschiedenen 1,3,5-Triazinen untersucht. Gegen Atrazinhexansduramid [4-Chlor-6-
(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexansdureamid] (Abb. 3.21), ein Derivat des
Herbizids Atrazin, waren Antikorper vorhanden, so dal3 wie bel der Synthese des
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Hamagglutininepitops im Anschlul an die Reaktionsverfolgung en Antikorper-
Bindungsassay durchgefiihrt werden konnte.

\/N\Nl(NTN\( \/NTN\\N(NV H N)J\/\/\/N\Ner\N N\(
Y Y Y

Cl Cl Cl

Abb. 3.21: Strukturen von Atrazin (links), Simazin und Atrazinhexansaureamid (rechts).

Die Synthese folgte dem in Abb. 3.20 gezeigten Schema. Zunéchst erfolgte die Anbindung
der Fmoc-6-Aminohexansaure mit DIC (0,2M in DME). Nach Fmoc-Abspaltung und
Anbindung von Cyanurchlorid wurde das 2. Chloratom durch Isopropylamin (0,1 M in DME)
substituiert. Das verbleibende Chloratom am Triazinring wurde nicht substituiert. Die
Syntheseverfolgung ist in Abb. 3.22 gezeigt. Die Bereiche A und B entsprechen den in
Abschnitt 3.2.3.2 gezeigten Bindungskurven. Teil C zeigt die Anbindung von Cyanurchlorid
mit einer resultierenden Schichtdickenzunahme von 440 pm. Selbst fir die Umsetzung mit
| sopropylamin, das eine relativ geringe Molekllmasse besitzt, wird ein signifikanter Zuwachs
von 180pm erhaten. Bel Wiederholungen dieses Experiments wurden &hnliche
Bindungskurven erhalten, mit unterschiedlichen Steigerungen der optischen Schichtdicke
(val. Kapitel 3.2.3.2).
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Abb. 3.22: Monitoring der Synthese von Atrazinhexansaureamid. A: Fmoc-Ahx/DIC (0,2 M
in DME), B: 2 x Piperidin (20 % in DME), C: Cyanurchlorid (0,1 M in DME), D:
Isopropylamin (0,2 Min DME). In den Zwischenbereichen wird mit reinem DME
gespult.

Als Negativ-Kontrolle fir den Bindungsassay wurde durch Austausch von [sopropylamin
gegen Adamantylmethylamin ein sterisch anspruchsvolles Derivat synthetisiert (6-(1-Ada-

mantyl methylamino)-4-chlor-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexansaureamid), an das der Antikor-
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per nicht mehr binden sollte. Die Bindungskurve fir dieses Derivat hatte ein vergleichbares
Aussehen zu der in Abb. 3.22 gezeigten Kurve, wobei im letzten Schritt etwas hohere
Zuwachsraten erhalten wurden.

Die Ergebnisse der Bindungstests mit einem monoklonalen Antikdrper sind in Abb. 3.23 und
Abb. 3.24 gezeigt. Uberraschend war, da3 auch an das sterisch gehinderte Adamantyl-
methylamin-Derivat eine deutliche Bindung des Antikorpers zu sehen war. Bei Injektion einer
Antikorperlésung von 5 pg/ml war die mit diesem Derivat erreichte Gleichgewichtsbeladung
ungefahr halb so hoch wie bei Atrazinhexansdureamid. Die Anderung der optischen
Schichtdicke betrug ca. 0,75nm fir das gehinderte Adamantylmethylamin-Derivat bzw.
1,5nm fur Atrazinhexansdureamid. Offenbar bindet der Antikorper, wenn auch mit
unterschiedlicher Affinitét, an beide Triazinderivate.

Die Spezifitdt der Bindung wurde auch hier durch einen Bindungshemmtest nachgewiesen.
Dazu wurden beide Oberflachen mit dem monoklonalen Antikorper in einer Konzentration
von 1 pug/ml versetzt. Fur die Oberflache mit dem Adamantylmethylamin-Derivat ergab sich
eine geringere Steigung, was auf eine langsamere Kinetik der Bindung deutet. Bei
Vorinkubation der gleichen Antikorper-Konzentration mit 1 ug/ml Atrazincapronsaure konnte

bei beiden Derivaten die Bindung des Antikdrpers vollstandig unterdrtickt werden.
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Abb. 3.23: Bestimmung der Gleichgewichtsbeladung mit 5pug/ml monoklonalem Anti-
Atrazin-Antikdrper. Durchgezogen: Bindung an das Isopropylamin-Derivat,
gestrichelt: Bindung an das Adamantyl methylamin-Derivat.
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Abb. 3.24: Bindung eines monoklonalen Anti-Atrazin-Antikorpers (1 pg/ml) an das
| sopropylamin-Derivat (durchgezogen) und an das Adamantylmethylamin-Derivat
(gestrichelt, oben). Hemmung der Bindung mit 1000 ng/ml Atrazincapronsaure
(gestrichelt, unten); Die Hemmung war bel beiden Oberflachen méglich,
beispielhaft ist nur eine Kurve abgebildet.

Obwohl der Antikorper noch eine relativ starke Bindung an das oberflachengebundene
Adamantylmethylamin-Derivat zeigte, konnte bel Versuchen, die Bindung des Antikorpers
mit diesem Molekil zu unterdriicken, keine Hemmung erreicht werden. Dies kann erklart
werden, wenn man bedenkt, dal3 das oberflachengebundene Triazin-Derivat nicht unbedingt
die gleichen strukturellen Eigenschaften besitzt wie ein Molekil in Lésung. Auch kénnte
durch kooperative Wechselwirkungen des Antikorpers mit mehreren auf der Oberfléche
gebundenen Molekllen eine Bindung moglich werden.

Andererseits mul3 an dieser Stelle kritisch angemerkt werden, dal3 mit der vorgestellten
Methode zur Reaktionsverfolgung zwar das Ende eines Reaktionsschrittes, aber nicht
zwingend ein vollstandiger Umsatz detektiert wird. Ein Sdttigungsverlauf der Mef3kurve
bedeutet, dal3 keine weiteren Reaktionszentren umgesetzt werden, es konnten aber noch freie,
moglicherweise schwer zugangliche Bindungsplétze auf der Oberfl&che vorhanden sein.
Tatsachlich wurde auf einem Transducer, bei dem die Synthese nach Anbindung des
Cyanurchlorids abgebrochen wurde, ein Schichtdickenzuwachs von ca. 3,5 nm bei Bindung
des monoklonalen Anti-Atrazin-Antikorpers erhalten. Auch an dieser Oberflache war die
Antikdrperbindung durch Vorinkubation des Antikorpers mit Atrazinhexansdureamid zu
hemmen.

Um auszuschlief3en, dal3 die Antikorperbindung an die Adamantylmethylamin-Triazin-
Oberflache durch Nebenprodukte der Synthese verursacht wird, wurde das Triazin-Derivat an
2-Chlor-Tritylchlorid-Harz synthetisiert. Nach Aufreinigung wurde die Verbindung unter
DIC-Aktivierung an den Transducer gebunden, so dal3 von einer einheitlichen Oberflache

ausgegangen werden kann. Da auch diese Oberflache den Antikorper binden konnte, trifft im
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gezeigten Beispiel die Erklarung der Antikorperbindung an Reaktionsbeiprodukte nicht zu.
Dies konnte durch Synthese des Molekils auf vergleichbaren Tragermaterialien mit an-
schliefiender Analytik der Reaktionsprodukte bestétigt werden (vgl. Abschnitt 3.2.4.3).
Grundsétzlich ist alerdings die Moglichkeit falsch positiver Ergebnisse aufgrund von
unerwinschten Nebenprodukten nicht auszuschlief3en. Die Ergebnisse der Antikorper-
bindungsassays sind in Tab. 3.2 zusammengefal3t.

Tab. 3.2 Maximalbeladung und mdgliche Bindungshemmung auf verschiedenen Triazin-

Oberflachen. 1-3a: unter Reaktionsmonitoring synthetisiert, 3b: Kupplung des
fertigen Adamantylmethylamin-Triazins.

Pos. Oberfléache Maximalbelegung Bindungshemmung
)(J)\/\/\/H N\ C
) T 3-4nm Ja
T

Cl

H‘J\/WY v@ 5-6 nm Ja

CI

a) 3-4nm

|I> J\/\/V Y \/@ b) 2-3 nm (nach der Ja

Synthese angebunden)

CI

3.24.2.  Synthesein Mikrotiterplatten und Screening

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dal3 Antikorper zwischen unterschiedlichen auf der
Oberflache synthetisierten Molekilen unterscheiden kdnnen. Deshalb wurde versucht, am
Beispiel der Triazine modellhaft ein Screening mit dem in Kapitel 2.1.2.2 gezeigten
paraleisierten RIfS-Aufbau durchzufihren. Die Synthese wurde ohne Online-Verfolgung
durchgefihrt, da die Empfindlichkeit des parallelisierten Mel3gerdts noch nicht fur die
Detektion von sehr kleinen Schichtdickenanderungen, wie sie in diesem Fall auftreten,
optimiert ist.

In einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurde eine Bibliothek aus 36 Triazin-Derivaten syn-
thetisiert. Dabel wurde jede Verbindung zweifach in benachbarten Wells dargestellt, um die
Reproduzierbarkeit der Synthese und des anschlief3enden Assays uUberprifen zu konnen. Die

verbleibenden 24 Wells konnten als Kontrolle genutzt werden.
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Die Anbindung der Aminosduren an die mit Diamino-PEG modifizierte Oberflache der
Mikrotiterplatte erfolgte mit DIC/HOBt-Aktivierung (je 0,2M in DMF), die Reaktion mit
Cyanurchlorid und die anschlief3ende Substitution eines Chloratoms durch Amine wurden in
DCM durchgefihrt (jeweils 0,1 M). Amine, die as Hydrochlorid vorlagen, wurden dabei
durch Zugabe von 1 Aquivalent DIEA freigesetzt. Das 3. Chloratom wurde nicht substituiert,
da die Verklebung der Mikrotiterplatte bei hohen Temperaturen durch das in relativ hoher
Konzentration vorhandene Amin beschadigt wurde. Nach Abschluf3 eines Reaktionsschrittes
wurde jedes Well einzeln leergesaugt, um Kreuzkontamination mit Reagenzien der
Nachbarwells zu vermeiden, und anschlief3end im L ésungsmittelstrom mit DMF, MeOH und
DCM gewaschen.

Der Aufbau der synthetisierten Bibliothek ist in Abb. 3.25 gezeigt. Durch unterschiedliche
Substitutionsmuster sollten die Auswirkung von Anderungen der Reste R1 und R2 auf die
Bindungstérke des Antikorpers untersucht werden. Parent-Molekll des eingesetzten Anti-
korpers ist Atrazinhexansaure (vgl. Abb. 3.21). Nach Piehler (pie 97) bewirken bel Wechsel-
wirkung in homogener Losung Veranderungen auf der Seite der Sauregruppe (R1) einen
grofReren Verlust an Bindungsaffinitét, als bei Substitution des I sopropylamins. Dain der vor-
liegenden Arbeit nicht die Wechselwirkung in Losung untersucht wurde, sondern die Affinitét
des Antikorpers zu oberflachengebundenen Molekilen, sollten Variationen der Aminosaure,
Uber die das Triazinsystem an die Oberfléche gebunden ist, demgegeniber einen eher
geringen Effekt zeigen. Eine Veranderung der Aminosdure, die im wesentlichen as Spacer
zur Oberflache dient, stellt gegentiber der Anbindung an die Oberflache eine eher geringe
Einschrankung dar. Neben der schon verwendeten Aminohexansdure wurde Glutaminsaure-
tert.-butylester mit sterisch anspruchsvoller und Phenylalanin mit aromatischer Seitenkette
eingesetzt. Auf Seite von R2 wurden aliphatische, aromatische und heteroaromatische Reste
unterschiedlicher Grof3e und Polaritét eingefihrt.



46 Online-Monitoring von Festphasensynthesen

Cl
(0] (0]
NH
NH
Rl _N)J\/\/\/NH |‘N)‘\5\ N
(0] OtBu
|
R2 N\/\/v HN\/\/\ HN HNV
. : Ts .
HN HN HN N HN\/@
X -z
N =~ N Nao
5 6 7 8

MeO OMe
0
HN\JQ/ HN HN\)]\ HN.,
H OMe
OMe \©\ <
9 10 ll\@ 12

Abb. 3.25: Triazin-Bibliothek: R* bezeichnet 3 verschiedene oberflachengebundene Amino-
sauren, R? bezeichnet 12 unterschiedliche Aminverbindungen.

Die Testung der Mikrotiterplatte erfolgte mit polyklonalen Anti-Simazin und Anti-Atrazin
Antikdrpern. Im folgenden werden zunéchst die Ergebnisse mit Anti-Simazin-Antikorpern
beschrieben. Zunéchst wurde zur Ermittlung unspezifischer Bindung eine Ldsung von
50 pg/ml Ovalbumin in die Platte pipettiert. Mit einem Schichtdickenzuwachs von ca. 200 pm
wurde hierbei eine relativ hohe unspezifische Bindung festgestellt. Bei Wiederholung des
Experiments nach Regeneration konnte kein nennenswerter Schichtdickenzuwachs mehr
festgestellt werden, d. h. dal3 die unspezifischen Bindungsplétze mit Ovalbumin abgeséttigt
wurden. Die anschlief3ende Bindung des Antikdrpers wurde mit einer Konzentration von
20 pg/ml wahrend eines Zeitraums von 10 min gemessen. Anschlief3end wurde mit Puffer
gespuilt und mit einer Pepsin-Losung regeneriert. Bel Wiederholungen der Messung war kein

merklicher Qualitétsverlust der Oberflachenbeschichtung zu beobachten.
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Zur besseren Ubersicht sind in Abb. 3.26 von den 72 Bindungskurven nur die Messungen fuir
R®=9 (obere Kurvenschar) und R®*=10 (untere Kurvenschar) mit jeweils alen 3
Aminosduren als Spacer gezeigt. Immer zwei Kurven stammen aso vom gleichen
oberflachengebundenen Triazin-Derivat. Es zeigte sich, dal3 der Antikdrper zwischen
Verbindungen mit unterschiedlichen Resten R? diskriminieren kann, dal3 unerschiedliche

Reste R* aber keinen nennenswerten EinfluR auf die Bindungsstarke haben.
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Abb. 3.26: Bindung eines polyklonalen Anti-Simazin-Antikorpers (20 pg/ml) bei sechs unter-
schiedlichen Triazin-Derivaten. Aufgezeigt sind jeweils 2 Messungen pro Probe.
Zwischen den Aminosauren (R' ) wurde nicht unterschieden.

Die Auswertung Uber die gesamte Mikrotiterplatte ist in einem Sdulendiagramm gezeigt
(Abb. 3.27). Als Mal3 fur die Bindungsaffinitét kann z. B. die Anfangssteigung der Bindungs-
kurve oder der Schichtdickenzuwachs zu einem bestimmten Zeitpunkt herangezogen werden.
Hier wurde die Gesamtanderung der optischen Schichtdicke ausgewertet. Die Variation der
Aminosiure (RY), iber die das Triazinsystem an die Oberflache gebunden ist, hat keinen
grol3en Einfluld auf die Starke der Antikorperbindung. Verbindungen, die sich nur in dieser
Aminosaure unterscheiden, zeigen sehr @hnliche Bindungsaffinitéten. Unterschiede ergeben
sich bei Veranderung der Aminkomponente (R?), wobei sterisch hindernde Substituenten zu
einer Verschlechterung der Bindung fuhren. Genauere Bindungsstudien sind aufgrund der
derzeit noch vorhandenen Ungenauigkeit des neu entwickelten Mef3gerdts nicht moglich.
Deutlich ist aber, dal3 gleiche Verbindungen in unterschiedlichen Wells dhnliche Signale
ergeben, die Messung innerhalb einer Platte also eine gewisse Reproduzierbarkeit zeigt. In

den unbehandelten Wells wurde keine Bindung des Antikdrpers an die Oberfléche gemessen.
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Abb. 3.27: Gesamtzuwachs der optischen Schichtdicke bel Inkubation der Mikrotiterplatte
mit einem Anti-Simazin-Antikorper (20 pg/ml) nach ca. 15 min Mef3zeit. Anti-
korperbindende Derivate sind grau gekennzeichnet, schlecht bindende Derivate
schwarz (Grenze bel 0,4 nm Schichtdickenzuwachs). R1= Ahx (a), Glu(OtBu)
(b), Phe (c). * Bei b-6 wurde aufgrund einer beschddigten Kavitd nur ein
Mel3wert erhalten.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des vorigen Kapitels bei Synthesen in RIfS

Mikrotiterplatten zu Uberprifen, wurde am Beispiel von drei Triazinderivaten mit einem
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polyklonalen Anti-Atrazin-Antikorper sowohl der Ubliche Bindungstest als auch ein
Bindungshemmtest durchgefihrt. Neben den beiden schon verwendeten Verbindungen
Atrazinhexansaureamid und dem entsprechenden Adamantylmethylamin-Derivat wurde ein
Derivat mit einem L-Alaninmethylester-Substituenten untersucht (Abb. 3.28). Der Bindungs-
hemmtest mit den beiden Antikdrper-bindenden Molekilen (Abb. 3.29) beweist die Spezifitét

der Bindung.
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Abb. 3.28: Bindung eines polyklonalen Anti-Atrazin-Antikorpers (25ug/ml) (links) an drei
unterschiedliche Triazin-Derivate (rechts). Unterschiedliche Substituenten am
Triazin-Ring: L-Alaninmethylester (gepunktet), Isopropylamin (durchgezogen,
oben), Adamantylmethylamin (durchgezogen, unten). Gezeigt sind jeweils
mehrere Messungen in unterschiedlichen Kavitéten.
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Abb. 3.29: Bindung eines polyklonalen Anti-Atrazin-Antikorpers (25ug/ml) an das
Isopropylamin-Derivat (durchgezogen) und an das Alaninmethylester-Derivat
(gestrichelt). Hemmung der Bindung mit 25 pug/ml Atrazincapronsaure (untere
Kurven).

Im Gegensatz zu den im vorigen Kapitel gezeigten Messungen (vgl. Abb. 3.23) wurde hier
festgestellt, dafd der Antikdrper an das Adamantylmethylamin-Derivat praktisch nicht bindet.
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Die Erklarung hierfur findet sich in der unterschiedlichen Mefdtechnik. Wahrend bei den
friheren Experimenten mit einem Flul3-System gearbeitet wurde, finden die Assays in
Mikrotiterplatten in ruhenden Lésungen statt. Bel diffusionskontrollierten Bindungskinetiken
fuhrt dies aufgrund der Ausbreitung der Diffusionsgrenzschicht zu einer raschen Verarmung
der Antikorperkonzentration und damit zu einer langsameren Bindung. Mit einem Einkanal-
Mef3aufbau wurde die Bindung des Antikorpers an die Oberflache im Flul3 und in ruhendem
Zustand verglichen (Abb. 3.30). In einem Zeitraum von 800 s, entsprechend den Messungen
mit dem parallelisierten Aufbau, wird bei Messung im Flul? schon ein Schichtdickenzuwachs
von ungefdhr 4 nm erhalten, in ruhender Losung jedoch nur von 1 nm. Die erreichbaren
Gleichgewichtsbeladungen sind aber in beiden Fallen gleich, wie in einem zusétzlichen
Experiment gezeigt wurde.
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Abb. 3.30: Bindung eines Anti-Atrazin-Antikorpers (50 pg/ml) an das Adamantylmethyl-
amin-Derivat, gemessen mit einem Einkanalaufbau. Durchgezogen: Messung im
Flul, gestrichelt: Messung in ruhendem Zustand. Die untere Grafik zeigt den
Zeitausschnitt, der bei Messungen in Mikrotiterplatten verfolgt wurde.
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3.24.3. Referenzsynthese und —analytik

Die Referenzsynthese wurde wie im Fall der Peptidsynthesen (vgl. Kapitel 3.2.3) zunachst auf
CPG durchgefuhrt. Da die Produkte fir eine Analytik mit HPLC und MS mit TFA vom
Tréger abgespalten werden sollten, wurde die Diamino-PEG-Oberflache zunéchst mit einem
Rink-Amid-Linker modifiziert (vgl. Kapitel 3.2.2). Die Oberflachenbeladung des CPG's
wurde durch Fmoc-Bestimmung zu ca. 0,04 mmol/g bestimmt. Dieser Wert liegt um einen
Faktor von ungefdhr 2,5 niedriger als bei vergleichbarem kommerziell erhétlichen Amino-
modifiziertem CPG.

Die Synthese von Stankova [sta 96] wurde dahingehend abgewandelt, dal3 sie in der RIfS-
Mef3zelle durchgefuhrt werden kann: Methylenchlorid wurde aufgrund seines niedrigen
Siedepunkts durch DME ersetzt, die Anbindung von Cyanurchlorid wurde bel Raum-
temperatur und nicht bei 0 °C durchgefiihrt. Da in der Mef3zelle eine stufenweise Dosierung
von Reagenzien nicht mdglich ist, wurde die gesamte Menge der in diesem Schritt ben6tigten
Base (DIEA) von Anfang an zugegeben. Nach Abspaltung der Syntheseprodukte mit TFA
(20% in DCM) wurden diese in tert.-BuOH/Wasser (4:1) aufgenommen und gefrier-
getrocknet. In Abb. 3.31 sind HPL C-Chromatogramm und M S-Spektrum von Atrazinhexan-
sdureamid gezeigt. Das Nebenprodukt bei 14,3 min konnte durch HPLC-MS-Kopplung als
Peak mit der Masse m/z = 283 identifiziert werden. Die Isotopenaufspaltung des Peaks zeigt,
dal3 in dieser Verbindung kein Chloratom mehr vorhanden ist. Offenbar wurde hier das letzte

Chloratom durch eine Hydroxygruppe substituiert.



52 Online-Monitoring von Festphasensynthesen

1,51
< 10f
i)
S
o
2]
o]
< 0,5

A

0 10 20 30 40
t [min]
[M + H]*
301,0 o
100 283,0 /ﬂ\v/“\//\w/n N A
H,N 7 \(
N 2N
. 02,5 Y
S cl
g
a
L
= 50
2
ko
o
[M + Na]*
OWLW

200 300 400 500 600 700 800
m/z

Abb. 3.31: HPLC (oben, A =214nm) und MS-Spektrum (unten) von 4-Chlor-6-(isopropyl-
amino)-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexansdureamid (Atrazinhexansiureamid).

Auch an dieser Stelle wurde nach einem besseren Vergleich zu planaren Glasoberfl&chen
gesucht, als er durch CPG gegeben ist. Versuche, die in Mikrotiterplatten synthetisierten
Verbindungen direkt zu charakterisieren schlugen fehl, dadie Verklebung der Mikrotiterplatte
nicht TFA-stabil war, wodurch eine saure Abspaltung nach Einfiihrung des Rink-Linkers
nicht moglich war. Ebenso fuhrte eine photolytische Abspaltung in ACN nach Einfuhrung
eines Photolinkers nicht zum Erfolg, da wahrend der Abspaltung soviel Zusatzstoffe bzw.
Weichmacher aus der Polypropylen-Kavitdtenplatte oder aus der Verklebung geldst wurden,
dal? die erwarteten Verbindungen massenspektrometrisch nicht mehr nachzuweisen waren.

Abhilfe konnte hier durch Vollglasplatten geschaffen werden, die Ublicherweise fir



Online-Monitoring von Festphasensynthesen 53

chemische Zwecke verwendet werden. Allerdings wére eine Glas-Mikrotiterplatte, welche
den erforderlichen optischen Eigenschaften fur RIfS gentigen wirde, teuer.
Die in Kapitel 3.2.3.1 verwendeten Glaspldttchen erwiesen sich ebenso als ungeeignetes
Vergleichssystem, da die Plattchen zur Abspaltung der Reaktionsprodukte in verschlief3baren
Gefél3en mit TFA versetzt werden muften. Diese Gefél3e bieten eine relativ grof3e Oberfléche
an der die geringe Menge an Syntheseprodukt adsorbiert wurde. Zudem ist bei dieser
Vorgehensweise der Eintrag an Verunreinigungen relativ hoch.
Die genannten Probleme konnten durch Verwendung handel stiblicher Glaskapillaren, ahnlich
denen fir die Probenauftragung bel der Dunnschichtchromatograhie, umgangen werden.
Kapillaren bieten den grol3en Vorteil, gleichzeitig as feste Phase und als Synthesereaktor zu
dienen, wodurch eine Kontamination der Produkte nach der Abspaltung verhindert wird. Im
folgenden soll die Vorgehensweise fir eine Synthese in Kapillaren kurz erklért werden, bevor
auf die Ergebnisse der Triazin-V ergleichssynthesen eingegangen wird.
Die Synthese findet auf der Kapillarinnenoberflache statt, die in Analogie zu den anderen
bisher besprochenen Glastrégern silanisiert und mit einem Diaminoethylenglycol modifiziert
wurde. Die Abspaltung der Syntheseprodukte erfolgte photolytisch. Eine nachtrégliche
Verunreinigung der Proben wird umgangen, da die Abspaltldsung in der Kapillare verbleiben
und direkt ohne Probenaufarbeitung analysiert werden kann. Uber die kleine Oberflache
(<2mm?), die mit der Umgebung in Kontakt kommt, kann nur wenig Lésungsmittel
verdampfen, so dal3 auch bei leichtfliichtigen Losungsmitteln in offenen Kapillaren gearbeitet
werden kann. Die Innenseite der Kapillaren (Id=1mm, | =8 cm) hat eine Oberflache von
2,5 cm?. Wird eine Oberflachenbeladung von 0,5 pmol/mm? angenommen, ergibt sich bei
einem Volumen von ca 60 pl nach Abspaltung der Verbindungen von der Oberflache eine
Konzentration von ca 2 pumol/L. Mit den vorhandenen HPLC-Systemen ist bel dieser
geringen Konzentration eine reproduzierbare Analytik ohne weitere Aufkonzentrierung der
Proben nicht mdglich. Zur Synthesekontrolle wurde deshalb die ES-Massenpektrometrie
herangezogen.
Diein Kapillaren synthetisierten Triazine dienten als Synthesekontrolle fir die unter gleichen
Bedingungen in der Mikrotiterplatte synthetisierten Verbindungen. Hierbei wurde von den im
vorigen Kapitel eingesetzten Aminosauren nur die Aminohexansaure verwendet. Es kann
angenommen werden, dal3 Cyanurchlorid mit anderen Aminosauren mit éhnlicher Ausbeute
reagiert. Die verwendeten Amine R? sind:;
- N-Hexylmethylamin, Pentylamin, 1-Phenylethylamin, Adamantylmethylamin, Iso-
propylamin, Trimethoxybenzylamin, Ethylamin x HCI und 2-(2-Aminoethyl)pyridin.
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Im Fall des Pentylamin-Derivats wurde

Pentylamin bzw. N-Hexylmethylamin su

auch das letzte Chloratom des Triazin-Rings durch
bstituiert.

In den folgenden Abbildungen sind fir diese Verbindungen beispielhaft 2 MS-Spektren

gezeigt. Das in diesem Abschnitt oben beschriebene Nebenprodukt konnte bei keiner der in

Kapillaren synthetisierten Verbindungen

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.32: ES-MS-Spektrum von 6-
amino)hexansaureamid.
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Abb. 3.33: ES-MS-Spektrum von  4,6-Bis(pentylamino)-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexan-

saureamid.
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3.2.5. Festphasensynthese eines Thrombininhibitors

Thrombin ist ein proteolytisches Enzym, das aus Fibrinogen Fibrinmonomere freisetzt, die
nach Aneinanderlagerung zu faserférmigem Fibrin und nach Quervernetzung zu Fibrin-
gerinnseln fuhren. Diese Ablaufe stellen die letzten Schritte der Blutgerinnungskaskade dar,
die durch Verletzungen ausgel 6st wird und schlief3dlich zum Wundverschluf3 fihrt. Besonders
im medizinischen Bereich ist die Unterbindung der Blutgerinnung, z. B. bei operativen
Eingriffen, wichtig. Prinzipiell kann hierfir an jedem Schritt der Gerinnungskaskade
angesetzt werden, meist wird aber die Spaltung von Fibrinogen durch Inhibierung von
Thrombin unterdriickt. Dies kann wie z.B. bei Heparin, einem Polysaccharid, durch
Verstarkung naturlicher Inhibitoren geschehen oder durch niedermolekulare organische
Molekile, die direkt mit Thrombin Komplexe bilden. In Abb. 3.34 und Abb. 3.35 sind zwel

niedermolekulare Thrombininhibitoren gezeigt.
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Abb. 3.34: Struktur eines Thrombininhibitors (freundlicherweise von der Knoll AG zur
Verfligung gestellt).

NH

o] O

HN\)]\
x N *
o\n/E

o}

Abb. 3.35: Struktur des Thrombininhibitors N-(N-Cyclooctyl-S-a-aspartyl)-2R,S-[N-(2-
amidino)-4-pi peridyloxyethyl]-p*i peridin [bro 97]. Die Synthese des eingerahmten
Molekdlteils erfolgte in Losung.

Die Synthese des in Abb. 3.35 gezeigten Thrombininhibitors diente in dieser Arbeit als

praxisnaher Test fUr das angestrebte Screening-Verfahren. Im einem ersten Schritt mufite die

etablierte Losungssynthese [bro 97] auf die feste Phase tibertragen werden. Gleichzeitig sollte
das aus dieser Synthese erhaltene Produkt fur Vorversuche mit RIfS verwendet werden.

" Das an der Guanidino-Gruppe zweifach Boc-geschiitzte Piperidin-Derivat wurde von Dr. D. Leipert zur
Verfliigung gestellt.
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Wichtig waren hierbel die Fragen, ob mit diesem Produkt die Bindung von Thrombin an
einen bekannten oberflachengebundenen Inhibitor gehemmt werden kann, und ob das
Zielmolekdl Thrombin auch dann bindet, wenn es selbst an der Transduceroberfléche
immobilisiert ist. Da bei vielen bekannten Thrombininhibitoren die Guanidinogruppe eine
wichtige Rolle fur die Wirkung spielt, sollte das Molekil tber die Carboxygruppe an die
Oberflache gebunden werden. Auch hier wurden wie in den vorigen Kapiteln Diamino-PEG-
beschichtete Transducer verwendet, so dal3 die Synthese eines an den Aminogruppen
geschiitzten Derivats erforderlich war, um es an die Transduceroberfléche binden zu kénnen.

Die Festphasensynthese des freien Inhibitors wurde auf Polystyrol-Wang-Harz ausgearbeitet
(Abb. 3.36), ein Boc-geschiitztes Derivat wurde im Anschlufd mit dem gleichen Protokoll auf
SASRIN-Harz synthetisiert. Das Inhibitormolekil wurde aus Asparaginsaure, einem in
Losung vorsynthetisierten Piperidin-Baustein und Cyclooctanon aufgebaut. Nach Anbindung
von Fmoc-Asp-OAll Uber die Carboxygruppe der Seitenkette wurde die Allylschutzgruppe
mit 1,2 eqg. Tetrakistriphenylphosphin-Palladium in CHCI3/AcOH/NMM (37:2:1) abgespalten.
Zur Anbindung des Boc-geschitzten Piperidin-Derivats wurde zunachst versucht, die
Carboxygruppe der Asparaginsaure als Pentafluorphenylester zu aktivieren. Hierzu wurde das
Harz mit einem 3-fachen Uberschuf? von Pentafluorphenol und DIC mit katalytischen Mengen
DMAP in DMF umgesetzt. Die Veresterung konnte nach Waschen des Harzes IR-
spektroskopisch tber die Absorptionen der Nitrogruppe (ca. 1520 bzw.1350 cm™) tiberpriift
werden. Die anschliefende Umsetzung mit dem Piperidin-Derivat fuhrte zu keinem
befriedigenden Ergebnis. Deshalb wurden mehrere gebrauchliche Kupplungsreagenzien
untersucht: Mit TBTU und DIC konnte keine ausreichende Umsetzung erreicht werden.
Zufriedenstellende Reinheiten wurden nur mit PyBrop erhalten, das zur Knipfung von
Amidbindungen mit N-methylierten Aminosduren bzw. sekundéaren Aminen besonders
geeignet ist [cos91]. Hierzu wurde das Piperidin-Derivat zusammen mit den Kupplungs-
reagenzien (PyBrop/DIEA, TBTU/HOBt/DIEA bzw. DIC/HOBL) in 3-fachem Uberschul in
DMF gelost zum Harz gegeben. In Tab. 3.3 sind HPLC-Reinheiten, die unter unter-
schiedlichen Kupplungsbedingungen erreicht wurden, angegeben. Eine Erhéhung der

Reaktionstemperatur fihrte zu keiner Verbesserung der Reinheit.
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Abb. 3.36: Synthese des Thrombininhibitors 3 am PS-Wang-Harz und am SASRIN-Harz
(Bei Abspaltung mit HFIP (30 % in DCM) wird das an der Guanidino-Gruppe
zweifach Boc-geschiitzte Derivat erhalten (4)).

Tab. 3.3: Variation der Kupplungsbedingungen zur Anbindung des Piperidinderivats 1. Die
HPL C-Reinheiten wurden bei 214 nm bestimmt.

Pos. Reaktionsbedingungen HPL C-Reinheit [%0]
1 als PFP-Ester voraktiviertes Harz, DMF, RT 41
2 PyBrop (3eq.), DIEA (6 eq.), DMF, RT 82
3 TBTU/HOBt (3eq.), DIEA (6 eq.), DMF, RT -
4 DIC/HOBt (3eq.), DMF, RT -

Zur reduktiven Alkylierung des N-Terminus der Asparaginsdure wurde nach Fmoc-
Abspaltung die freie Aminogruppe mit 5 eg. Cyclooctanon, 5 eq. Natriumtriacetoxyborhydrid
in Anwesenheit von Essigsaure bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach Abspaltung vom
polymeren Trager wurde das Produkt in einer Reinheit von ca. 65 % (HPLC, A =214 nm)
erhalten. Als Nebenprodukte traten das nicht alkylierte Edukt (m/z = 370), das durch Wieder-
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holung der Reaktion entfernt werden konnte, und eine an der Aminogruppe acetylierte
Verbindung auf (m/z=412). Abb. 3.38 und Abb. 3.38 zeigen die MS-Spektren des nach
saurer Abspaltung entschiitzten Zwischenprodukts 2 und des Endprodukts der Synthese, des

Inhibitors 3.

Die Synthese auf SASRIN-Harz erfolgte analog der Synthese auf Wang-Harz und lieferte das
an der Guanidino-Gruppe geschutzte Produkt 4 in vergleichbarer Reinheit.
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Abb. 3.37: ES-MS-Spektrum von 2 nach Abspaltung vom Harz mit TFA an der Guanidino-
Gruppe entschiitzt (m/z = 255: Fragmentierung an der Amidbindung).
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Sehr schlechte Reinheiten fir die reduktive Alkylierung wurden bei Synthesen auf Trityl-Harz
erhalten, weshalb fur die Darstellung des Boc-geschitzten Inhibitors auf SASRIN-Harz
zurickgegriffen wurde. Die geringe Ausbeute bei Verwendung des Trityl-Harzes ist
vermutlich auf eine grof3e sterische Hinderung zwischen Cyclooctanon und dem Trityl-Anker
zurtickzufdhren.

Die Wirksamkeit des freien Inhibitors 3 wurde mit RIfS durch Hemmung der Bindung von
Thrombin Gberprift. Hierzu wurde der in Abb. 3.34 gezeigte Thrombininhibitor Gber die
Aminogruppe unter Kniupfung einer Peptid-Bindung kovalent an einen mit
Bernsteinsaureanhydrid umfunktionalisierten Diamino-PEG-Transducer gebunden. Die
Bindung von Thrombin an diese Oberflache konnte durch Vorinkubation von Thrombin mit 3
inhibiert werden (Abb. 3.39).

433

432+

4327

optische Schichtdicke [nm]

4317

Abb. 3.39: Bindung von Thrombin (50 pg/ml) an den in Abb. 3.34 gezeigten Inhibitor
(durchgezogen). Hemmung der Bindung mit 10 ug/ml des Inhibitors 3 (ge-
strichelt).

Die Synthese eines vollsténdig geschiitzten Derivats, das zur kovaenten Anbindung auf eine
Diamino-PEG-Transduceroberfléache geeignet ist, war bisher erfolglos. Versuche, die durch
die reduktive Alkylierung neu entstandene sekundére Aminogruppe der Asparaginsaure mit
Di-tert.-butyl-dicarbonat zu schiitzen, schlugen fehl, da vermutlich die sterische Hinderung an
dieser Stelle zu grol3 ist. Eine Moglichkeit diese sekundare Aminogruppe zu schitzen, wére
die Einfihrung einer Fmoc-Schutzgruppe durch Umsetzung mit Fmoc-Chlorid, da der

Raumanspruch bel Fmoc-Chlorid am reaktiven Zentrum geringer ist als bei Boc-Anhydrid.
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3.2.6. Diskussion

In diesem Teil der Arbeit wurden unterschiedliche Reaktionen auf modifizierten
Glasoberflachen durchgefiihrt. Gegentiber den konventionell fir die Festphasensynthese
verwendeten Tragermaterialien, wie Polystyrol oder PEG besitzt Glas zwar den Vorteil, daf3
auch bel hohen Temperaturen synthetisiert werden kann, jedoch, unabhangig vom
verwendeten Linkersystem, den Nachteil geringer Basenstabilitét. Zusétzlich bestehen
Einschrankungen in der Anzahl der nutzbaren Losungsmittel. Ebenso wie bel polymerharz-
gebundenen Festphasensynthesen sind in Abhangigkeit vom Solvatationsvermégen und der
Polaritét nicht alle Losungsmittel gleichermalden geeignet, da bei schlechter Solvatisierung
der oberflachengebundenen Reaktionszentren unzureichende Umsdétze erhalten werden.

Eine welitere Einschrankung der L6sungsmittelpalette wird durch die Online-Verfolgung der
Synthesen mit RIfS gegeben. Organische Ldésungsmittel sind fur RIfS-Messungen ver-
wendbar, wenn sich ihr Brechungsindex von dem der SiO,-Schicht deutlich unterscheidet. Als
geeignet erwiesen sich z. B. DMF, DCM und DME.

Da sich an die Synthese ein Antikorper-Assay anschlof3, wurden zur Abschirmung gegen
unspezifische Bindung Diamino-PEG beschichtete Oberflachen verwendet. Obwohl diese
Beschichtungen geringere Signale liefern als Aminodextranschichten, da nur eine Monolage
an reaktiven Zentren zur Verflgung steht, erwiesen sie sich aufgrund der hoheren chemischen
Bestandigkeit fur die geforderten organisch chemischen Zwecke als besser geeignet.

Am Beispiel der etablierten Peptidchemie wurden die ersten Versuche zur Reaktions-
verfolgung mit RIfS unter Verwendung von Fmoc-Gly und Fmoc-Arg(Pbf) als Synthese-
bausteine durchgefihrt. Mit beiden Aminosauren konnte der komplette Synthesezyklus, d. h.
die Anbindung der Aminosdure und die Abspaltung der Schutzgruppe verfolgt werden. Zur
Kupplung der Aminosauren wurden mehrere Kupplungsreagenzien in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt. Es zeigte sich, dal3 die Konzentration der Reagenzien einen
groReren Einflull auf die Reaktionsgeschwindigkeit und auf die resultierende optische
Schichticke, d. h. die resultierende Oberflachenbeladung hatte, als die Art der Kupplungs-
reagenzien. Diese Konzentrationsabhangigkeit deutet darauf hin, dal3 die Reaktionszentren auf
der Oberflache teillweise sehr schlecht zuganglich sind und erst bei hohen Konzentrationen
umgesetzt werden. Deshalb wurden i. A. mindestens 0,1 M Ldsungen eingesetzt.

Mit der Synthese eines Hamaggl utinin-Epitops wurde die vollstandige Reaktionsverfolgung
fir ein Nonapeptid mit Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen und anschlief3endem
Antikdrperbindungsassay demonstriert. Durch die Bindung eines kommerziell erhaltlichen
hochaffinen Antikorpers gegen das HA-Epitop konnte der erfolgreiche Syntheseverlauf
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bewiesen werden. Die Bindung konnte durch Zugabe des freien Peptids gehemmt werden. Als
negativ-Kontrolle wurde ein um die N-terminale Aminosaure verklrztes Peptid synthetisiert,
zu dem der Antikorper nur noch eine sehr schwache Bindung zeigte. Insgesamt belegen diese
Resultate, dald auf der Oberflache tatséchlich das gewtinschte Peptid synthetisiert wurde.

Die Tauglichkeit der Methode zur Verfolgung der Synthese niedermolekularer organischer
Molekile wurde am Beispiel substituierter 1,3,5-Triazine gezeigt. Es zeigte sich, dai3 die
Methode zur Verfolgung von Reaktionen, bei denen nur sehr geringe Anderungen der
optischen Schichtdicke auftreten, an ihre Grenzen stoft. Auch hier wurde die erfolgreiche
Synthese durch Bindung eines monoklonalen Antikorpers bewiesen.

Auf eine Online-Verfolgung von Synthesen mit dem parallelisierten Screening-Gerét wurde
an dieser Stelle verzichtet, da zum einen, bedingt durch die Meldtechnik, die Empfindlichkeit
geringer ist als bei einem Einkanal-Aufbau, andererseits die Probenhandhabung des
Pipettierroboters noch nicht auf organische Losungsmittel ausgelegt ist. Zudem zeigten sich
Probleme in der Stabilitét der Verklebung der Mikrotiterplaite gegenuber manchen
L 6ésungsmitteln und Reagenzien (z. B. TFA), so dal3 beim derzeitigen Stand der Mikrotiter-
platten Einschrénkungen beziiglich der Nutzbarkeit fir organische Synthesen bestehen.

Die Triazin-Synthese wurde von den Transducern fir den RIfS-Einzelmel3platz auf die
Mikrotiterplatten des paralleliserten Gerédts Ubertragen. In einer Mikrotiterplatte mit
Diamino-PEG-Beschichtung wurde eine kleine Bibliothek aus 36 Triazinen synthetisiert und
mit polyklonalen Antikorpern auf ihre Bindungsaktivitét getestet. Hierbei konnte zwischen
Triazinen, die eine hohe Affinitdt zu dem Antikorper zeigten und nichtbindenden Molekilen
differenziert werden, eine genauere Unterscheidung war allerdings nicht moglich. Dies ist im
Primérscreening ausreichend, da nur die aktivsten Verbindungen fir nachfolgende
Untersuchungen in einer getrennten Synthese dargestellt und aufgereinigt werden missen.
Zusétzlich zu den Bindungsassays mit Antikdrpern wurde der Syntheseerfolg mit Referenz-
methoden nachgewiesen. Da aufgrund der sehr geringen Stoffmengen auf den Transducer-
oberflachen eine Referenzanalytik schwierig ist, wurden sowohl peptidische Verbindungen
als auch die Triazine auf vergleichbaren Oberfl&chen synthetisiert und mit konventionellen
analytischen Methoden charakterisiert.

Peptide wurden durch Edman-Sequenzierung der oberflachengebundenen Syntheseprodukte
nachgewiesen. Als Tragermaterialien wurden hierfir CPG und Deckglaschen eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dal3 die Syntheseprodukte bei Kupplung mit DIC bzw. TBTU keine
nennenswerten Qualitétsunterschiede aufweisen. Allerdings schien die Kupplung mit DIC
etwas langsamer abzulaufen, da die Produktreinheit bei kurzen Reaktionszeiten etwas

geringer war als bei Kupplung mit TBTU.
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Triazine wurden auf CPG und auf der Innenoberflache von Schmelzpunktskapillaren
synthetisiert. Um die Charakterisierung der Produkte mit HPLC und MS zu ermdglichen,
wurde die Glasoberfldche mit einem séurelabilen bzw. einem photolabilen Linker modifiziert.
Aufgrund der geringen Stoffmenge konnten die Verbindungen nach Abspaltung von den
Kapillaren jedoch nur massenspektrometrisch charakterisiert werden.

Als drittes Modellsystem wurde schliefdlich die Festphasensynthese eines niedermolekularen
Thrombininhibitors erarbeitet. Das an Polymerharzen synthetisierte Molekil zeigte im
Bioassay gute Bindungseigenschaften zu Thrombin. Die Ubertragung der Synthese auf
Glasoberflachen und die Bibliothekssynthese in Mikrotiterplatten konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
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4. Uberwachung des Fer mentationsprozesses von Glycopeptid-
Antibiotika mit RIfS

4.1. Einleitung

Biotechnologische Herstellungsverfahren haben in den letzten Jahrzehnten eine grofie
Bedeutung erlangt. Der Markt fir biotechnologische Produkte wird fir das Jahr 2000 in den
Bereichen Energie, Chemikalien, Pharmazeutika, Landwirtschaft, u.a. auf Gber 65 Milliarden
Dollar geschétzt. Dabei sind fermentierte Nahrungsmittel nicht berlicksichtigt, die alein
mehrere hundert Milliarden DM ausmachen [leu 98]. Typische industrielle biotechnologische
Prozesse sind die Herstellung von Proteinen und Peptiden, wie z.B. dem natlrlichen
Thrombininhibitor Hirudin, von Aminosauren wie Lysin und Glutaminsdure, oder von
Antibiotikawie z.B. Penicillinen oder VVancomycin.

Jeder Fermentationsprozeld mul3 laufend Uberwacht werden, um sicherzustellen, dal3 er in
optimaler Weise verlauft. Dabel werden meist nur allgemeine Parameter wie pH-Wert,
Temperatur oder Druck online verfolgt. Bisher erfolgte die Reaktionskontrolle offline, das
bedeutet, da? zu verschiedenen Reaktionszeiten Proben gezogen werden, die dann
aufgearbeitet und mit geeigneten Verfahren auf Produkt- bzw. Nebenproduktgehalt geprift
werden. Problematisch kann dabei die zeitliche Verzogerung zwischen Fermentationsprozef3
und dem Analysenergebnis sein. Winschenswert wéare deshalb eine direkte, kostengiinstige
Moglichkeit zur online-Kontrolle des Produktgehalts, um schnell auf Verénderungen im
Fermentationsprozef3 reagieren zu konnen.

Vor diesem Hintergrund sollte am Beispiel der Glycopeptid-Antibiotika Vancomycin und
Balhimycin in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Gauglitz die prinzipielle Moglichkeit
eines auf RIfS basierenden Biosensors Uberprift werden, der das markierungsfreie Online-

Monitoring biotechnologischer Synthesen erlaubt.

4.1.1. Glycopeptid-Antibiotika

Vancomycin wurde in den 50er Jahren bei einem Naturprodukt-Screening von Eli Lilly nach
antibiotikaproduzierenden Mikroorganismen entdeckt. Produziert wird das Antibiotikum von
Amycolatopsis orientalis, einem Bakterienstamm, der urspriinglich aus indonesischen Boden-
proben isoliert wurde. Vancomycin war der erste Vertreter einer neuen Klasse von
Glycopeptid-Antibiotika, von welcher inzwischen mehr as 30 Antibiotika bekannt sind
[nag 94]. Klinische Verwendung finden bisher allerdings nur das kirzlich zugelassene

Teicoplanin und Vancomycin, das inzwischen den Status eines Notfallantibiotikums besitzt,



64 Uberwachung eines Fermentati onsprozesses

da viele Bakterien, insbesondere Methicillin-resistente Staphylokokken (MRS) [yao 94],
Resistenzen gegen nahezu alle gebrauchlichen Antibiotika erworben haben.

4.1.1.1. Struktur und Wirkungsweise

Glycopeptid-Antibiotika sind trizyklische Verbindungen. Gemeinsam ist den Verbindungen
ein Heptapeptidrickgrat mit aromatischen Seitenketten, die Uber Phenylether- (AS 2, 4, 6)
und Biphenyl-Bindungen (AS 5, 7) verknupft sind. Dieses Grundgerist kann an mehreren
Stellen des Peptids glycosyliert sein und ist fur alle Typen der Glycopeptid-Antibiotika
charakteristisch. Man unterscheidet im wesentlichen drei Grundtypen durch die Art der
Aminosauren 1 und 3. Aliphatische Aminosduren kennzeichnen den Vancomycin-Typ (Abb.
4.1), aromatische Aminosauren den Actinoidin-Typ. Beim Ristocetin-Typ liegen aromatische,
Uber eine Biphenylether-Briicke verknlpfte Aminosduren vor. Zusétzliche Unterschiede
ergeben sich in der Art der Glycosylierung, der Anzahl an Chloratomen und der
Seitenkettenverbriickung.

Vancomycin Balhimycin Balhimycin V
oH,N
N L HOCH; < vl
2 R1 = Glc: HO ®) _ ; O
_ OH R1 = Oven-glc:
R1 = e} HO CH,OH
HO o CH,OH o
O N 0

R2=H OR

H
R = Oven: E//OXL R2 = Oven

Abb. 4.1:  Struktur von Vancomycin, Balhimycin und Balhimycin V [ver 96].
Ovcn: 4-Oxovancosaminyl-1, Glc: Glucosyl-1, Oven-glc: 4-Oxovancosaminyl-(1-
2)-glucosyl-1.
Die Wirkungsweise der Glycopeptid-Antibiotika berunt auf der Unterbindung der
Zellwandsynthese Gram-positiver Bakterien. Nieto und Perkins [nie 71] konnten zeigen, dali3
Vancomycin spezifisch an den Zellwandbiosynthese-Precursor, das UDP-N-Acetyl-Muramyl-
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Pentapeptid bindet. Hierdurch wird die enzymatische Vernetzung der Muramylpentapeptide
(AEKaa bei Staphylococcus aureus) und somit die Bildung des Mureins, der Stltzsubstanz
der Bakterienzellwande, verhindert. Die Glycopeptid-Antibiotika erkennen hierbei selektiv
die C-terminaen Sequenzpositionen D-Ala-D-Ala des Pentapeptids. Die Aufklarung der
Struktur des bimolekularen Komplexes von Vancomycin mit der Mucopeptidvorstufe Ac-L-
Lys-D-Ala-D-Ala gelang durch NMR-Experimente [wil 62] und wurde spater rontgeno-
graphisch bestétigt [sch 96b]. Die Bindung wird hauptsachlich durch Wasserstoffbriicken und
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Methylgruppen des Alanins und den
Kohlenwasserstoff-Abschnitten des Antibiotikums verursacht (Abb. 4.2). Das Pentapeptid
Vancomycin-resistenter Bakterien endet C-terminal mit D-Lactat anstelle von D-Alanin.
Durch den Verlust einer Wasserstoffbriicke ist die Vancomycin-Peptid-Bindung so stark
geschwacht, dal? die Zellwandbiosynthese der Bakterien praktisch ungehindert weiter [auft.

‘o CH, H 1, o

T N ' o

> 0 CH, ¢] CH,
{Lys - D-Ala - D-Ala H/L-Lys - D-Ala - D-Lac

NH, NH,

Abb. 4.2:  Wechselwirkungen zwischen Vancomycin und der Mucopeptidvorstufe Kaa. Die
gestrichelten Linien symbolisieren Wasserstoffbriickenbindungen. Bei Einbau von
D-Lactat entfallt eine fur die Bindung essentielle H-Brticke.
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4.1.2. Aufgabenstellung

Die Mdglichkeit der Uberwachung der Produktkonzentration bei Fermentationen mit RIfS
soll am Beispiel der Antibiotika Vancomycin und Bahimycin Uberprift werden. Die
Eigenschaft von Vancomycin, das Peptid D-Ala-D-Ala spezifisch und mit hoher Affinitét zu
binden, soll genutzt werden, um den Wirkstoffgehalt in der Kultur zu bestimmen. Dazu muf3
das D-Ala-D-Ala-Peptid auf dem Transducer kovalent aufgebracht werden. Da die
Kulturbrihe aus dem Fermenterprozef3 mit ihrem Gehalt an verschiedensten Proteinen, DNA-
Partikeln und weiteren Komponenten eine sehr komplexe Matrix darstellt, missen die
Transducer so beschaffen sein, dal3 spezifisch die Konzentration des Antibiotikums bestimmt
werden kann.

Die direkte Messung in Fermenterproben kann problematisch sein, wenn auch Fremd-
substanzen an den Transducer binden und somit das Ergebnis verféalschen. Gegebenenfalls
sollen einfache Schritte zur Probenaufbereitung entwickelt werden. Zur Referenzierung der
mit RIfS bestimmten Konzentrationen soll ein geeignetes Anaytik-Verfahren erarbeitet

werden.

4.2. Ergebnisseund Diskussion

4.2.1. Bestimmung der Vancomycin-K onzentration in Fer mentationsproben mit RIfS

Zur Bestimmung der Konzentration des Antibiotikums in den Fermenterproben wurde die
reflektometrische Interferenzspektroskopie eingesetzt. Um die Wechselwirkungen zwischen
z. B. Vancomycin und auf D-Ala-D-Ala endenden Peptiden zu studieren, wurde das Peptid
kovalent an die Transduceroberflache angebunden. Hierzu wurde N-a-acetyliertes L-Lys-D-
Ala-D-Ala Uber die e-Aminogruppe von Lysin auf der Oberfléche immobilisiert. Auf
prinzipiell dem gleichen Weg wurden von Rao et al. [rao 99] die Konzentration von reinen
Vancomycin-L 6sungen mit Oberfléchen-Plasmonenresonanz bestimmt.

Die grundlegenden Untersuchungen zur reflektometrischen Charakterisierung der beschich-
teten Transducer beziglich der Abschirmung gegen unspezifische Wechselwirkungen, der
Regenerierbarkeit und der Wechselwirkungskonstanten wurden vom Kooperationspartner
durchgefuhrt und sind ausfuhrlich bei Mehlmann [meh 99] beschrieben. An dieser Stelle soll

nur eine kurze Zusammenfassung gegeben werden.

" Fiir die RIfS-Messungen in diesem Teil der Arbeit danke ich Herrn Dipl.-Chem. Martin Mehlmann aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Gauglitz vom Institut fir Physikalische Chemie der Universitét Tbingen.
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Zur Abschirmung der Transducer gegen unspezifische Wechselwirkungen koénnen
Aminodextran (AMD)- oder Diamino-PEG-Beschichtungen verwendet werden. Wegen der
hydrogelartigen Struktur des Aminodextrans zeigten AMD-Transducer wie zu erwarten ein
deutlich grofReres Signal-Rausch-Verhdltnis als Transducer, die mit PEG abgeschirmt waren.
Auf PEG-modifizierten Transducern ist maximal die Anbindung einer Monolage méglich, so
dal3 hier deutlich geringere Signale auftreten. PEG-modifizierte Transducer zeigten dem-
gegentiber eine schneller ablaufende Kinetik und insgesamt eine etwas einfachere (da zeitlich
kirzere) Regenerierung. Beide Transducerarten besitzen somit fir eine Messung in einem
Bioreaktor gewisse Vorteile. Die AMD-Transducer besitzen wegen der groferen Signal-
intensitdt eine geringere Nachweisgrenze, wahrend bei den PEG-Transducern wegen der
schnellen Gleichgewichtseinstellung eventuell eine kontinuierliche Messung ohne (bzw. mit
deutlich kirzeren) Spull- und Regenerationsschritten moglich ist.

Die Spezifitét der Bindung von Vancomycin wurde durch Hemmung der Bindung durch
Zugabe von freiem Ligand (Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala) gezeigt. Ein weiterer Beweis fur die
Spezifitét der Bindung ist die Tatsache, dald ein Transducer, auf dem L-Ala-L-AlaL-Ala
immobilisiert wurde, keine Bindung von Vancomycin an die Oberfléche zeigte.

Um die Transducer auf unspezifische Wechselwirkungen zu testen, wurde nach Beschichtung
der Glasoberflache mit dem Liganden auf alle Oberflachen Ovalbumin als Modellprotein
injiziert. Dabel zeigten alle verwendeten Transducer keine unspezifische Bindung.

Fir die Messung des Verlaufs der Vancomycin-Produktion in einem Fermenter wurde ein
Transducer zu verwendet, dessen SiO,-Schicht mit AMD abgeschirmt war. Dieser Transducer
hat gegentiber Transducern, die mit Polyethylenglycol abgeschirmt wurden, den Vorteil eines
besseren Signal-Rausch-Verhdtnisses und eines groferen dynamischen Bereiches. Zudem
kann aufgrund der langsameren Bindungskinetik anstelle der Gleichgewichtsbeladung die
Anfangssteigung als konzentrationsabhangige GrofRe verwendet werden. Dadurch kdnnen
Schwankungen durch z.B. unvollstdndige Regeneration und damit verbundener geringerer
Maximalbelegung vermieden werden. Zur Anbindung von Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala wurde die
Aminodextran-Oberflache mit Glutarsaureanhydrid umfunktionalisiert. Nach Aktivierung der
erhaltenen Carboxy-Gruppe as Succinimidylester wurde das Peptid Uber die e-Aminogruppe
von Lysin angebunden.

Zur Quantifizierung wurde mit reinem Vancomycin eine Kalibriergerade aufgenommen. Fur
Konzentrationen unter 10 pg/ml  besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der

Konzentration und der Anfangssteigung der Bindungskurve (Abb. 4.3).
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Zur Verfolgung der Produktbildung im Fermenter wurden in regelmaRigen Abstanden” Proben
gezogen. Die Fermentation wurde nach der in Abschnitt 6.1.11 beschriebenen Methode
durchgefiihrt. Der einzige Aufbereitungsschritt der Proben vor der Messung bestand im
Abzentrifugieren groberer Inhaltsstoffe wie Zellen oder Zellfragmente. Ein solcher
Aufbereitungsschritt ist nétig, um ein Verstopfen der Schlauche und der Fluf3zelle der FIA-
Anlage und der Flul3zelle zu vermeiden. Die Kulturfiltrate wurden bis zur Messung bel
—18 °C gelagert.

Steigung [pm/s]

=
Q
<

0 2 4 6 8 10
c(Vancomycin) [ug/mi]

Abb. 4.3: Kalibriergerade fir einen mit Ac-Lys-D-Ala-D-Ala modifizierten AMD-Trans-
ducer. Ausgewertet wurden die Anfangssteigungen der Bindungskurven.

In Vorversuchen wurden Vancomycinkonzentrationen von 100 pg/ml in den Fermenterproben
bestimmt. Da der lineare Bereich der Kalibrierung bel unter 10 pg/ml lag, wurden alle Proben
im Verhdtnis 1:99 mit PBS-Puffer verdinnt. Bereits bel der dritten Probe nacht =48 hist die
Anfangssteigung der Bindungskurve so steil (das heildt, es wurde schon soviel Vancomycin
produziert), dal3 die Konzentration aulerhalb des dynamischen Bereichs liegt und somit eine
K onzentrationsbestimmung nur mit verdiinnten Proben moglich ist.

Durch die hohe Verdiinnung war eine quantitative Bestimmung der Vancomycinkonzentration
in den ersten beiden Proben allerdings nicht mehr moglich, da ein zu geringes Signal-Rausch-
Verhdltnis erhalten wurde. Bei Versuchen, diese Kulturfiltrate direkt zu messen, wurde eine
starke unspezifische Bindung an die Oberflache festgestellt. Schon die erste Probe, die direkt
nach dem Animpfen der Né&hrlosung mit dem Bakterienstamm (zum Zeitpunkt t=0h)

" Im folgenden ist mit der Numerierung der Proben bzw. der Messungen die zeitliche Abfolge der Probennahme
gemeint.
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gezogen wurde, zeigte einen deutlichen Schichtdickenzuwachs be Inkubation mit
Vancomycin. Verantwortlich kann hierfir neben unspezifischer Bindung die Anderung des
Brechungsindex beim Wechsel von PBS-Puffer zum Kulturfiltrat sein. Auch bel einer
geringeren Verdunnung (1:9) war die unspezifische Bindung noch so hoch, dal3 bel dem
geringen Signal-Rausch-Verhéltnis keine Quantifizierung moglich war. In Abb. 4.4 sind
bei spielhaft sechs Einzelmessungen gezeigt.

Um die Spezifitdt der Vancomycinbindung zu beweisen und gleichzeitig den Anteil an
unspezifischer Bindung zu bestimmen, wurde die Bindung durch Zusatz von 3 mg/ml Ac-
K(Ac)aa zu den unverdinnten Fermenterproben inhibiert. Hierbei wurde ein Schicht-
dickenzuwachs von ca. 0,5 nm erhalten. Ungeféhr die gleiche Schichtdicke wurde fir mehrere
Kulturfiltrate bel Studien mit einem Tri-L-Ala-modifizierten Transducer, an den Vancomycin
nicht bindet, erhalten. Da auch Proben mit hoher Vancomycinkonzentration keinen héheren
Zuwachs der optischen Schichtdicke ergaben, zeigt dies, dal3 die unspezifische Bindung
wahrend des gesamten Fermentationsprozesses ungeféhr gleich bleibt. Durch Verdinnung der
Proben konnten unspezifische Signale unter die Nachweisgrenze gedriickt werden.

Als weiteres Kontrollexperiment zur Uberprifung, ob die Bindung des Vancomycins an die
Oberflache spezifisch ist, diente der Fermentationsprozeld eines modifizierten Bakterien-
stammes, der kein Vancomycin produziert. Bei diesem Nullmutanten (A. pseudonocardiaciae)
kann davon ausgegangen werden, dal3 in erster Naherung die restliche Zusammensetzung der
Fermenterbrihe die gleiche ist, wie bei einem A. orientalis Stamm. Nach Verdinnung der
Proben konnte keine Bindung an den Transducer detektiert werden. Dies zeigt, dal3 zumindest
in einer verdinnten Fermenterprobe die Bindung des Vancomycins an den Transducer
spezifisch ist.

Abb. 4.5 zeigt die Uber eine Dreifachmessung bestimmten Konzentrationen von Vancomycin
und ihre Standardabweichung und die mit den Fermentationsproben eines Nullmutanten

erhaltenen Werte.
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Abb. 4.4: Bindungskurven bel Inkubation des Transducers mit Fermenter-Proben (1:99 mit
PBS vedinnt). Die Oberflache wurde mit 0,1 N HCI regeneriert. Unspezifische
Wechselwirkungen spielen keine Rolle, wie die Mefl3kurve bel t = 28 h zeigt.
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Abb. 4.5. Verfolgung der Vancomycinproduktion in einem Biofermenter bel Einsatz

verschiedener Bakterienstamme. A nicht-produzierender Nullmutant,
B Amycolatopsis Orientalis. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
von 3 Messungen.
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4.2.2. Quantifizierung mit HPLC-M S-M S-Analytik

Die Kulturbrihe aus dem Fermenterprozeld stellt mit ihrem Gehalt an verschiedensten
Proteinen, DNA-Partikeln und weiteren Komponenten eine sehr komplexe Matrix dar. Die be-
sondere Stérke von Biosensoren liegt darin, aus komplexen Systemen selektiv und sensitiv
Zielsubstanzen in kurzen Zeitintervallen zu erfassen. Dennoch kann nicht immer aus-
geschlossen werden, dald auf3er der gewinschten Substanz noch andere Verbindungen
sensorisch erfalit werden und somit ein verfalschtes Ergebnis erhalten wird. Aus diesem
Grund wurde versucht, die reflektometrisch bestimmten Konzentrationen mit einer anderen
Methode zu referenzieren.

Um den Vancomycin-Gehalt einer Fermenter-Probe mit konventionellen Analysenmethoden
bestimmen zu konnen, mufld zundchst eine Probenaufreinigung erfolgen, d.h. das
Antibiotikum muf3 von den restlichen Inhaltsstoffen des Kulturfiltrats abgetrennt werden.
Besonders geeignet zur Trennung und anschliefRenden Quantifizierung sind Kopplungs-
methoden wie HPLC-MS- oder HPLC-UV-Kopplung, da aufwendige praparative Auf-
arbeitungsschritte meist nicht nétig sind.

Aufgrund der héheren Empfindlichkeit sind Quantifizierungen mit LC-MS oft wesentlich
genauer as mit anderen gangigen Detektionsmethoden wie UV- oder elektrochemische
Detektion. Zudem ist das Massenspektrometer ein aul3erst selektiver Detektor, so dal3 auch
chromatographisch nicht vollsténdig getrennte V erbindungen quantifiziert werden kénnen.
Fir die in dieser Arbeit gewlinschte Quantifizierung bietet sich ein Tandem-M S-Experiment
an, da damit bei bekannten Molekilen anhand der charakteristischen Fragmentierungen
gezielt bestimmte Molekile gescannt werden konnen. Es wurden Neutralverlust-Scans im
»Multi Reaction Monitoring (MRM)“-Mode durchgefiihrt. Hierbei stehen beide Quadrupole
des Spektrometers auf einem oder mehreren festen Werten, d. h. der erste Analysator wird auf
das m/z-Verhdltnis des gesuchten Molekilions, der zweite Analysator auf das m/z-Verhdtnis
des Fragmentions eingestellt. Die GrofRe des Mefdsignals wird durch die Anzahl der
Elternionen festgelegt, die unter Kollisionsbedingungen ein bestimmtes Tochterion bilden. Es
werden also keine Massenspektren im eigentlichen Sinne erhalten, sondern Intensitéten. Bei
Kopplung mit HPLC entspricht dies der Aufnahme eines Chromatogramms mit
massensensitiver Detektion.

Am Beispiel des Bahimycin-produzierenden Bakterienstammes A. mediterranel wurde
versucht, die mit RIfS erhaltenen Daten zu referenzieren. Die Fermentation wurde analog der

im letzten Abschnitt beschriebenen Vorgehensweise durchgefiihrt. In einem Zeitraum von ca.
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250 h wurden 15 Proben gezogen. Diese wurden fir die reflektometrische Konzentrations-
bestimmung und anschlief3end zur Quantifizierung mit HPLC-MS benutzt.

Das Produktspektrum von A. mediterranei wurde in ersten HPLC-MS-Analysen bestimmt,
indem Uber den Massenbereich von 500 bis 2000 amu gescannt wurde. Auf3er Balhimycin
(M + H" = 1448) konnten das Mono-Hydrat von Bahimycin V (M + H" =1606), einer
dreifach glycosylierten Verbindung, und Desvancosaminvancomycin (M + H* = 1305)
nachgewiesen werden. Andere in der Literatur beschriebene Biosyntheseprodukte [ver 96]
wurden nicht detektiert. In weiteren Experimenten wurden die hauptséchlich auftretenden
Fragmentionen (Tab. 4.1) dieser Verbindungen bestimmt. Anhand dieser Fragmentierungen
wurde die Konzentration der zu verschiedenen Zeiten gezogenen Fermenterproben mittels der

oben beschriebenen Neutralverlustscans bestimmit.

Tab. 4.1: Fragmentierung der Bahimycin-Biosyntheseprodukte. Es sind die Massen der
monoi sotopischen V erbindungen angegeben.

Fragmentierung

Substanz M+H* M+H" Intensitét
Balhimycin 1448 1305 - Oven +
1143 - Oven - Glc -
BalhimycinV 1606 1448 - Ovcnx HO -
1305 - Oven-glc -
Devancosaminvancomycin 1305 1143 - Glc 0

+ = hohe lonenintensitét, O = mittlere lonenintensitét, - = geringe lonenintensitét.
Ovcn: Oxovancosaminyl-, Glc: Glucosyl, Ovcn-glc: Oxovancosaminyl(1-2)-glucosy! (vgl.
Abb. 4.1).

Zur Quantifizierung wurde Uber alle in Tab. 4.1 aufgefihrten Fragmentierungen summiert.
Abb. 4.6 zeigt beispielhaft das UV -Chromatogramm und den TIC der Probe 10 bei t = 100 h.

Der zweite grof3e Peak der UV-Spur deckt sich zeitlich —unter Berilicksichtigung der
Verzégerung zwischen UV- und MS-Detektion - mit dem TIC der MRM-Messung. Allein
Uber die UV-Spur wére eine Konzentrationsbestimmung schwierig, da keine vollstandig
getrennten Peaks vorliegen. Es ist jedoch anzumerken, dal3 diesem scheinbaren Produktpeak

noch andere nicht im M S detektierte V erbindungen tberlagert sein konnen.



Uberwachung eines Fermentationsprozesses 73

100

uv
75

50

25

Relative Intensitat (%)

1,0 26 42 58 74 90
t [min]
100

TIC
75

50

Relative Intensitat (%)

25

A A

1,0 2,6 4,2 5,8 7,4 9,0

t [min]

Abb. 4.6: UV-Chromatogramm (oben) und TIC aller detektierten Massen der Fermenter-
probe (vgl. Tab. 4.1) bei t = 100 h. Die Verschiebung der Einspritzpeaks zeigt die
Zeitdifferenz zwischen UV-Detektion (¢ = 214 nm) und MS. Zur Auswertung
wird Uber den TIC integriert.

Alle 15 Proben wurden mittels eines automatischen Probengebers nacheinander in chrono-
logischer Reihenfolge, d. h. in ansteigender Konzentration gemessen. Zur Mittelwertsbildung
wurde dies dreimal wiederholt. Jede Mefireihe wurde auf eine eigene Kalibriergerade
bezogen, die unmittelbar vorher aufgenommen wurde (Abb. 4.7), um Schwankungen der
Gerédtecharakteristik auszugleichen. Die Kalibriermessungen erfolgten mit Ldsungen von
reinem Bahimycin unter demselben Gradienten wie die Messung der Fermenterproben.
Zusétzlich wurde eine Kalibriermessung mit Balhimycin, das mit dem Kulturfiltrat des
Nullmutanten verdinnt war, gemessen, um Effekte unterschiedlicher Protonierungsausbeute
durch nicht vollstandig abgetrennte Puffersalze auszuschlief3en. Beide Messungen lieferten
dasselbe Ergebnis. Eine Kalibriergerade ist in Abb. 4.7 gezeigt, Abb. 4.8 vergleicht die

sensorisch bestimmten Konzentrationen mit den Ergebnissen der HPL C-M S-Messungen.
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Abb. 4.7. Kalibriergerade fur reines Balhimycin in Wasser. Die Intensitdt wurde durch
Integration Uber den TIC bestimmit.
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Abb. 4.8: Verfolgung der Balhimycinproduktion eines Fermenters. Vergleich der Sensor-
Daten (schwarz) und der HPLC-MS-Daten (grau). Die Fehlerbalken zeigen
jewells die Standardabwei chung von 3 Messungen.

Es zeigte sich, da? mit beiden Melverfahren prinzipiell der gleiche Verlauf der
Produktbildung gemessen wird. Allerdings liegen die mit RIfS bestimmten Werte um etwa
50% Uber den mit HPLC-MS bestimmten Werten (Abb. 4.8). Hierfir kénnen verschiedene
Faktoren verantwortlich sein. Zum einen ist es maglich, dal3 massenspektrometrisch nicht alle
Produkte erfal3t wurden, die die Grundstruktur des Antibiotikums besitzen und somit an die
Tripeptidsequenz binden konnen. Andererseits konnten auch Beiprodukte, die eine andere
Struktur aufweisen, spezifisch an die Sensoroberflache binden und somit ein zu hohes Signal

ergeben. Weitere Fehlerquellen kdnnten in der massenspektrometrischen Kalibrierung mit
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reinem Balhimycin liegen: durch unterschiedliche Protonierungswahrscheinlichkeiten der
Nebenprodukte der Biosynthese und des reinen Balhimycins wére ein verfaschtes Ergebnis
denkbar. Da beide Mel3verfahren den gleichen Konzentrationsverlauf ergaben, kann trotz der
genannten  Einschrankungen eine sinnvolle Uberwachung der  Antibiotikasynthese
durchgefiihrt werden, sofern nicht absolute Konzentrationen, sondern Konzentrations-

anderungen gemessen werden sollen.

4.2.3. Zusammenfassende Diskussion

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Mdéglichkeit der Verfolgung einer Biosynthese mit RIfS
am Beispiel der Fermentation bei Glycopeptidantibiotika zu zeigen. In vorangegangenen
Arbeiten [meh 99] wurde gezeigt, dal3 die Konzentration von Vancomycin mit Transducern,
die mit dem Tripeptid Ac-Lys-D-Ala-D-Ala beschichtet sind, sicher bestimmt werden kann.
Die mit reinen Vancomycin-Losungen gewonnenen Erfahrungen wurden dann auf die
Messung der Vancomycinkonzentration in Fermenterproben tbertragen. Diese Proben wurden
zentrifugiert, um feste Bestandteile abzutrennen, und nicht weiter aufgereinigt. Es stellte sich
heraus, dal3 damit eine deutliche unspezifische Bindung auf den verwendeten Transducern zu
beobachten war. Durch Verdinnung der Proben konnte dieses Problem vermieden werden,
wobei bei sehr verdiinnten Proben die Konzentration unter die Bestimmungsgrenze fallen
kann. Da schon bei der dritten Probe nach Animpfen des Fermenters die Vancomycin-
konzentration jedoch so hoch war, dal3 die RIfS-Signale auf3erhalb des linearen Kalibrier-
bereichs lagen, war eine Verdiunnung erforderlich, und damit konnten die aufgrund
unspezifischer Bindung auftretenden Probleme vernachlassigt werden.

Am Beispiel der Verfolgung der Biosynthese von Balhimycin wurde verucht, die mit RIfS
erhaltenen Ergebnisse durch HPLC-MS-Messungen zu referenzieren. Hierbei wurden mit
beiden Methoden die gleichen relativen Konzentrationen gemessen, absolut wurden allerdings
unterschiedliche Mengen des Antibiotikums bestimmt. Mdglicherweise wurde mit RIfS und
HPLC-MS nicht dasselbe Produktspektrum gemessen, wodurch die unterschiedlichen
Konzentrationen zu erkl&ren wéren.

Es wurde gezeigt, dal’3 die Verfolgung der Biosynthese von Antibiotika mit RIfS moglich ist.
Ebenso sollte die vorgestellte Methode auf andere Produkte Ubertragar sein. Fur ein Online-
Monitoring wird der Zentrifugationsschritt aufgrund der einfacheren Automatisierung durch
eine Filtration ersetzt werden missen. Durch geeignete Wahl der Filter konnen
makromolekulare Substanzen abgetrennt werden, wodurch die gemessene unspezifische

Bindung moglicherweise verringert werden kann.
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5. Untersuchungen von Cyclopeptid-Ligand-Wechselwirkungen

und Char akterisierung beschichteter Oberflachen

5.1. Einleitung

Ringférmige Peptide stellen aufgrund ihrer biologischen Wirkungen und des haufigen
nattrlichen Vorkommens seit langem ein vielfach bearbeitetes Forschungsfeld dar [ovc 75].
Die Bandbreite der biologischen Wirkungen ist grofl3, so werden Cyclopeptide z. B. as
Antibiotica, lonentransportsysteme, Antimycotica oder Cancerostatica eingesetzt, um nur
wenige Anwendungen zu nennen. Die teilweise hohe Rezeptorselektivitét und die Stabilitét
gegen enzymatischen Abbau lassen sich durch die eingeschrankte Flexibilitét und damit
verbundene Konformationsfixierung biologisch wichtiger K ettenabschnitte erkl&ren.

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet cyclischer Peptide ist die Verwendung als Rezeptor fir
die Molekulare Erkennung niedermolekularer Anayte [deb 74, miy 93, tor 95]. Besonders
interessant ist in diesem Zusammenhang das macrocyclische Antibiotikum Vancomycin (vgl.
Kapitel 4), das sich u. a. als chirale stationare Phase in der HPLC [arm 94a, sve 98] und as
chirales Additiv in der Kapillarelektrophorese als sehr potenter Selektor mit breitem
Anwendungsbereich erwiesen hat [arm 94b, chu 96]. Jung et al. [jun 96b] setzten Peptidsub-
bibliotheken bestehend aus 18° individuellen Cyclopeptiden in der Kapillarelektrophorese al's
chirale Selektoren ein. Drei dieser Subbibliotheken zeigten eine unterschiedliche Selektivitét
gegenuber racemischen o-Aminosduren. Chiari et al. [chi 98] konnten aus diesen Biblio-
theken durch Dekonvolution zwei einzelne Selektoren ermitteln. Ein umfassender neuerer
Uberblick tber den Einsatz makrocyclischer Peptide als molekulare Rezeptoren ist in
zusammenfassender Literatur gegeben [jun 99].

Alle bisher erwadhnten Beispiele befassen sich mit Wechselwirkungen in homogener Ldsung.
In jingerer Zeit wurden oberflachengebundene cyclische Peptide fir die chemische und
biochemische Sensorik verwendet. Erste Beispiele hierfir waren Gramicidin [cor 97] und
Valinomycin [rag 98] als Transporter von Kaliumionen durch eine Lipid-Doppelschicht, die
kovalent auf einer Goldelektrode angebunden war.

In Kooperationsprojekten unserer Arbeitsgruppe wurden Cyclopeptide auf verschiedenen
Sensoroberflachen immobilisiert und als molekulare Rezeptoren eingesetzt. Durch Schwing-
quarzuntersuchungen [wei 99] und durch Reflektometrische Interferenzspektroskopie [lei 98a,
lei 99] konnte mit Cyclopeptid-Monoschichten die molekulare Erkennung kleiner Analyt-

molekile in der Gas- und Flissigphase nachgewiesen werden. So wurde bel Messungen in
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wal¥riger Losung z. B. eine starke Wechselwirkung zwischen Arginin und einigen Cyclo-
peptiden festgestellt.

Diese vielseitigen Anwendungen erkléren das grof3e Interesse an neuen synthetischen
zyklischen Peptiden. Viele Cyclopeptide sind homodet, d.h. sie enthalten nur Peptidbindungen
(Lactame), andere sind heterodet und weisen neben Peptidbindungen zusétzlich Ester-
(Lactone), Disulfid-, Sulfid- oder Thioesterverbindungen auf. Je nach gewlinschtem Produkt
stehen unterschiedliche Synthesestrategien zur Verfiigung. Ein guter Uberblick Uber die in
den letzten 20 Jahren beschriebenen Cyclopeptidsynthesen wird in [fel 96] gegeben.

Fir die Synthese der in der vorliegenden Arbeit verwendeten homodeten , Kopf-zu-
Schwanz“-cyclisierten Peptiden bietet sich die polymergebundene Synthese der linearen
Sequenz an, mit anschlief3ender Zyklisierung am polymeren Tréger oder einer Zyklisierung in
L 6sung, nach Abspaltung seitenkettengeschitzter Peptide.

Der Vorteil der Zyklisierung am Harz ist die Moglichkeit, durch hohe Uberschiisse die
Zyklisierungsreaktion zu begunstigen, und die tiberschiissigen Reagenzien und unerwinschte
Nebenprodukte durch Waschschritte zu entfernen. Durch die Nutzung des orthogonalen
Schutzgruppenprinzips (Fmoc/tBu/Allyl) lassen sich solche Zyklisierungen realisieren
[sch 85]. Dabei ist es auch moglich, Seitenketten-zu-Kopf-Zyklisierungen und Peptidver-
zweigungen durchzufihren [kat 94]. Der Gefahr der Cyclodimerisierung wird meist durch
niedrige Harzbeladungen (< 0,3 mmol/g) begegnet. Dies wird als , Pseudoverdinnung*
bezeichnet, ein kinetisches Phadnomen, welches das bevorzugte Ablaufen von intra-
molekularen Reaktionen im Gegensatz zu intermolekularen Reaktionen beschreibt [maz 79].
Der Vortell einer Zyklisierung in Losung liegt in der groReren Freiheit bei der Auswahl der
eingesetzten Aminosauren, da nicht zwingend trifunktionelle Aminosauren benétigt werden.
Ein Zurtckdrangen der Cyclooligomerisierung und Cyclodimerisierung als unerwiinschte
Nebenreaktionen wird durch Arbeiten in verdinnter Lésung (10%-10° M) erreicht. Um das
hohe Racemisierungsrisiko bei Zyklisierungen tber chirale Aminosdurebausteine, das ins-
besondere bei sehr langen Kupplungszeiten auftritt, zu mindern, eignen sich nach Ehrlich et

al. [ehr 93] Reagenzien auf der Basis von 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol.

5.1.1. Aufgabenstellung
Die Verwendung von Cyclopeptiden als aktive Zentren in Sensoren bedingt ihre Anbindung

an Polymere oder Oberflachen. In vorangegangenen Arbeiten wurden Cyclopeptide auf Gold-
bzw. auf Glasoberflachen immobilisiert und auf ihre Bindungsfahigkeit gegeniber ver-
schiedenen Analyten getestet.
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Im Vordergrund dieser Arbeit stand nicht die Suche nach neuen Cyclopeptid-Ligand-Paaren,
sondern die Untersuchung der Art der Wechselwirkung und die Charakterisierung der
Oberflachenbeschichtungen mittels FT-ATR-IR- und Fluoreszenzspektroskopie.

In einer reziproken Vorgehensweise sollten anstelle der Cyclopeptide die betreffenden
Liganden auf Silizium-ATR-Kristallen immobilisiert werden, um, ausgehend von der von
Leipert et a. [lei 99] beobachteten Wechselwirkungen verschiedener Cyclopeptide mit
Arginin, mit Hilfe der ATR-IR-Spektroskopie Aussagen Uber die an der Bindung beteiligten
Molekllfragmente oberflachengebundener Liganden und geloster Cyclopeptide zu erhalten.
Zur Charakterisierung der Oberflachenbeschichtungen wird ebenfalls die IR-Spektroskopie
herangezogen.

Durch die kovalente Anbindung von Cyclopeptiden an Oberflachen verandern sich sowohl
Konformation as auch konformative Beweglichkeit der Peptide. Da diese Parameter
erheblichen Einfluld auf die Bindung der Analyte haben, ist es wichtig, die konformative
Beweglichkeit oberflachenfixierter Cyclopeptide im Vergleich zu geldsten Cyclopeptiden zu
untersuchen. Hierfur sollten fluoreszenzmarkierte Cyclopeptide zur Beschichtung von SiO,-
Oberflachen eingesetzt und mit Hilfe von UV-VIS- und Fluoreszenzspektroskopie

charakterisiert werden.

5.2. Ergebnisseund Diskussion

5.2.1. Synthesevon Cyclopeptiden

Die Strukturen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Peptide sind in Abb. 5.1 gezeigt.
In vorangegangenen Arbeiten zur Untersuchung von Wirt-Gast-Beziehungen mit RIfS [lel 99]
wurde gezeigt, dal3 die Peptide 1-3 wesentlich stérkere Wechselwirkungen zu Arginin
aufweisen, als zu anderen nattrlichen Aminosauren. Die drei Lysin-Reste dienten dabei zur
Anbindung auf die Transducer-Oberflachen. Die gleichen Peptide wurden hier zur Unter-
suchung der Wechselwirkungen zwischen Cyclopeptid und Gast mittels der ATR-IR-
Spektroskopie eingesetzt. Erganzt wurde dieser Testsatz durch die Peptide 4-7, wobei unter
Beibehaltung der drel Lysin-Reste im wesentlichen Nitrophenylalanin durch polare und
unpolare aliphatische Aminosiuren ausgetauscht wurde.

Die Cyclopeptide 1-7 wurden durch Zyklisierung seitenkettengeschitzter Peptide in
verdunnter Losung (0.001 M in DMF) hergestellt. Zur Synthese der linearen Peptide wurde
ein automatischer Peptidsynthesizer verwendet. Die Abspaltung der vollstéandig seitenketten-
geschitzten Peptide vom 2-Chlortritylchlorid-Harz erfolgte mit Hexafluorisopropylakohol,
die Kopf-Schwanz-(,,head to tail*)-Zyklisierung wurde mit TBTU/HOBt-Aktivierung durch-
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gefuhrt. Nach Beendigung der Zyklisierung wurden die Uberschiissigen Reagenzien durch
saure und basische Extraktionsschritte entfernt. Anschlief?end wurden die Seitenketten-
schutzgruppen mit TFA in Anwesenheit von Scavengern abgespalten. Die Cyclopeptide
wurden in Diethylether geféllt und aus tert.-Butanol / Wasser gefriergetrocknet.

1
LPhe(NOZ)-Lys-Leu-Lys-Leu-Lys J L LyerIn-LyerIn-Lys-GInJ 4

2 5
L Phe(NOZ)-Lys—Phe(NOz)-Lys-Arg-LysJ L Lys—GIu-Lys—GIu-Lys—GIuJ

i s L e
Phe(NO,)-Lys-Phe(NO,)-Lys-Phe(NO,)-Lys Lys-Leu-Lys-Leu-Lys-Leu

_ 7

LysTrp-Lys-Ala-Lys-Ala

LLystr-Lys—Dﬁ:)r-Lys-Aan 8 L J 9

| Lys—DPr-Lys-AIa-Lys-Asn
Pyr Pyr Pyr
Abb. 5.1: Strukturen der verwendeten Cyclopeptide: Die Verbindungen 1-7 wurden fir die

| R-Spektroskopie verwendet, die Pyren-modifizierten Cyclopeptide 8" und 9 firr die
Fluoreszenz-Spektroskopie (Dpr: Diaminpropansaure, Pyr: 1-Pyrencarbonsaure).

Die Verbindungen 8 und 9 dienten zur Charakterisierung kovalent auf Kieselgel gebundener
Cyclopeptide mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie. Als Fluoreszenzmarker diente 1-
Pyrencarbonsdure, die mdglichst dicht am Peptid-Riuckgrat Uber die Seitenkette von
Diaminopropansdure angebunden wurde. Die drel Lysinreste dienten zur Anbindung des
Peptids an das Kieselgel. Zur Synthese dieser Peptide wurde eine harzgebundene Zyklisierung
durchgefihrt: Fmoc-Asp(OAIll) wurde Uber die Seitenkette in geringer Beladung, um
Cyclodimerisierungen zu vermeiden am Rink-Amid-Harz angebunden. Nach Aufbau der
linearen Peptidkette an fester Phase wurde durch palladiumkatalysierte Allylabspaltung die
* -Carboxy-Gruppe der Asparaginsdure freigesetzt. Die ,, head to tail“-Zyklisierung wurde an-
schlief3end am Harz durchgefiihrt. Nach Abspaltung der Dde-Schutzgruppe wurde 1-Pyren-
carbonsdure angebunden und mit TFA/H,O/TIS vom Harz abgespalten. Abb. 5.2 zeigt das

Syntheseschema von 9.

" Das Cyclopeptid 8 wurde freundlicherweise von Dr. Dietmar Leipert zur Verfiigung gestellt.
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FmOC'AFP'OA” Rink-Amid-Harz
0.25 mmol/
in—CQ ’

¢ SPPS, Fmoc-Strategie

Fmoc-Lys(Boc)-Dpr-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-Asp-OAll

Dde HN—()

1. 20 % Piperidin DMF
2. [Pd(PPhy),] in CHCI,/
AcOH/NMM (37:2:1)

H-Lys(Boc)-Dpr-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-Asp-OH

D|de H||\I—O

¢ TBTU/HOBLt/DIEA, 3 h

|— Lys(Boc)—Dpr—Lys(Boc)—AIarLys(Boc)—AspJ

Dde HN—()
1. 2% Hydrazinin DMF

2. Pyrencarbonséure
DIC/HOBt in DMF, 4h

|— Lys(Boc)—Dpr—Lys;(Boc)-AIa—Lys;(Boc)-AspJ

Plyr HN—()

¢ TFA/H,OITIS

|— Lys-Dpr-Lys-Ala-Lys-Asn J

J

Abb. 5.2:  Syntheseschema von cyclo[Lys-Dpr(Pyr)-Lys-Ala-Lys-Asn] (9).

Alle Cyclopeptide wurden routinemallig mittels ES-Massenspektrometrie und HPLC
analysiert. Da fur die analytischen Fragestellungen dieser Arbeit eine hohe Reinheit erforder-
lich war, wurden alle Cyclopeptide durch praparative HPL C aufgereinigt.

In Abb. 5.3 ist beispielhaft die HPLC- und MS- Analytik von Cyclopeptid 6 gezeigt. Abb. 5.4
zeit das FT-ICR-M S-Spektrum von 9.
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Abb. 5.3: HPLC-Chromatogramm (Reinheit bei A =214 nm: 94 %) und ES-MS-Spektrum
von c[KLKLKL] (6) nach préparativer HPLC.



82 Charakterisierung beschichteter Oberflachen

H,N
[M + 3HJ*

2959
100 1

[M + 2HJ?*
2441 4433

329,3
229,1 2
Rl
1 |:'___'__.l s, lll:l ' - i i i . i
200 300 400 500 600 700
m/z

relative Intensitat
X
@]
O/\?}
o
=z 2T
NI
?
2
I

Abb.5.4: FT-ICR-MS-Spektrum von cyclo[Lys-Dpr(Pyr)-Lys-Ala-Lys-Asn] (9). F. Frag-
mentierungen des Pyrencarbonsaureamids.

5.2.2. |R-spektroskopische Untersuchungen’

Zur Untersuchung von Wechselwirkungen eines freien Analyten mit einer stationaren Phase
kann die |R-Spektroskopie herangezogen werden. Durch intermolekulare Wechselwirkungen
kénnen Frequenzverschiebungen der Banden der beteiligten Gruppen bzw. zusétzliche
Banden auftreten. Banden von Valenzschwingungen werden meist zu niedrigeren
Wellenzahlen verschoben, da durch Wechselwirkung mit anderen Gruppen die Bindungs-
stéarke der betroffenen Bindung geschwéacht wird. Zusdtzlich kdnnen kinematische
Kopplungen auftreten, durch die eine Bande zu hoheren Wellenzahlen verschoben wird
[sch 71]. Erschwerend kommt hier hinzu, dal3 keine véllig wechselwirkungsfreien Gruppen
untersucht werden, sondern komplexe Molekile, deren funktionelle Gruppen inter- und
intramolekulare Wechselwirkungen eingehen konnen. Es ist deshalb sehr schwer zu ent-
scheiden, aufgrund welcher Effekte die beobachteten Bandenverschiebungen hervorgerufen
werden.

Zusétzlich andern sich Form und Intensitét der Banden. Die Lebensdauer des angeregten
Zustands eines Molekils wird bei Bildung von Assoziaten verkirzt, da neue Wege der

Energieabgabe erdffnet werden. Das Auftreten von intermolekularen Wechselwirkungen fihrt

" Fiir die Aufnahme der |R-Spektren danke ich Frau Dipl.-Ing. (FH) Frauke Palmer aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. V. Hoffmann vom Institut fir Physikalische Chemie der Universitét Tubingen.
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daher i. A. zu einer VergrofRerung der Halbwertsbreite einer Bande. Durch Polarisierung von
Banden wird eine Intensitatssteigerung hervorgerufen.

Uber die genannten Effekte gewinnt man AufschluR? Uber die Umgebung des Analyten und
Uber die Molekilgruppen, die Wechselwirkungen mit einem immobilisierten Bindungspartner
eingehen.

Die Cyclopeptide 1-7 wurden mittels FT-ATR-IR-Spektroskopie beziiglich ihrer Bindungs-
stabilitét und der Art der Wechselwirkung gegentiber unterschiedlichen Liganden untersucht.
Als Liganden dienten ein Konjugat aus Arginin und einem hydrophilen Ethylenglycol-Spacer
(Atg) sowie zwei Tripeptide, die mit Aminohexansaure als Spacer versehen waren. Um
festzustellen, ob es sich hierbei um spezifische Wechselwirkungen handelt, wurde zusétzlich
die Bindung der Peptide an die Siliziumhydroxid-Oberfléche eines unmodifizierten Si-
Kristalls untersucht.

Zur Ermittlung der charakteristischen Schwingungen der reinen Cyclopeptide wurden IR-
Spektren auf ZnSe-Kristallen aufgenommen. Da keine Wechselwirkung zwischen den
Cyclopeptiden und ZnSe auftritt, zeigen diese Spektren die Bandenlage der unbeeinflulten
Cyclopeptide in Lésung.

Da die Signalintensitdten erwartungsgemald sehr gering waren, mufdte der ATR-Kristall zur
Untersuchung der Cyclopeptid-Ligand-Wechselwirkung beidseitig (auf beiden Mel3flachen)
mit einem der Bindungspartner vollstandig beschichtet werden. Auf diese Weise steht eine
genugend grof3e beschichtete Oberflache fir die Messung zur Verflgung.

Um die Zahl der beschichteten ATR-Kristalle gering zu halten, wurden nach dem aus der
Chromatographie bekannten ,, Prinzip der reziproken Erkennung” [pir 80, wel 94] nicht die
Cyclopeptide, sondern die entsprechenden Bindungspartner auf der Kristall-Oberfléche
immobilisiert. Das Reziproke Erkennungsprinzip wurde fir Enantiomerentrennungen in der
Chromatographie beschrieben: trennt man die Enantiomere des Selektanden A an einer
chiralen Phase mit dem Selektor B, so kdnnen prinzipiell auch die Enantiomere von B an
einer Phase mit einem der Enantiomere von A getrennt werden. Da bei der Untersuchung der
Cyclopeptide nur die Wechselwirkung zu einem immobilisierten Bindungspartner, aber keine
Trennungen beobachtet werden sollen, liegt somit ein vereinfachter Fall dieses Prinzips vor.
Es ist jedoch zu berticksichtigen, dal3 auf diese Weise zusétzliche funktionelle Gruppen fir
die Wechselwirkungen mit den Liganden vorhanden sind. Bel den in dieser Arbeit
verwendeten Cyclopeptiden sind dies die Seitenketten von Lysin, die bei umgekehrtem
Vorgehen durch kovalente Bindung zumindest teilweise auf der Oberfléche fixiert waren und
somit fir Wechselwirkungen mit geldsten Bindungspartnern sehr wahrscheinlich nicht zur

Verfligung stiinden.
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5.2.2.1. Beschichtung desATR-Kristalls

Wenn synthetische Verbindungen zur Modifizierung von Oberflachen eingesetzt werden,
konnen sie entweder direkt auf der Oberflache synthetisiert werden (vgl. Kapitel 3) oder
zuerst in makroskopischen Mengen dargestel It und anschlief3end mit verschiedenen Methoden
auf die Oberfl&che gebunden werden. Im zweiten Fall kann nach der Synthese eine Analytik
mit Ublichen Methoden durchgefiihrt werden. Aussagen tber die funktionellen Gruppen, die
an den intermolekularen Wechselwirkungen beteiligt sind, kdnnen nur bei genauer Kenntnis
der oberflachengebundenen Molekiile getroffen werden. Bel einer Synthese der Liganden auf
der Kristalloberflache kann das Auftreten unerwiinschter Nebenprodukte nicht ausgeschlossen
werden. Da keine zerstérungsfreie Methode zur genauen Charakterisierung der oberflachen-
gebundenen Verbindungen zur Verfligung steht, wurden die Schichten hier im Gegensatz zu
Kapitel 3 nicht durch Synthese auf der Oberflache, sondern durch Anbindung fertig
gereinigter und charakterisierter Molekile hergestellt.

Das Arginin-Spacer-Konjugat sollte eine freie Carboxygruppe auf der Seite des Arginins und
eine frele Aminogruppe zur Anbindung auf eine GOPTS-Oberflache besitzen. Im ersten
Schritt der Synthese wurde 2-Chlor-Tritylchlorid-Harz mit 2 eq. Diaminopropan in DCM
belegt. Atg wurde in 2-fachem UberschuR mit DIC-Aktivierung tber Nacht angebunden.
Nach Fmoc-Abspaltung wurde die freie Aminogruppe mit 5 eg. Bernsteinsdureanhydrid und
DIEA in DMF umfunktionalisiert, wodurch eine freie Carboxygruppe erhalten wurde. Diese
wurde als Pentafluorphenylester aktiviert und anschliefiend mit H-Arg(Pmc)-OH umgesetzt.
Das MS-Spektrum der Verbindung ist in Abb. 55 gezeigt. Als Verunreinigung trat
hauptséchlich das Hydrolyseprodukt des Pentafluorphenylesters auf. Die Reinheit wurde
mittels HPLC bei 214 nm zu 82 % bestimmt.

Zur Anbindung auf einen Epoxy-aktivierten Si-ATR-Kristall (vgl. Kapitel 2) wurde dieser mit
einer Losung des Arginin-Derivats und DIEA (je 0,3M in DMF) wahrend 36 h umgesetzt.
Durch die lange Reaktionszeit sollte eine moglichst hohe Oberflachenbeladung erreicht
werden. Die Abspaltung der Pmc-Gruppe erfolgte mit TFA (50 % in DCM) [ram 87].
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Abb. 5.5: ES-MS-Spektrum des Pmc-geschiitzten Arginin-Spacer-Konjugats.

Die beiden Tripeptide wurden nach Standard-Methoden der Peptidchemie am Trityl-Harz
aufgebaut und mit HFIP vollgeschitzt abgespalten. Zur C-terminalen Anbindung wurde die
Carboxygruppe der Aminohexansaure mit TBTU/HOBt (je 0,5M in DMF) aktiviert und
wahrend 36 h an einen Aminopropyl-modifizierten Si-Kristall gekuppelt.

Um eine moglichst hohe Oberflachenbeladung zu erhalten, sollten die Konzentration der
Reaktionslsung sehr hoch und die Reaktionszeit sehr lang sein. Dain der Regel keine grof3en
Substanzmengen zur Verfligung standen, wurde der Kristall beidseitig mit jeweils 20 pl der
Reaktionslsung benetzt und zwischen zwei Objekttrager gelegt, so dald letztlich nur wenig
der Verbindung eingesetzt werden mufite.
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Abb. 5.6: Oberflachenbeschichtungen auf Silizium-ATR-IR-Kristallen: A: Arginin wurde
Uber Bernsteinsdureanhydrid, die Ethylenglycol-Aminosdure Atg und Diamino-
propan auf Epoxy-silanisiertes Silizium angebunden. B und C: Die Tripeptide
Ser-Asp-D-Ala und D-Ala-Asp-Ser wurden mit Aminohexansaure als Spacer C-
terminal an eine Aminopropyloberfl&che gebunden.

Durch die ATR-IR-Spektren der Beschichtung konnten qualitative Aussagen Uber den Erfolg
der Anbindung getroffen werden. Die IR-Spektren der Beschichtung zeigten entsprechende
Schwingungen der funktionellen Gruppen der angebundenen Molekile. Bel Beschichtung A
(Abb. 5.7) sind dies die Schwingungen der Amid- und Esterbindungen, sowie der Carboxy-
und der Guanidino-Gruppe. Auch die C-O-Vaenzschwingung der Carboxygruppe des nicht
mit Arginin umgesetzten Spacermol ekills konnte im Spektrum zugeordnet werden.

Bei den Beschichtungen C (Abb. 5.8) und D (Abb. 5.9) waren Schwingungen der Amid-
bindungen, der Ammoniumgruppe des N-Terminus der Peptide und der Carboxy-Gruppe zu
erkennen.

Obwonhl versucht wurde, die Schichten im Vakuum zu trocknen und in wasserfreiem Zustand
zu vermessen, war dennoch so viel Wasser auf der Oberflache adsorbiert, dal3 die Spektren
der Beschichtung von der Absorption von Wasser Uberlagert waren. Zusétzlich sind bel ca.
1725, 1620 und 1580cm™ drei Absorptionsbanden vorhanden die als Hintergrunds-
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Absorptionen des Spektrometers identifiziert wurden und bei Einkanalspektren nicht zu
vermeiden sind.

Zur Interpretation der Spektren wurden die Banden modellhaft as Lorentz-Banden angepalit.
Da die homogene Linienverbreiterung bel Spektren in Losung (auch hier bei ober-
flachengebundenen Molekilen) einen grolReren Anteil an der Bandenverbreiterung als die
inhomogene Linienverbreiterung hat, kann dies als gute Naherung angesehen werden. Eine
physikalisch korrekte Anpassung mit Voigt-Banden lieferte nur bei genauer Vorgabe des
Gauss-Anteils sinnvolle Ergebnisse. Zur Berechnung wurde die ungeféhre Lage der Bande
und eine mittlere Halbwertsbreite, die sich aus der Anzahl der erwarteten Schwingungen und
der Breite der Gesamtbande ergibt, vorgegeben. In einem iterativen Verfahren wurde die
Differenz der Summenkurve der vorgegeben Banden zum experimentellen Spektrum

minimiert.
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Abb. 5.7: IR-Einkanal-Spektrum der Arginin-Beschichtung auf Silizium (A) (——). Anpas-
sung der Banden als Lorentz-Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Sum-
menkurve (--). Die nicht bezeichneten Banden bel 1725, 1615 und 1580 cm™
stammen nicht von der Oberflache, sondern aus dem Hintergrund des
Spektrometers.
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Abb. 5.8: IR-Einkanal-Spektrum der Oberflachenbeschichtung B (——). Anpassung der
Banden als Lorentz-Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Summenkurve
(). Die nicht bezeichneten Banden bei 1725, 1620 und 1579 cm™ sind
Hintergrundsbanden des Spektrometers.
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Abb. 5.9: IR-Einkanal-Spektrum der Oberflachenbeschichtung C (——). Anpassung der
Banden als Lorentz Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Summenkurve
(). Die nicht bezeichneten Banden bei 1725, 1619 und 1580 cm* sind
Hintergrundsbanden des Spektrometers.

Alle drei Beschichtungen waren in makroskopischem Mal3stab homogen: Durch Einkopplung
des Lichtstrahls an unterschiedlichen Stellen des Kristalls konnen unterschiedliche Orte auf
der Oberfléche vermessen werden. Da fir jede Oberflache hierbei immer Spektren gleicher

Intensitét erhalten wurden, kann von einer gleichmél3igen Beschichtung ausgegangen werden.
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Es kann jedoch nicht entschieden werden, ob die angebundenen Molekile statistisch Uber die
Flache verteilt oder in Clustern vorliegen, da hierfir eine ortsaufgel 6ste M essung nétig wére.
Eine absolute Bestimmung der Oberflachenbeladung ist nicht moglich, jedoch kénnen die
Beschichtungen Uber die Intensitét der Spektren verglichen werden. Es mul3 allerdings
berlicksichtigt werden, dal3 sich die funktionellen Gruppen in Anzahl und Umgebung
unterscheiden, wodurch eine gewisse Einschrdnkung der Vergleichbarkeit gegeben ist.
Zusétzlich fallt die Intensitét einer Absorption exponentiell mit dem Abstand der betrachteten
Gruppe von der Oberflache. Wird von einer gestreckten Anbindung der Molekile
ausgegangen, was eine grobe Vereinfachung darstellt, so sollte bei Beschichtung A die
Intensitét einer Bande bei gleicher Oberflachenbeladung niedriger sein alsbei B und C.

Als Marker fir die Intensitét kann die asymmetrische Streckschwingung der Carboxylate
herangezogen werden, da diese Gruppe in alen Molekilen nur einmal vorkommt. Aufgrund
der héheren Intensitét dieser Bande bei A ist demnach die Belegungsdichte von A hoher as
bei B und C.

Ein einfacherer Vergleich ist zwischen B und C mdglich, da sich die angebundenen Molekille
nur in der Sequenzabfolge unterscheiden. Hierbel scheint C aufgrund der geringfigig

niedrigeren Intensitét des Spektrums eine etwas kleinere Bel egungsdichte aufzuwei sen.

5.2.2.2. IR-Spektren der Cyclopeptide

Alle Spektren wurden mit einem FTIR-Spektrometer aufgenommen. Um Einflisse des
Spektrometers und Absorptionen des Losungsmittels (Wasser) zu eliminieren, wurde immer
gegen das reine Losungsmittel referenziert. Hierzu wurde unmittelbar vor der Messung mit
dem jeweiligen Kristall ein Spektrum von Wasser aufgenommen, das anschliefiend vom
eigentlichen Spektrum subtrahiert wurde.

Die ermittelten Lagen der Banden kdnnen aufgrund des starken Rauschens der Spektren und
der damit verbundenen ungenauen Anpassung um einige Wellenzahlen vom tatséchlichen
Wert abweichen.

IR-Spektren von Cyclopeptiden sind aufgrund der MolekilgroRRe und damit aufgrund der
vielen, haufig sehr ahnlichen, absorbierenden Gruppen schwer zu interpretieren. Haufig
konnen Ubereinanderliegende Banden nicht gentigend aufgel 6st bzw. nicht eindeutig zugeord-
net werden. Im folgenden wird nur der Bereich von 1700 cm™ bis 1400 cm™ besprochen. Am
Beispiel von Cyclopeptid 2 soll das Aussehen der IR-Spektren, die auf den unterschiedlichen
Oberflachen gemessen wurden, erlautert werden. Die starksten erwarteten Banden sind in
Tab. 5.1 zusammengestellt.
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Tab.5.1: Erwartete IR-Absorptionen von Cyclopeptid 2 im Bereich von 1700 cm™ bis

1400 cm™.

Gruppe Schwingung Bandenlage [cm™]
Amid v(C=0), Amid | 1700-1620

Amid Vv(C-N) und 8(C—N—-H), Amid I 1550-1510
Seitenkette von Lys Sas(NH3)" 1665-1585
Seitenkette von Lys 8sy(NH3)" 1530-1490
Seitenkette von Phe(NO,)  v(C-C), Phenyl-Geriist ca. 1600
Seitenkette von Phe(NO2)  v,(NO,) 1530-1500
Seitenkette von Arg v, 6 der Guanidino-Gruppe* 1620-1650

* von Amid | und 8.5(NH3)" tiberlagert und meist nicht aufgel 6st.

Anhand der Uberlappung der Absorptionsbereiche (vgl. Tab. 5.1) werden die Schwierigkeiten
bei der Interpretation der Spektren deutlich. Anzahl und Lage der Amid-Banden hdngen von
der Konformation des Peptids ab. Fur die Amid-Schwingungen sind z. B. bel Vorliegen
zweier - turns mindestens zwei Banden zu erwarten. Sind - und y- turns im Peptid
enthalten, erwartet man drei Absorptionsbanden. Die Amid I-Schwingungen der an den [3-
bzw. y- turns beteiligten Amidbindungen liegen bel Wellenzahlen unterhalb, die der freien
Amid-Gruppen oberhalb 1650 cm™. Die genaue Lage dieser Banden ist abhangig vom
Losungsmittel (H2O), vom Winkel der Wasserstoffbriicken zwischen den an den turns
beiteiligten Amid-Gruppen und von den Bindungsldngen der Wasserstoffbriicken [man 93,
vas 98]. Erschwerend kommt hinzu, dal3 bei Adsorption der Peptide auf die unterschiedlichen
Oberflachen sich die Konformation &ndern kann, so dal3 die Amid-Banden zusétzlich
verschoben werden, aber durch die Mdoglichkeit neuer Wasserstoffbriicken auch weitere
Banden entstehen konnen. Eine genaue Bandenzuordnung ist ohne Kenntnis der Konfor-
mation der Cyclopeptide deshalb ohne den Vergleich von mehreren verschiedenen Cyclo-
peptid-Spektren nicht moglich. Die im folgenden getroffenen Zuordnungen fir Amid-,
Guanidino- und Ammonium-Schwingungen konnen deshalb Anteile der jeweils anderen
Gruppen enthalten.

Das L 6sungsspektrum von 2 ist in Abb. 5.10 gezeigt. Da alle verwendeten Cyclopeptide nach
Synthese und Aufreinigung as Trifluoracetate vorliegen, sind die Spektren von der
Absorption der asymmetrischen Streckschwingung des Carboxylats der Trifluoressigsaure
Uberlagert. Von den Amid-Schwingungen des Peptid-Rickgrats ist nur die Amidl-
Schwingung zu erkennen. Die AmidIl-Bande ist wie die symmetrische Deformations-

schwingung NHs'-Gruppe entweder sehr schwach ausgepragt, oder wird von der relativ
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starken Absorption der Nitrogruppe Uberlagert. Im mittleren Bereich des Spektrums finden
sich die Gerust-Valenzschwingungen der Phenylringe und die asymmetrische
Deformationsschwingung der NH3™-Gruppe der Lysinseitenketten. Die Absorptionsbanden
der Guanidino-Gruppe der Argininseitenkette sind von geringerer Intensitét und werden von
den Banden der Amid- und der Ammoniumgruppen tberlagert. Diesist aufgrund der geringen

Anzahl (1 Guanidinogruppe zu 6 Amidbindungen und 3 Ammoniumgruppen) verstandlich.
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Abb. 5.10: ATR-IR-Spektrum von Cyclopeptid 2 (geldst in Wasser) gemessen mit einem
ZnSe-Kristall (——). Anpassung der Banden (angegebene Wellenzahlen) als
L orentz-Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Summenkurve ().

Zur Messung der nicht kovalent an die beschichteten Oberflachen gebundenen Cyclopeptide
wurden diese in Konzentrationen von 3-4 mg/ml in Wasser gel6st und in der Mef3zelle auf der
Kristalloberflache adsorbiert. Alle Spektren wurden Uber 1024 Scans summiert. Aufgrund der
geringen Oberflachendichte der Peptide ist nur ein sehr geringes Signal zu erwarten, das von
der Absorption nicht gebundener Moleklle in der Losung weit Ubertroffen wird. Um die
Banden der gebundenen Peptide dennoch beurteilen zu kénnen, wurde die Peptidldsung nach
einer kurzen Adsorptionszeit durch Spilen mit einem Mef3zellenvolumen Wasser (5 ml)
entfernt. Zurtick bleiben nur die auf der Oberflache gebundenen Peptide, sofern sie wahrend
des Spulens nicht ausgewaschen werden. Somit konnten Peptide, die nur sehr schwache
Bindungen zur Oberfléche eingehen, nicht mehr nachgewiesen werden. Ein Vorteil dieser
Vorgehensweise ist, dal3 TFA, die auf keiner der untersuchten Oberflachen eine Bindung

zeigte, ebenso ausgewaschen wurde. Gleichzeitig kann Uber die Leichtigkeit, mit der die
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Cyclopeptide ausgespllt werden, die Starke der Wechselwirkung mit der Oberflache

abgeschétzt werden.

Um die Oberflache nach der Messung von den adsorbierten Cyclopeptiden zu befreien, wurde

mit 1 M NaCl und Wasser gesplilt. Bei einigen Peptiden wurden zur vollsténdigen Entfernung

Spiilzeiten von mehreren Stunden bendtigt.

Wie bereits erwdhnt war eine quantitative Bestimmung der Oberflachenbeladung der

beschichteten Kristalle nicht moglich. Da somit nicht von gleich grof3er Oberflachenbeladung

der drei beschichteten Silizium-Kristalle ausgegangen werden kann, ist der Vergleich der

Wechselwirkungsstéarken zwischen Cyclopeptid und Oberflache durch Vergleich der

Intensitdt der Spektren nicht moglich. Deshalb werden im folgenden nur die Lagen und die

Intensitétsverhdltnisse der auftretenden Banden betrachtet, um die unterschiedlichen

Wechselwirkungen zu verdeutlichen.

Abb. 5.11 zeigt das Spektrum von 2 nach Adsorption auf der SiIOH-Oberflache eines

unbeschichteten Si-Kristalls im Bereich von 1850 cm™ bis 1450 cm™. Der obere

Energiebereich zeigt das Rauschen der Basislinie. Bei kleineren Wellenzahlen als 1450 cm*

konnte aufgrund der Absorption des Kristalls nicht gemessen werden. Gegenlber dem

L 6sungsspektrum des Peptids werden einige V eranderungen deutlich:

- Diegrof3e Bande der TFA ist fast vollstandig verschwunden. Da reine Trifluoressigsaure
auf der SIOH-Oberflache keine Bindung zeigte, ist anzunehmen, dal’ die noch vorhandene
Absorption auf eine schwache Bindung der TFA gegenuber der nun vorliegenden
Peptidoberflache zurlckzufihren ist.

~  Die Absorption der asymmetrischen Deformation der NHs-Gruppe ist in zwei Banden
aufgespalten. Die neu hinzugekommene, zu hoherer Energie verschobene Bande bel
1633 cm™ wird durch Wasserstoffbriickenbindung der Ammonium-Gruppen der
Lysinreste mit den Silanolgruppen des Kristalls hervorgerufen. Die ebenso an dieser Stelle
erwarteten Absorptionsbanden der Guanidino-Gruppe sind diesem Signal tberlagert und
kénnen nicht von der Schwingung der NHs"-Gruppe getrennt werden.

~  Zus#tzlich tritt die symmetrische Deformationsschwingung der NH3"™-Gruppen auf. Diese
Tatsache und die gegenlber der Ublicherweise beobachteten, zu hoherer Energie
verschobenen Lage der Bande zeigen ebenfalls die Bindung der Aminogruppen zur
Oberflache. Die groRe Halbwertsbreite der Bande wird vermutlich durch Uberlagerung
mit einer Amid I1-Schwingung hervorgerufen, die ebenfallsin diesem Bereich zu erwarten

ist und nicht aufgel6st wurde.
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- Die leichte Verschiebung der Nitrobande von 1520 cm™® zu 1516 cm™ und die im
Verhdltnis zu den Ubrigen Banden geringere Intensitdt 183t vermuten, dal3 auch die

Nitrogruppe geringfiigig an der Bindung des Peptids zur Oberfléache beteiligt ist.
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Abb. 5.11: ATR-IR-Spektrum von Cyclopeptid 2, gebunden auf der SiOH-Oberfllache eines
Si-Kristalls (——). Anpassung der Banden (angegebene Wellenzahlen) as
L orentz-Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Summenkurve ().

Bei den beschichteten Oberflachen A-C war eine Bandenanalyse schwierig, da meist ein sehr
geringes Signal-Rausch-Verhdltnis vorlag. Zusétzlich wird die Spektreninterpretation durch
die vorhandenene Doppelinformation, d.h. durch die Uberlagerung der Spektren des Peptids
und der Oberflachenbeschichtung erschwert. Zwar wurde durch die Referenzierung eine
Kompensation der Absorption des Wassers erreicht, die vollstdndige Kompensation des
Spektrums der Beschichtung ist allerdings nur moglich, wenn die Peptide keine starken
Wechselwirkungen mit der Beschichtung eingehen. Finden intermolekulare Wechsel-
wirkungen zwischen den Cyclopeptiden und der Oberfl&chenbeschichtung statt, fihrt dies zu
einer Verschiebung der Banden der beteiligten Gruppen der Peptide und der Oberflache. Nach
Subtraktion des wechselwirkungsfreien Oberflachenspektrums treten somit scheinbar negative
bzw. zusdizliche Banden auf. Solche negativen Merkmae konnen demnach zur
Charakterisierung der an der Wechselwirkung beteiligten funktionellen Gruppen der
Oberfl&chenbeschichtung herangezogen werden.

Im IR-Spektrum von Cyclopeptid 2 auf Beschichtung A (Abb. 5.12) sind die beiden
Hauptbereiche der Absorption des Peptids trotz des Rauschens noch deutlich zu erkennen,

eine Bandenzuordnung ist allerdings nicht moglich. Direkte Aussagen Uber die an der
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Wechselwirkungen mit der Oberfl&che beteiligten Gruppen des Peptids konnen deshalb nicht
gemacht werden. Eine Ausnahme stellt die N-O-Vaenzschwingung der Nitro-Gruppe dar,
die aufgrund der unverénderten Bandenlage bei ca 1520 cm™ offenbar keine Bindungen an
die Oberflache eingeht.

Indirekte Aussagen Uber die Wechselwirkung ergeben sich aus den negativen Banden, die
hauptsachlich im Absorptionsbereich der Guanidino-Gruppe des oberflachengebundenen
Arginins und, wenn auch sehr schwach, im Bereich der deprotonierten Carboxy-Gruppe des
Arginins auftreten. Die geringen Intensitdten der Absorptionsbanden des Cyclopeptids deuten
darauf hin, da3 Amid-Gruppen der Beschichtung fur die Wechselwirkung beansprucht werden
und damit zu einer Verminderung der Signalintensitét fihren. Im Bereich der Absorption der
Ester-Bindungen des Glycol-Spacers tritt kein negatives Merkmal auf. Dies bedeutet, dal3 das
Spacermolekil, bis auf die gemeinsame Amidbindung mit Arginin, nicht an der
Wechselwirkung mit dem Cyclopeptid beteiligt ist. Allerdings scheint auch die Carboxy-
Gruppe des Nebenprodukts der Beschichtung, das nicht mit Arginin umgesetzt wurde, an der
Wechselwirkung beteiligt zu sein, da auch bei ca. 1700 cm™” eine geringe negative Bande
angedeutet ist. Insgesamt kann festgehalten werden, dal? die Wechselwirkungen hauptséachlich
Uber die Carboxy- und die Guanidino-Gruppe des oberflachengebundenen Arginins
stattfinden.
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Abb. 5.12: ATR-IR-Spektrum von Cyclopeptid 2, gebunden auf der Oberflachenbeschich-
tung A (——). Das Spektrum der Oberflachenbeschichtung ist durch die Summe
der Lorentz-Kurven (willkdrliche Intensitdt) ohne die Anpassung der Wasser-
Absorption symbolisiert (-----). Die gepunktete Kurve () deutet die Basislinie
an.
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Auf der Oberfl&chenbeschichtung B zeigte Cyclopeptid 2 ein intensiveres IR-Spektum als bei
Beschichtung A, jedoch war auch hier keine genaue Zuordung der Banden moglich (Abb.
5.13). Aufgrund der unveranderten Lage der Bande der Nitro-Gruppe kann auch in diesem
Fall angenommen werden, dal3 keine Bindung des Peptids an die Oberflache Uber die
Seitenkette des Nitrophenylalanins vorliegt. Negative Merkmale treten nur in geringem Mal3e
auf.
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Abb. 5.13: ATR-IR-Spektrum von Cyclopeptid 2, gebunden auf der Oberflachenbeschich-
tung B (——). Die gepunktete Kurve (—-) symbolisiert die Basislinie.

Im Gegensatz zu den bisher gezeigten Beschichtungen A und B war bei C ein rein positives
Peptid-Spektrum zu messen (Abb. 5.14). Das Spektrum besitzt starke Ahnlichkeit mit dem
Spektrum des auf der SiOH-Oberflache adsorbierten Peptids betreffend der Lage der meisten
Banden und der Aufspaltung der Absorptionsbande der asymmetrischen Deformations-
schwingung der Ammoniumgruppen in der Lysinseitenkette. Da auf dieser Oberflache Uber
das N-terminal gebundene Serin eine Hydroxy-Gruppe prasentiert wird, liegen in diesem Fall
der Bindung des Cyclopeptids an den reinen Si-Kristall dhnliche Verhdltnisse vor. Aus-
wirkungen dieser Wechselwirkung auf die Schwingungsfrequenz der Hydroxygruppe des
oberflachengebundenen Tripeptids konnen mit dem gegebenen Mef3aufbau nicht detektiert
werden, da die Absorption auf3erhalb des zuganglichen Mef3bereichs liegt. Unveréndert bleibt
auch hier die Lage der Nitro-Bande. Im Gegensatz zu den Ammonium-Gruppen bindet die
Nitro-Gruppe also nicht an die Tripeptid-Oberflache. Das insgesamt intensitétsstarke
Spektrum zeigt, dal3 neben der Wechselwirkungen der Lysinreste viele schwache Bindungen
vorliegen mussen, die zu keiner Verschiebung der Absorptionsbanden des Peptids, durch

kooperative Effekte aber zu einer relativ starken intermolekularen Bindung des Cyclopeptids
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an die Oberflache fuhren. Die relativ grof3e Halbwertsbreite der Amid I-Schwingung deutet
darauf hin, dal3 u. a. die Amid-Bindungen des Peptid-Ruckgrats an diesen Wechselwirkungen
beteiligt sind.
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Abb. 5.14: ATR-IR-Spektrum von Cyclopeptid 2, gebunden auf der Oberflachenbeschich-
tung C (——). Anpassung der Banden (angegebene Wellenzahlen) als Lorentz-
Funktionen (-----) und die daraus erhaltenen Summenkurve (---).

Eine Abschétzung der Bindungsstabilitat auf verschiedenen Oberfléchen ergibt sich aus der
Intensitét des Peptid-Spektrums und dem Ausmal3, in dem charakteristische Veranderungen
im Spektrum auftreten. Dies soll am Beispiel der Arginin-Beschichtung (A) verdeutlicht
werden. Abb. 5.15 zeigt die Auswertung der Grof3e der negativen Bande im Bereich der
Carboxylat-Schwingung des oberflachengebundenen Arginins bei einer Wechselwirkung mit
Cyclopeptiden. Zur Berechnung wurde die Bande an der Basislinie gespiegelt, als Lorentz-
Funktion angepaldt und anschliefdend integriert. Bei den Cyclopeptiden 5 und 6 war kein
negatives Merkmal zu erkennen. Ebenso war das Positiv-Spektrum der Peptide auf3erst
schwach ausgepragt, so dal’ insgesamt davon ausgegangen werden kann, dal3 beide Peptide
nur sehr schwach an die Oberflache banden. Dagegen war bel 2 trotz des fehlenden negativen
Merkmals eine deutliche Wechselwirkung mit der Oberflache zu messen (vgl. Abb. 5.12).

Eine qualitative Ubersicht tiber die Bindungsstabilitét fir alle untersuchten Oberflachen gibt
Tab. 5.2. Fur die SIOH-Oberflache wurde hierfir die Starke der asymmetrischen Defor-
mationsschwingung der Peptid-Ammoniumgruppen, die mit der Oberflache wechselwirkten,
betrachtet. Bei der Arginin-Oberflache (A) wurde die Ausbildung negativer Merkmale fir die
Carboxylat- und die Guanidino-Schwingung ausgewertet. Fur die beiden Peptid-Oberflachen
B und C wurde sowohl das Auftreten der Deformationsschwingung der NHs™-Gruppen als
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auch die durch Verschiebung der Carboxylat-Schwingung der Oberflache entstandene

negative Bande einbezogen.
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Cyclopeptid

Abb. 5.15: Auswertung der negativen Bande bei 1600 cm™ fiir Beschichtung A. Das GolRe
dieser Bande beschreibt die Stérke der Wechselwirkung mit der Carboxy-Gruppe
des Arginins. Bei 2 war trotz des Fehlens dieser Bande eine Bindung an die
Oberflache nachweisbar. n. n.: nicht nachweisbar.

Tab.5.2: Qualitativer Vergleich der Bindungsstabilitét der Cyclopeptide mit den
verschiedenen Oberflachen. * . schwache Bindung bis nicht bindend,
* *: mittelstarke Bindung, * * *: starke Bindung. Aufgrund unterschiedlicher
Oberflachenbeladungen sind die Beschichtungen A-C nicht vergleichbar.

Cyclopeptid Oberflache

SiOH A B C
1 * * * * * *
2 * * * * * * * ok *
3 * * * % % * * * * * *
4 * % % * * * ok ok * *
5 * % % * * * *
6 * * * *
7 * * * * * *

Eine molekulardynamische Berechnung der Bindungsenergien der Cyclopeptide an die reine
SiOH- und an die Arginin-Oberflache ergab einen ahnlichen Verlauf der Bindungsenergien
(Abb. 5.16). Zur Simulation und Modellierung der Wechselwirkungsmechanismen wurden
semiempirische Kraftfeldmethoden angewandt. Die berechneten Energien stellen die

Gleichgewichtsenergien bei 0K in der Gasphase dar.”

" Die Rechnungen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Christiane Stingel zur Verfiigung gestellt.
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Abb. 5.16: Berechnung der Wechselwirkungsenergien bel 0 K der Cyclopeptide mit einer
SIOH-Oberflache, auf der Wasser adsorbiert ist (links), und der Arginin-
Oberflache (rechts). Fur Arg wurde ein zwitterionischer Zustand angenommen.
Angegeben sind die Mittelwerte (durchgezogen) aus den beiden Randfédlen der
Lage des Cyclopeptids auf der Oberflache: Backbone oben (gepunktet) bzw.
unten, zur Oberflache gerichtet (gestrichelt). Bei Cyclopeptid 5 wurde von
protonierten Carboxy-Gruppen ausgegangen.

Fir die SIOH-Oberflache wurde angenommen, dal3 auf die Oberflache adsorbiertes Wasser
vorliegt. Dieses wurde bei Anbindung der Cyclopeptide nicht verdrangt. Die gute
Wasserkompensation der IR-Spektren liefert hierfir eine experimentelle Bestdtigung: In
keinem der Spektren wurde eine negative Absorption im Bereich der Wasserbande gemessen,
die bei einer Verdrangung des Wassers auftreten mifdte, da die Spektren gegen die
beschichtete Oberflache unter Wasser referenziert wurden. Die relativen Verhdtnisse der
Bindungsenergien stimmen mit Ausnahme von Peptid 5 mit den Experimentellen
Abschétzungen Uberein. Im Gegensatz zum Ergebnis der Rechnung zeigte es im Experiment
eine sehr starke Bindung zur Oberflache. Dieses Peptid wurde fur die Berechnung nicht als
inneres Salz eingesetzt, sondern mit protonierten Sauregruppen. Bei einer Rechnung, die das
Peptid als zwitterionische Verbindung berticksichtigte, wurde ebenfalls eine sehr geringe
Bindungsenergie berechnet.

Bei der Arginin-Beschichtung wurden unter Voraussetzung eines as Zwitterion vorliegenden
Arginins gute Ubereinstimmungen zwischen den experimentellen Ergebnissen und der
Rechnung erhalten, sofern nur die relativen Unterschiede der Bindungsstérken verglichen
werden. Deutliche Unterschiede ergeben sich in der absoluten Bindungsstérke. Wahrend nach
den Berechnungen auf der Arginin-modifizierten Oberfléache alle Peptide sehr stark binden
sollten, konnte fir 6 im Experiment praktisch keine Bindung nachgewiesen werden: das
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Peptid wurde schon beim Wechsel des Losungsmittels vollstandig ausgewaschen. Fir die
Rechnung wurde kein Wasser einbezogen. Da das Peptid 6 stark amphiphile Eigenschaften
aufweist, kdnnten die Cyclopeptide in einer micellenartigen Struktur im Wasser gelOst sein.
Die Oberflache bildet aufgrund der vielen Ladungen eine sehr hydrophile Struktur. Eine
Bindung des Peptids an die Oberflache unter Aufbrechen moglicher Aggregate konnte somit
einen Energieverlust bedeuten und damit die experimentell festgestellte geringe
Bindungsstéarke erkléren.

Die relativ hohen berechneten Wechselwirkungsenergien der Cyclopeptide mit der Arginin-
Schicht zeigen, dal3 eine grole Zahl an Wechselwirkungsmechanismen offen stehen sollte.
Auch die geringe Differenz der Energien, die fur die Randfélle der Anbindung — Seitenketten
zur Loésung, bzw. zur Oberflache gerichtet— erhaten wurde, deutet auf vielfétige
Wechselwirkungsmoglichkeiten hin. Andererseits muld beachtet werden, dal3 Wasserstoff-
brickenbindungen in Wasser geschwécht oder unterdrtickt werden, und bei einer Rechnung
ohne Wasser moglicherweise zu stark gewichtet werden. Tatséchlich schien diese Oberfléche
aber die stérksten Wechselwirkungen auszubilden, wobel hier, aufgrund der nicht bekannten
Oberflachenbel adung aus den Spektren keine genauen Daten zu erhalten sind.

Betrachtet man diein Abb. 5.16 dargestellten mittleren Bindungsenergien, so wird ersichtlich,
dald im Falle der Arginin-Beschichtung prinzipiell der gleiche Verlauf fur die einzelnen
Peptide erhalten wurde wie auf der SIOH-Oberfléche. Zusammen mit den insgesamt sehr
geringen Unterschieden der Wechselwirkungsenergien zeigt dies, dal3 keines der Peptide
spezifisch an die Arginin-Oberflache bindet.

5.2.3. Fluoreszenzspektroskopische Unter suchungen an Cyclohexapeptiden’

Die konformative Beweglichkeit von Cyclohexapeptiden kann mit Hilfe der Fluoreszenz-
spektroskopie untersucht werden. Man macht sich hierbei die Excimerbildung eines an die
Cyclopeptide gebundenen Fluorophors zu Nutze. Es wurden die Pyren-modifizierten
Cyclopeptide 8 und 9 eingesetzt (Abb. 5.1). Durch Vergleich der Excimerfluoreszenz der
beiden Peptide kann zwischen intra- und intermol ekularen Aggregaten unterschieden werden.
In vorangegangenen Untersuchungen der Excimerfluoreszenz von 8 [lei 98b] wurde gezeigt,
dal3 sowohl bei geléstem als auch bei einem auf einer planaren Glasoberflache angebundenem
Peptid eine relativ hohe konformative Beweglichkeit vorliegt. In der vorliegenden Arbeit

wurden die Fluoreszenzspektren der Peptide 8 und 9 in verschiedenen Losungsmitteln

" Fir die Messung der Fluoreszenzspektren danke ich Herrn Dr. Hans-Joachim Egelhaaf vom Institut fiir
Physikalische Chemie der Universitét Tubingen (Fluoreszenzabklingkurven im ps-Bereich wurden am Center for
Fluorescence Spectroscopy, University of Maryland, Scool of Medicine, Batimore, USA aufgenommen).
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verglichen. Durch Anbindung beider Peptide in unterschiedlichen Konzentrationen auf
Kieselgel konnte die Beweglichkeit der oberflachengebundenen Peptide und die Beschichtung
charakterisiert werden. Kieselgel besitzt eine sehr viel groflere Oberflache als planare
Glastrager, so dal? auch die Untersuchung niedrig belegter Oberflachen méglich war.

5.2.3.1. Konformative Beweglichkeit von Cyclopeptiden in L dsung

Zur Messung der Spektren wurden die Cyclopeptide in einer Konzentration von ca. 10° mol/I
in sauerstoffreien Losungsmitteln gel Ost.

Die konformative Beweglichkeit geldster Cyclopeptide wurde anhand des zweifach Pyren-
modifizierten Peptids 8 untersucht. Prinzipiell kénnen hierbei intra- und intermolekulare
Excimere gebildet werden. Durch die hohe Verdinnung sollte das Auftreten von Pyren-
Dimeren zwischen zwei Peptidmolekiilen vermieden werden.

In den Fluoreszenzspektren von 8 in DMF, EtOH, und Wasser (Abb. 5.17) sind sowohl die
Spektren des Monomers als auch des Excimers des Pyrencarbonsaureamids vorhanden, deren
Maxima bei A =400 nm bzw. A = 500 nm liegen. Die konformative Beweglichkeit von 8 in
LOsung reicht also aus, um signifikante Anteile an Excimer zu bilden. Das Fluoreszenz-
spektrum ist stark 16sungsmittelabhangig. Beim Wechsel des Ldsungsmittels von EtOH zu
Wasser wird das Intensitdtsverhdtnis von 0-O0- zu 0-1-Peak der Bande der Monomer-
fluoreszenz stark reduziert, wodurch sich das Maximum langwellig von A = 385 nm zu
A =405 nm verschiebt. Gleichzeitig erhoht sich das Intensitétsverhdtnis der Maxima von

Excimer- und Monomerfluoreszenz von | =0,2 bei DMF auf | =0,6 be

€‘XC/I mon E‘XC/l mon

Ethanol und | ~5,0 bei Wasser. Beide Effekte sind auf die geringere Loslichkeit von

e/ ! on
Pyren in polaren Losungsmitteln zurtickzufihren. Durch die schlechte Solvatation des Pyrens
in Wasser existieren bereits im Grundzustand Pyren-Dimere, die nach elektronischer
Anregung sehr effektiv Excimere bilden. Die Fluoreszenzanregungsspektren (Abb. 5.18)
zeigen, dal3 es sich bel den Excimeren in DMF um dynamische Excimere handelt, d. h. dal3
sich die Dimere erst nach der Anregung ausbilden, wahrend die in wéal¥iger Losung
beobachteten Excimere vorwiegend aus Grundzustandsdimeren gebildet werden: Bei DMF
sind die Spektren, die im Emissionsmaximum des Excimers bzw. des Monomers detektiert
werden, nahezu identisch, wahrend sie sich bei Wasser deutlich unterscheiden. Dies bedeutet,
dai’ in DMF ein dynamisches Gleichgewicht zwischen angeregtem Monomer und Excimer, in
Wasser jedoch ein eher statischer Zustand vorliegt. Dieser Befund wird durch gemessene

Fluoreszenzabklingkurven bestétigt [ege 00].
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Abb. 5.17: Intensitétsnormierte Fluoreszenzspektren von 8 (Anregung bel 340 nm), gel6st in
Wasser, EtOH und DMF.
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Abb. 5.18: Fluoreszenzanregungsspektren von 8, gelést in DMF (oben) und Wasser (unten).
Detektion im Emissionsmaximum des Monomers (vgl. Abb. 5.17) bei 400 nm

(gestrichelt) und im Emissionsmaximum des Excimers bei 505 nm
(durchgezogen).
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Auch durch temperaturabhangige Messungen konnte gezeigt werden, da3 in Wasser
Uberwiegend statische Excimere beobachtet werden. Bei Erwérmung von 0 °C auf 60 °C
nahm das Verhdtnis der Intensitdt der Excimer- zur Monomerfluoreszenz in Wasser ab,
wahrend es in DMF steigend war (Abb. 5.19). Durch die hohere Beweglichkeit der Peptide
bei hdherer Temperatur werden die Grundzustandsdimere bei Wasser teillweise getrennt und
die Excimerfluoreszenz nimmt damit ab. In DMF liegen umgekehrte Verhéltnisse vor. Durch
Temperaturerhéhung steigt die Beweglichkeit der Peptide, wodurch sich Pyren-Dimere
leichter ausbilden kénnen.

3,41 T R

3,07

2,67

2,27 A

le/lm

0,67 -
0,4_ | ]

0,2

260 280 300 320
T K]

Abb. 5.19: Abhangigkeit des Excimer zu Monomer Verhdtnisses von der Temperatur.
Messung einer Suspension von 8 in Wasser (graue Dreiecke) und in DMF
(schwarz), die Intensitdten wurden bei A = 505 nm fir das Excimer und bei
A =400 nm fir das Monomer bestimmt.

Ein Vergleich der Fluoreszenzspektren der Peptide 8 und 9 zeigt, dal3 die Excimere bei 8
Uberwiegend aus intramolekularen Fluoren-Dimeren bestehen. Bei 9 (Abb. 5.20) wird
erwartungsgemald keine Excimerfluoreszenz beobachtet, da nur intermolekulare Excimere
gebildet werden konnen. Nur wenn DMF als Losungsmittel verwendet wird, ist eine sehr
schwache Excimerbande zu erkennen. Eine denkbare Erklérung ist, daf? sich Peptid 9 in DMF
etwas schlechter 16st als in den anderen Lésungsmitteln und damit zum Teil aggregierte

Cyclopeptide vorliegen.
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Abb. 5.20: Intensitétsnormierte Fluoreszenzspektren von 9 (Anregung bel 340 nm), gel6st in
EtOH, ACN und DMF.

5.2.3.2. Anbindung der Cyclopeptide auf Kieselgel

Zur Aktivierung der Oberflache wurde das Kieselgel (Nucleosil 300) zunachst mit Amino-
propyltriethoxysilan unter Zusatz von Pyridin in Toluol umgesetzt. Die Grundlagen der
Silanisierung von Glasoberflachen wurden in  Kapitel 2 beschrieben. Da keine
Maximalbelegung des Kieselgels erforderlich war, wurde das Aminosilan beziglich der
reaktiven Hydroxygruppen des Kieselgels im Unterschuld zugegeben. Der Umsatz der
Reaktion wurde gaschromatographisch mit Zusatz von Decan als Standard verfolgt. Nach 6 h
war kein Silan mehr in der Reaktionsl6sung nachweisbar. Die Beladung der Oberfléache mit
Silan wurde nach Anbindung von Fmoc-6-Aminohexansaure durch Abspaltung der Fmoc-
Gruppe und UV-metrische Bestimmung des erhaltenen N-(9-Fluorenylmethyl)-piperidin-
adduktes [mei 79, cla98] zu 0,14 mmol/g bzw. 1,4 pmol/m? bestimmt. Die Elementaranalyse
lieferte Werte in der gleichen Groéf3enordnung.

Die eingesetzten Cyclopeptide 8 und 9 besitzen jeweils drel freie Aminogruppen, durch die
eine Bindung zur Oberfléche erreicht werden kann. Zunachst wurde das Aminopropyl-
kieselgel mit Chlorameisensdure-p-nitrophenylester zu einem Aktivcarbamat umgesetzt.
Durch anschliefiende Substitution des Nitrophenols wurde das Cyclopeptid Uber eine
Harnstoffgruppierung an die Oberflache gebunden (Abb. 5.21). Uber die IR-Absorption der
Vaenzschwingungen der Nitro-Gruppe (/A = 1520 cm', 1350 cm™) konnte die Umsetzung
bei beiden Reaktionsschritten verfolgt werden. Nicht umgesetzte Carbamate wurden mit

Isopropylamin gecappt. Die Cyclopeptide wurden im Unterschul3 beziglich der reaktiven
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Zentren auf der Oberflache eingesetzt, da aufgrund der hohen Intensitét der Fluoreszenz keine

hohe Bedeckung erforderlich war.

Chlorameisensaure-

\ p-nitrophenylester \
? OMF ? big
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Cyclopeptid \
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Abb. 5.21: Kovalente Anbindung von Lysin-haltigen Cyclopeptiden an Aminopropyl-
modifiziertes Kieselgel.

Um bel der Untersuchung der konformativen Beweglichkeit zwischen inter- und intra
molekularer Excimerbildung unterscheiden zu kénnen, wurden beide Cyclopeptide mit
verschiedenen Bedeckungsgraden angebunden (Tab. 5.3). Zur Bestimmung der erhaltenen
Oberflachenbeladungen wurden Proben des Kieselgels in 10 ml 2 N NaOH/EtOH (3:1, v/v)
60 h hydrolysiert. Uber UV -spektroskopische Bestimmung des Absorptionsmaximums von
Pyren bei 344 nm (e = 54000 M*cm™) berechnet sich die Oberflachenbeladung von Pyren
Xpyren [umol/m?] aus der Extinktion E nach

. - 100000- E
e ¢ . (EinwaageKieselgel [mg])

bei Verwendung von 1cm-Kivetten. Im Fall des zweifach Pyren-modifizierten Peptids
mussen diese Werte halbiert werden.

Die theoretischen Beladungen stellen die Maximalbelegung bei vollstdndigem Umsatz des
Cyclopeptids dar (vgl. 6.2.3.2). Als Erklarung fur die verglichen mit der theoretischen
Beladung eher geringen Ausbeuten der Peptid-Anbindung kénnen mehrere Faktoren dienen.
Maoglich ist eine schlechte Zuganglichkeit der Oberflache, so dal3 trotz langer Reaktionszeiten
kein vollstandiger Umsatz erreicht wird. Dies kann durch Losungsmittel effekte verstéarkt bzw.
verursacht werden: Durch unzureichende Solvatisierung der oberflachengebundenen
Reaktionszentren konnen diese auf dem Kieselgel adsorbiert vorliegen und stehen dem
Reaktionspartner somit nicht zur Verfligung. Ebenso kann es mit prinzipiell gleichen Folgen

zur Adsorption der Cyclopeptide auf der Oberflache kommen.
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Tab. 5.3:  Ergebnisse der Bestimmung der Oberflachenbeladung von Cyclopeptidschichten
auf Kieselgel (Nucleosil 100 Si, 5 A; OF: 100 m?/g).

Pos. Cyclopeptid Einwaage [mg] E xcydo[umollmz] Theor.Beladung

[umol/m?]
0,86 0,093 01 0,39
2,05 0,032 0,015 0,041
3 5,09 0,022 0,004 0,008
4 1,03 0,079 0,14 0,49
5 2,79 0,020 0,013 0,049
6 6,16 0,010 0,003 0,010

Ziel der folgenden Untersuchungen war die Bestimmung der konformativen Beweglichkeit
der angebundenen Cyclopeptide. Da die erreichten Oberflachenbeladungen hierfir
ausreichend waren, wurde nicht versucht, z. B. durch Verwendung anderer Losungsmittel, die

Effizienz der Anbindung zu verbessern.

5.2.3.3. Unter suchung von Cyclopeptidschichten auf Kieselgel

Durch die Immobilisierung von Cyclopeptiden auf Oberflachen wird die Beweglichkeit der
Molekile eingeschrénkt. Dies wird am Beispiel von 8 im folgenden beschrieben. Peptid 9
diente wiederum zur Unterscheidung zwischen intra - und intermolekularen Pyren-Dimeren.
Letztere konnen bei geringer Oberflachenkonzentration der Peptide nur bei einer Art
Clusterung oder Inselbildung der Peptide auftreten.

Zur Messung wurden die beschichteten Kieselgelproben in verschiedenen Loésungsmitteln
suspendiert und wahrend der Messung geruhrt.

In Abb. 5.22 sind die Fluoreszenzspektren von Cyclopeptid 9, das kovalent an Kieselgel
gebunden ist, in Wasser und in EtOH fir die in Tab. 5.3 gegebenen Oberflachenbeladungen
gezeigt. Bei der hochsten Konzentration (0,14 pmol/m?) ist sowohl in Wasser as auch in
Ethanol eine starke Excimerfluoreszenz vorhanden. Bei Annahme eines Flachenbedarfs der
Molekiile von 1 nm? in grober Naherung, ware die Oberflache zu 10 % mit Cyclopeptiden
bedeckt. Bel diesem Bedeckungsgrad kann aufgrund der starken Excimerfluoreszenz eine
Inselbildung nicht ausgeschlossen werden. Schon bei der 10-fach geringeren
Oberflachenbeladung ist aber praktisch keine Excimerfluoreszenz mehr nachweisbar. Dies
bedeutet, dal3 bei geringen Oberflachenkonzentrationen keine Peptid-Cluster vorliegen und

somit von isolierten Molekilen ausgegangen werden kann.
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Abb. 5.22: Intensitdtsnormierte Fluoreszenzspektren von 9 (Anregung bel 340 nm),
angebunden auf Kieselgel in drei unterschiedlichen Oberflachenbeladungen. Mes-
sung in Wasser (oben) und EtOH (unten).

Die Fluoreszenzspektren von kovalent an Kieselgel gebundenem Peptid 8 sind fir
unterschiedliche Bedeckungsgrade und Ldsungsmittel in Abb. 5.23 gezeigt. Wie schon bei
homogenen Losungen des Peptids gezeigt wurde, ist der Anteil der Excimerfluoreszenz in
Wasser am grofdten. In Acetonitril und EtOH wird ungefdhr das gleiche Intensitétsverhaltnis
von Excimer- zu Monomer-Fluoreszenz beobachtet. Diese Unterschiede sind auch hier auf die
unterschiedliche Loslichkeit von Pyren in den verschiedenen Lésungsmitteln zurtickzuf Ghren.
Erwartungsgemal? nimmt das Excimer zu Monomer Verhaltnis beim Wechsel von hohen zu
niedrigen Bedeckungsgraden ab. Hohe Oberflachenbeladungen ermoglichen neben
intramolekularer auch intermolekulare Excimerbildung. Bei niedrigen Bedeckungsgraden ist
die Excimerfluoreszenz wie bei 9 durch den Wegfall intermolekularer Dimere deutlich
geringer. Da auch beim Wechsel von 0,015 umol/m? zu 0,004 pmol/m? noch eine Abnahme
der Pyren-Dimere zu beobachten war, wurde die geringste Konzentration zur Bestimmung der
konformativen Beweglichkeit des Peptids benutzt, da das Auftreten intermolekularer

Excimere sicher ausgeschlossen werden sollte.
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Abb. 5.23: Flachennormierte Fluoreszenzspektren von 8 (Anregung bei 340 nm), angebunden
auf Kieselgel in unterschiedlichen Oberflachenbeladungen. Messung in Wasser

(oben), ACN (Mitte) und EtOH (unten).

Abb. 5.24 zeigt den Vergleich der Fluoreszenzspektren von 8 in homogener Lésung mit den
Spektren des immobilisierten Peptids (c = 4 nmol/m?) in Acetonitril und Wasser. Durch die
Anbindung des Peptids auf Kieselgel nimmt das Ausmald der intramolekularen Excimer-
bildung in beiden LoOsungsmitteln deutlich ab. Die konformative Beweglichkeit der
Cyclopeptide und damit die Beweglichkeit der Pyren-Label wird demnach als Folge der
Anbindung deutlich eingeschrankt. Diese Einschréankung muf3 nicht notwendigerweise durch
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die kovalente Fixierung des Peptids auf der Oberfléche verursacht werden, sondern kann auch
durch Adsorption der Pyren-Label oder des Peptidriickgrats an der Kieselgeloberflache

herrthren.

Kieselgel

B ; ',_.....— I n H , O i
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Abb. 5.24: Vergleich der flachennormierten Fluoreszenzspektren von 8 (Anregung bei
340 nm), angebunden auf Kieselgel (c = 4 nmol/m?) und in homogener Lésung.
Messung in Wasser (oben) und ACN (unten).

Durch zeitaufgel6ste Messungen der Fluoreszenzanisotropie konnten diese Beobachtungen
bestétigt werden. Die Ergebnisse der Anpassung der Anisotropie-Abklingkurven (Abb. 5.25)
nach Gleichung (12) fur 8, gel6st in Wasser und gebunden an Kieselgel, sind in Tab. 5.4
wiedergegeben. Die Abklingkurve des gelosten, d. h. frelen Peptids konnte durch eine
einfache Exponentialfunktion angepaldt werden, fir das oberflachengebundene Peptid war
eine biexponentielle Anpassung nétig. Im Gegensatz zum geldsten Cyclopeptid sind offenbar
beim oberfl&chengebundenen Peptid zwei unterschiedliche Komponenten vorhanden.

Insgesamt zeigen die im Vergleich zur homogenen LoOsung verlangerten Rotations
korrelationszeiten und die geringeren Kegel6ffnungswinkel (berechnet nach Gleichung (13))

fur die "wobble in cone'- Bewegung, dal3 nicht nur die Translations- sondern auch die



Untersuchung von Cyclopeptid-Ligand-Wechselwirkungen 109

Rotationsbeweglichkeit der Pyren-Monomere durch die Oberflachenfixierung des
Cyclopeptids erheblich eingeschrankt ist. Diese Einschrankung ist in Wasser starker als in
Acetonitril.

Anisotropie

t[ns]

Abb. 5.25: Abklingkurven der Fluoreszenzanisotropie von 8, gelost in Wasser (1) und
kovalent angebunden an Kieselgel (Oberflachenkonzentration ¢ = 4 nmol/m?), das
in ACN (2) bzw. in Wasser (3) suspendiert wurde. Zusétzlich eingezeichnet ist
jewells die exponentielle Anpassung der Mef3signale nach Gleichung (12).

Tab.5.4: Rotationskorrelationszeiten T;, Restanisotropien r_/r, und Kegel6ffnungswinkel

O fur die "wobble in cone'-Bewegung der Pyren-Label von Verbindung 8 in
L 6sung sowie kovalent gebunden an Kieselgel (suspendiert in ACN und Wasser).
Index i: i-te Komponente der Fluoreszenzabklingkurve, A: Amplitude.

T,/ns(A,) T,/NS(A)) r./r 0/°
L 6sung (Wasser) 0.31 - 0 90
auf Kieselgel in ACN 0.27 (0.50) 2.15(0.32) 0.18 57

auf Kieselgel in Wasser 0.23 (0.27) 1.67 (0.21) 0.52 37
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5.2.4. Diskussion
Die ATR-IR-Spektroskopie wurde zur Charakterisierung der drei Oberflachenbeschichtungen

herangezogen. Uber die charakteristischen Absorptionsbanden der angebundenen Molekiile
wurde der Erfolg der Anbindung bestétigt. Eine quantitative Bestimmung der Oberflachen-
beladung ist nicht mdglich. Ebenso konnten aufgrund der geringen lateralen Auflésung keine
Angaben zur Homogenitét der Beschichtungen gemacht werden.

Die Wechselwirkungen zwischen oberflachengebundenen Liganden und den Cyclopeptiden,
die ds geloste Bindungspartner eingesetzt wurden, konnten durch Veranderungen der
auftretenden Banden bestimmt werden. Uber die Doppelinformation der Spektren, d. h. die
Uberlagerung der Absorptionsbanden der Cyclopeptide und der Oberflachenbeschichtung,
konnten fur beide Bindungspartner die wechselwirkenden Gruppen ermittelt werden. Es
zeigte sich, dal? die Cyclopeptide hauptsachlich tber die Aminogruppen der Lysinseitenketten
und Uber Amid-Bindungen des Peptidrickgrats mit der Oberflache wechselwirken. Auch auf
der Seite der oberflachengebundenen Aminosauren bzw. Peptide waren Amid-Bindungen des
Backbones und polare Gruppen der Seitenketten beteiligt.

Uber die genannten Wechselwirkungen konnte die Stabilitét der Bindung der Cyclopeptide
mit den Oberflachen abgeschétzt werden. Molekulardynamische Rechnungen lieferten
vergleichbare Ergebnisse, zumindest wenn die relativen Unterschiede der Wechsel-
wirkungsenergien betrachtet werden. Insgesamt zeigen aber auch die Rechnungen durch die
geringen Unterschiede in der Bindungsstarke und durch den &hnlichen Verlauf der
Wechselwirkungsenergien fur unterschiedliche Oberflachen, dal3 keines der Peptide selektiv
an die beschichteten Kristalle bindet. Diese Aussage steht nicht notwendigerweise im
Widerspruch zu den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen [lel 98a], da durch die
reziproke Anbindungsweise an die Oberflache nicht das exakt gleiche System untersucht
wurde. Die beschriebenen Wechselwirkungen — mit Ausnahme der durch die nicht
gebundenen Lysinseitenketten verursachten — werden aber unabhangig davon, ob Peptid oder
Ligand auf die Oberfl&che gebunden sind, die gleichen sein.

Im letzten Teil dieses Kapitels wurde die konformative Beweglichkeit oberflachengebundener
Pyren-modifizierter Cyclohexapeptide mit der Beweglichkeit in Losung mit Hilfe der
Fluoreszenzspektroskopie verglichen. Uber die Fahigkeit der Pyren-Label Excimere zu
bilden, konnten Informationen Uber die Beweglichkeit der Peptide erhalten werden. Die in
Losung vorhandene hohe konformative Beweglichkeit war nach Anbindung auf einer
Kieselgeloberflache deutlich eingeschrankt. Fir die Anwendung der Cyclopeptide as

Erkennungsstrukturen in  der Sensorik kann dies von Vorteil sein. Durch die
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Wechselwirkungen zwischen Cyclopeptiden und Analyten tritt ein mehr oder weniger starker
Entropieverlust auf, der der Ausbildung intermolekularer Bindungen entgegenwirkt. Durch
die Einschrankung der internen Freiheitsgrade der Erkennungsstruktur, hier also durch
Einschrankung der Beweglichkeit der Cyclopeptide, kann der Entropieverlust minimiert
werden.

Zusétzlich konnte die Homogenitét der Oberflachenbeschichtung charakterisiert werden. Die
Cyclopeptide wurden Uber bis zu drei Lysinseitenketten in unterschiedlichen Konzentrationen
auf modifiziertem Kieselgel angebunden. Durch eine Verdinnungsreihe mit einfach Pyren-
gelabelten Cyclopeptid konnte gezeigt werden, dal3 bei Oberflachenkonzentrationen von
¢ < 0.01 umol/m? keine signifikante Inselbildung vorliegt.
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6. Experimenteller Tell

6.1. Material und Methoden

6.1.1. Chemikalien und L 6sungsmittel
Losungsmittel wurden von den Fluka (Neu-Ulm), und Merck (Darmstadt) in p.a. Qualitét

bezogen. Die wasserfreien Losungsmittel ACN, DCM, Dioxan, DMF, und THF wurden von
Fluka (Neu-ULM) bezogen. Fur die HPLC wurde Acetonitril und Methanol der Reinheit
LiChrosolv Gradient Grade der Firma Merck (Darmstadt) sowie Trifluoressigsaure der
Reinheit Uvasol (Merck, Darmstadt) verwendet. Entionisiertes Wasser wurde Uber eine
Filtrationsanlage (Millipore, Eschborn) gereinigt.

Funktionalisierte Polystyrol-Harze stammen von NovaBiochem (Heidelberg) und Rapp
Polymere (TUbingen).

Aminosaurederivate wurden von NovaBiochem (Heidelberg), Orpegen (Heidelberg) und
Alexis (Laufelfingen, Schweiz) bezogen.

Sonstige nicht ndher aufgefihrte Chemikalien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-
Ulm) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Kieselgel (Nucleosil 300 Si, 5um Korngroéle) wurde von Grom (Herrenberg), CPG
(Porendurchmesser 50 nm) wurde von Proligo (Hamburg) bezogen.

Monoklonale anti-HA-Antikdrper wurden von Boehringer Mannheim (Mannheim) bezogen,
monoklonale und polyklonale anti-Atrazin- bzw. polyklonale anti-Simazin-Antikorper

stammen von Dr. Ram Abuknesha, Kings College London.

6.1.2. Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Hochdruckfllissi gkeitschromatographische Trennungen zu analytischen Zwecken wurden an
einer System-Gold-Anlage (Beckman, San Ramon, USA), bestehend aus einem Autosampler
507, einer programmierbaren Pumpeneinheit 126 und einem Diodenarraydetektor 168
durchgefihrt.

Anaytische Trennungen wurden mit Nukleosil 300 Cj;g Saulen (5 pm Korngrofie,
250 x 2 mm, Grom, Herrenberg) bei einem Fuf3 von 300 pl/min durchgefihrt. Als mobile
Phase dienten Wasser/0.12 % (v/v) TFA (Laufmittel A) und Acetonitril/0.08 % (v/v) TFA
(Laufmittel B) in linearen Gradientensystemen wie in Tab 4-1 beschrieben. Die Reinheit der
Produkte wurde anhand der Peakflachen bei A = 214 nm bestimmt, die jedoch aufgrund

unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten keine absoluten Gehaltsangaben erméglichen.
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Tab. 6.1 Lineare Gradientensysteme fir die analytische RP-HPLC

Name Gradientensystem

Gradient 1 10 % B nach 100 % B in 45 min
Gradient 2 0% B nach 70 % B in 45 min
Gradient 3 50 % B nach 100 % B in 45 min

Fur préparative Trennungen wurde ein Waters 600 Multisolvent Delivery System (Waters,
Eschborn) mit einem Lambda-Max Modell 481 LC Detektor, einem Data Module 740 und
einer Nucleosil 300 C;g Saule (5 pum Korngrof3e, 250 x 20 mm, Grom, Herrenberg) bei einer
FluRrate von 10 ml/min mit demselben Laufmittelsystem verwendet. Der Gradient wurde dem

jeweiligen Trennproblem angepal?t.

6.1.3. ES-Massenspektrometrie

Druckluftunterstiitzte Elektrospray-Massenspektrometrie wurde an einem APl [11 TAGA
6000E Triple-Quadrupol Massenspektrometer mit lonenspray-lonisationsquelle (Sciex,
Thornhill, Ontario, Kanada) durchgefihrt. Die Proben wurden in tert.-Butylalkohol/H,O (4:1)
oder Uber eine Infusionspumpe (Harvard Apparatus, Southnatik, Massachusetts, USA) bei
einem Flul3 von 5-20 pul/min injiziert. Fur groflere Probenzahlen wurde eine HPLC-
Spritzenpumpe (140 A, Applied Biosystems, Weiterstadt) angeschlossen und ein
kontinuierlicher Fluf3 (100 pl/min) eines isokratischen Wasser/ACN (1:1)-Gemisches (mit
0.1% (v/v) Ameisensdure) eingestellt. In Abstanden von 5 min wurden Uber einen
automatischen Probeninjektor (Model 231, Dilutor 401, Gilson, Villiers le Bel) jewells 5 pul
der Probe (Konzentration 1 mmol/ml) in den Laufmittelstrom injiziert. Die Orifice
Spannungen des Massenspektrometers betrugen + 70 V bzw. —70 V).

Fir HPLC-MS-Messungen wurde die oben genannte HPLC-Anlage, die mit einer Gromsil
C 18-Saule (5 um Korngréfie, 100 x 2 mm, Grom, Herrenberg) verbunden war, eingesetzt.
Die UV-Absorption wurde mittels eines Linear Uvis 204 (Reno, Nevada/ USA) ermittelt.
Welitere ES-M S-Analysen wurden an einem Quattro |1 Tripel-Quadrupol-M assenspektrometer
(Micromass, Altincham, UK) durchgefihrt.

Hochaufgeldste FT-ICR-MS-Messungen wurden an einem Bruker Daltronic Apex ™1 4.7
mit lonenspray-lonisationsquelle (Bruker Daltronic, Bremen) durchgefhrt.

6.1.3.1. HPLC-MS-M S-Analyse von Fer mentationspr oben

Zentrifugierte Kulturfiltrate wurden mit der in Abschnitt 6.1.3 genannten HPL C-Anlage bei
einer FluRrate von 200 pl/min chromatographiert. Tab. 6.2 zeigt den verwendeten Gradienten.
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Das Einspritzvolumen betrug 20 pl. Vor der massenspektrometrischen Detektion wurde die
FluRrate auf 60 pl/min reduziert.
Zur Quantifizierung wurden Neutralverlustscans im , Multi-Reaction-Monitoring”-Mode

durchgefihrt. Integriert wurde Uber den TIC der gemessenen lonen.

Tab.6.2: Gradient fur die HPLC-MSAnaytik von Fermentationsproben. Zur
Equilibrierung wurde 3 min mit 100% H0 gesplilt.

t [min] 0 10 13 15 17
% H,0 100 60 0 0 100
% ACN 0 40 100 100 0

6.1.4. UV/VIS-Spektroskopie

UV/VIS-Spektren wurden an Lambda 2 und Lambda 9 UV/VIS-Spektrometern (Perkin-
Elmer, Uberlingen) mit Quarzkiivetten Suprasil 1,0 bzw. 0,1durchgefiinrt.

6.1.5. Fluoreszenzspektroskopie

Stationdre und zeitaufgelOste Fluoreszenzspektren im Nanosekunden-Bereich wurden an

einem SPEX-Fluorolog 112 gemessen.

6.1.6. FT-ATR-IR-Spektroskopie

FT-ATR-IR-Spektren von harzgebundenen und abgespaltenen Substanzen wurden an einem
Bruker 1FS48 Spektrometer aufgenommen, das mit einer Split pea-Einheit von Harrick
versehen war. Dazu wurden einige Harzbeads oder geringe Substanzmengen auf den Si-
Mefkristall der Split pea-Einheit geprefit.

FT-ATR-IR-Spektern von beschichteten Silizium-Oberflachen und von Cyclopeptiden
wurden mit einem Bruker IFS66¢ Spektrometer aufgenommen. Die Hochvakuumkammer des
Spektrometers war mit einer FlUssigkeits-DurchfluR-Mef3zelle ausgestattet. Der ATR-Kristall
ist in Abb. 6.1 gezeigt. Uber die haufige Reflexion des IR-Lichtstrahls innerhalb des Kristalls
steht eine grol3e Oberflache zur Verfigung, so dal’ auch Spektren von gering beladenen
Oberflachen aufgenommen werden kdnnen.

Lichtstrahl Beschichtung

\\ [ | ]
n2=1 L0l

Abb. 6.1: Schemades ATR-Kristalls.
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6.1.7. Reflektometrische Interferenzspektroskopie
Die reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) wurde as Methode zur Charak-

terisierung von Wechselwirkungen zwischen gebundenen niedermolekularen Liganden
einerseits und gelosten Antikorpern andererseits verwendet. Wesentliche Aspekte dieser
Methode in Hinblick auf Detektion von Bindungsereignissen an Oberfléachen sind von Brecht
et al. [bre 93] eingehend diskutiert worden. Der schematische Aufbau der Mef3apparatur, die
fur Antikorperbindungs-Assays verwendet wurde, ist in Abb. 6.2 gezeigt. Mit Hilfe der dort
verwirklichten Fliefdinjektionsanalyse lassen sich flissige Proben mit relativ geringem
Aufwand reproduzierbar und schnell vermessen. Die Probenvolumina werden dabel
kontrolliert in einen kontinuierlichen Tragerstrom injiziert und mit diesem zu einem
Durchfluf3detektor (Flul3zelle) transportiert.

Argon
Argon
. N
o —
__ Flukzelle
Pumpe 1 Scherventil: — Injektion
\ . Laden
\\. .// %
Puffer Abfall
Probenschleife 6-Wege-Ventil
Pumpe 2 -
Probe

Abfall

Abb. 6.2: Schemader Fliefdinjektionsanalyse-Apparatur.

Der Aufbau des Einzelmef3platzes, mit dem die Untersuchungen Online-Reaktionsverfolgung
durchgefiihrt wurden, und der Aufbau des parallelisierten Geréts (Biospec-Modul, Carl Zeiss,
Jena) ist in Kapitel 2.1.2 beschrieben.

6.1.8. Arbeitshilfe zur Synthesein Kapillaren

Um die Handhabung der mitunter leicht zerbrechlichen Kapillaren zu vereinfachen, wurde der
in Abb. 6.3 gezeigte Kapillarhalter konstruiert. In dieser Anordnung werden bis zu 15
Kapillaren in einem Aluminiumrahmen fixiert. Die Zuleitung der Reagenzien und die
Absaugung am Ende eines Syntheseschritts erfolgt Uber Teflonschlauche, die wahrend der

gesamten mehrstufigen Synthese auf die Kapillare aufgeschmolzen bleiben. Die Dosierung
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der vorgelGsten Reagenzien ist in einfacher Weise durch ,, Andocken* mit einer Eppendorf-
pipette mdglich.

Als Unterlage des Rahmens dient ein Aluminiumblock, der gleichzeitig als Heizblock
verwendet werden kann. Zur gleichméldigen Thermostatisierung der Kapillaren und als

Lichtschutz bel Verwendung photolabiler Linker wird ein Deckel aus Aluminium verwendet.

Abb. 6.3: Aufbau des Kapillarreaktorsystems : Rahmen zur Kapillar-Fixierung (a), Heiz-
block (b), Abdeckung (c), Reagenzienzuleitung (d), Leitungen zur Absaugung (€).

Es wurden beidseitig offene Schmel zpunktskapillaren (1 mm Innendurchmesser, 8 cm Lénge)

als Tragermaterial fur Synthesen verwendet.

6.1.9. Puffer- und Nahrlésungen

- PBS: 8,0g NaCl; 0,2g KCI; 0,2g KH2PO4 und 1,26 g NazHPO, x 2 H,O werden in
bidest. H,O (11) gelost. Der pH-Wert von 7,4 wird mit 0,1 N HCI eingestellt.

- Nahrlésungen fir die Fermentation: Die Fermentationsmedien wurden freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe Wohlleben, Universitdt Tdbingen, zur Verfigung gestellt.
Vorkultur: 1,59 Glucose; 1,5g Sojamehl; 0,59 Cornsteep flissig; 0,2g CaCOs; 0,59
NaCl; 11 H,O. Hauptkultur: 20,0 g Glycerin (99 %); 5,0 g Glucose; 10 g Sojapepton;
3,0 g Hefeextrakt, 3,0 g CaCOs; 11 H,0. Beide L 6sungen hatten einen pH-Wert von 7.

" Fir die Anfertigung des Kapillarhalters danke ich Herrn Eberhard Braun, Mechanik-Werkstatt, Chemisches
Institut, Universitét Tubingen.
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6.1.10. Bakterienstamme

Amycolatopsis orientalis (zur Produktion von Vancomycin) und Amycolatopsis mediterranel
(zur Produktion von Balhimycin) und Amycolatopsis pseudonorcardiaciae (Nullmutant,
produziert nur Teile des Peptidrickgrats) wurden von der Arbeitsgruppe Wohlleben,
Universitdt Tubingen, zur Verfligung gestellt.

6.1.11. Fer mentationsprozef3

Die Fermentation wurde in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen, der mit einem
luftdurchlassigen Gummistopfen verschlossen wurde, durchgefiihrt. Zur Zichtung der
Vorkultur wurden die Bakterien auf eine Agarplatte gestrichen und bei 27 °C zwei Tage
gelagert. Aus dem entstandenen Bakterienrasen wurde ein ca. 1 cm? groRRes Stiick heraus-
geschnitten und in 200 ml Vorkulturlésung suspendiert. Die Vorkultur wurde 2 Tage bei
27 °C geschittelt und anschlieffend mikroskopisch auf Kontamination durch fremde
Mikroorganismen untersucht. Zur Fermentierung wurden 200 ml der Hauptkultur-Nahrl6sung
mit 10 ml der Vorkultur angeimpft. Die Hauptkultur wurde bei 27 °C mehrere Tage
geschuittelt.

In regelmalBigen Abstanden wurden jeweils 5 ml Lésung aus dem Fermenter entnommen und
zur Abtrennung fester Bestandteile 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Zentrifugate
wurden bei —18 °C gelagert.

6.1.12. Kaiser-Test

Zur Prifung der vollsténdigen Kupplung von Fmoc-Aminosduren bei der Peptidsynthese
wurde der Ninhydrintest fir primare Aminofunktionen eingesetzt [kai 70]. Das Syntheseharz
wurde mit einigen Tropfen eines Gemisches aus KCN/Wasser/Pyridin (33 mg/50 ml/98 ml),
Ninhydrin/n-Butanol (500 mg/10 ml) und Phenol/n-Butanol (80 g/20 ml) ca. 5 min bei 110 °C
erhitzt. Bel braunem Harz und gelber Losung betrdgt die Kupplungsausbeute 100 %, bei
(hell -) blauem Harz und blaugrtiner bis hellblauer Losung ca. 95 % und bel dunkelblauem
Harz und blauer bis dunkelblauer Losung maximal 85 %, wobei die Farbung auch von der am

Harz aufgebauten Verbindung und der N-terminalen Aminosaure abhangt.

6.1.13. Automatische Peptidsequenzierung

Automatische Sequenzierung von Peptiden, die auf planaren Glastragern synthetisiert wurden,
erfolgte mittels Edman-Abbau mit einem , pulsed liquid phase® Proteinsequencer Model
477 A (Applied Biosystems, Weiterstadt) unter Verknipfung mit dem PTH-Analyser Model
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120 A. Die Bestimmung der abgebauten Phenylthiohydantoin-Aminosduren erfolgte tUber RP-
HPLC (PTH-Cyg, 220 X 2.1 mm).

6.1.14. Automatisierte Synthese von Peptiden

Die automatisierte Synthese von Peptiden wurde an einem Peptidsynthesizer (SMPS 350,
Zinsser Analytic, Frankfurt; Software Syro von MultiSynTech, Bochum) durchgefihrt. Als
Synthesegefél3e wurden Einwegspritzen mit Filterfritten eingesetzt, die in zwei Syn-
thesebl 6cken mit Vakuum- und Absaugvorrichtungen angeordnet werden, so dal3 parallel bis

zu 2 x 48 verschiedene Peptide synthetisiert werden kdnnen.

6.1.15. Bestimmung der Beladung von Polymer har zen, Kieselgel und CPG

Zur Bestimmung der Belegung von Harzen [cla98], Kieselgel und CPG mit Fmoc-Amino-
sauren wird trockenes Tragermaterial (ca. 10-20 mg) in einem 10 ml Mef3kolben mit DMF
(500 pl) und Piperidin (500 ul) versetzt. Nach 1 h wurde mit DMF auf 10 ml aufgefullt. Zur
Hintergrund-Korrektur wird der gleiche Ansatz ohne Harz durchgefihrt. Im UV-Spektrum
dieser Losung liegen zwischen 250 nm und 320 nm drei Maxima des N-(9-Fluorenylmethyl)-
piperidinadduktes mit den Extinktionskoeffizienten ex; = 17500 cm?/mol, e =
5800 cm?/mol und e30; = 7800 cm?mol. Die Harzbelegung x [mmol/g] ergibt sich nach der
Formel

x =100 000 x E/ (¢ x Einwaage Harz (mg))

bei Verwendung von Imm-Kivetten als Mittelwert der drei Maxima.

6.2. Modifizierung von SiO,-Oberflachen

6.2.1. Beschichtung von CPG, Glasplattchen und Kapillaren

In dieser Arbeit wurde CPG mit Diaminopropan und (O,0O'-Bis-(2-aminopropyl)-
polyethylenglykol 500) (Jeffamine ED 600) beschichtet. Die Glaspléttchen wurden mit
Diaminopropan modifiziert und die Kapillaren wurden mit Jeffamine ED 600 beschichtet. Die
Arbeitsschritte werden im folgenden gemeinsam beschrieben.

6.2.1.1.  Silanisierung

Reinigung und Aktivierung der Oberfléche:

Alle Tragermaterialien werden 3 h mit soviel NaOH (1 M) behandelt, dal3 sie vollstandig
bedeckt sind. Anschlief?end wird mit bidest. Wasser gewaschen. Danach werden die
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Glastrager %2 h in H,SO4/H,0; (3:2, v/v) eingelegt und wieder mit bidest. Wasser gewaschen.
CPG und Kapillaren wurden am Vakuum, die Glaspl&ttchen im Stickstoffstrom getrocknet.

Umsetzung mit GOPTS:

CPG wird 3h mit einer GOPTS-L6osung (50 % in Toluol) geschittelt. Anschlief3end wird
abfiltriert und mit Toluol gewaschen. Das CPG wird ohne Trocknung weiterverarbeitet.
Kapillaren und Glasplattchen werden 3 h mit GOPTS geflllt bzw. bedeckt. Nach Waschen
mit Aceton (H,O-Gehalt < 0,1 %) wird kurz am Vakuum bzw. im Stickstoffstrom getrocknet.
Um eine Hydrolyse der Epoxygruppen zu vermeiden werden die Oberflachen rasch
weiterverarbeitet.

6.2.1.2.  Umsetzung mit Jeffamine ED 600 bzw. Diaminopropan

Zur Beschichtung mit Diaminopropan wird das GOPTS-modifizierte CPG 2 h mit reinem
Diaminopropan bei Raumtemperatur geschittelt. Anschlief?end wird mit THF, MeOH, DCM
und Ether gewaschen und am Vakuum getrocknet. Entsprechend wird zur Beschichtung von
Glasplattchen vorgegangen. Die Trocknung erfolgt im Stickstoffstrom.

Fur die Beschichtung mit Jeffamine ED 600 wird das CPG mit einer Losung des Amins (50 %
in Toluol) 15h auf 80 °C erhitzt. Danach wird mit Toluol, MeOH, DCM und Ether
gewaschen und am Vakuum getrocknet.

Zur Beschichtung von Kapillaren mit Jeffamine ED 600 werden diese mit dem Diamin gefullt
und 15h auf 80°C erhitzt. Anschlie?end wird mit Toluol, MeOH, DCM und Ether
gewaschen und am V akuum getrocknet

6.2.1.3.  Anbindung desRink-Amid-Linkersan CPG

Aminomodifiziertes CPG wird mit einer Losung von p-[(R,S)-o-[1-(9H-Fluoren-9-yl)-
methoxyformamido]-2,4-dimethoxybenzyl]-phenoxyessigsdure (0.2M in DMF), HOBt
(0.2M in DMF) und DIC (0.2M in DMF) 16 h bei Raumtemperatur geschittelt. Nach
Waschen mit DMF (3x), MeOH (3x) und DCM (3 x) wird die Fmoc-Schutzgruppe mit
Piperidin (20 % in DMF, 2 x 10 min) abgespalten. Anschlief3end wird mit DMF (mindestens
10 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et,0 (3 x) gewaschen und am Vakuum getrocknet.

6.2.1.4.  Anbindung eines photolabilen Linkersan Kapillaren

Aminomodifizierte Kapillaren werden mit einer Lésung von 4-[4(1-(Fmoc-amino)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy]-buttersdure (0.2M in DMF), HOBt (0.2M in DMF) und DIC
(0.2M in DMF) beflllt und 16 h bel Raumtemperatur im Dunklen gelagert. Nach Waschen
mit DMF (3x), MeOH (3x) und DCM (3 x) wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin



120 Experimenteller Tell

(20% in DMF, 2 x 10 min) abgespalten. Anschliefend wird mit DMF (mindestens 10 x),
MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et,0 (3 x) gewaschen und am Vakuum getrocknet.

6.2.2. Modifizierung von Silizium-Kristallen

6.2.2.1.  Silanisierung

Reinigung und Aktivierung der Oberflache:

Der Kristall wird zundchst in salzsaurer H,O,-Ldsung [H20- (30 %) / konz. HCI / Wasser
(2:1:6, viviv)] far 10 min auf 80 °C erhitzt. Nach Waschen mit bidest. Wasser wird der
Kristall weitere 10 min bei 80°C in H,0, (30%) / NH3 (25%) / Wasser (1:1:5, viviv)
geheizt. Anschlief3end wird erneut mit bidest. Wasser gewaschen. Zuletzt wird der Kristall mit
H.S04/H20; (3:2, viv) 12 h behandelt, mit bidest. Wasser abgesptilt und im Stickstoffstrom
getrocknet.

Umsetzung mit GOPTS:

Zur Silanisierung wird der Kristall 3h in GOPTS bel Raumtemperatur eingelegt.
Anschlief3end wird die Oberflache mit Aceton abgesplilt, im Stickstoffstrom getrocknet und
rasch weiterverarbeitet, um eine Hydrolyse der Epoxy-Gruppen zu vermeiden.

Umsetzung mit Aminopropyltriethoxysilan:

Der aktivierte Si-Kristall wird 6 h mit Aminopropyltriethoxysilan (50 % in Toluol) bel
Raumtemperatur behandelt, danach mit Toluol und Aceton gewaschen und im Stickstoffstrom

getrocknet.

6.2.2.2. Beschichtung mit Peptiden

Um moglichst wenig der Peptide zu verbrauchen, werden die aktivierten Si-Kristalle auf
beiden Seiten mit jeweils 20 ul der Reaktionsdsungen betropft. Zur gleichméfdigen Ver-
tellung der Reaktionslésung und zur Verminderung des Abdampfens des Losungsmittels
werden die Kristalle wahrend der Reaktionszeit sandwichartig zwischen zwei Objekttréagern
gelagert. Zur Schutzgruppenabspaltung werden die Kristalle in die Abspaltlésung eingel egt.
Zur Kupplung des Arginin-Spacer-Konjugats (vgl. Abschnitt 6.3.8) wird eine Ldsung des
Arginin-Derivats und DIEA (je 0,3M in DMF) auf einen GOPTS-modifizierten Kristall
getropft und 36 h bei Raumtemperatur gelassen. Durch die lange Reaktionszeit soll eine mog-
lichst hohe Oberflachenbeladung erreicht werden. Der Kristall wir anschlief3end mit DMF,
MeOH und DCM gewaschen. Die Pmc-Gruppe wird wahrend 1 h mit TFA (50 % in DCM)
abgespalten. Nach Waschen mit DCM wird der Kristall im Stickstoffstrom getrocknet.
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Zur Beschichtung von Aminopropyl-aktivierten Si-Kristallen mit den geschitzten Peptiden
D-Ala-Asp(OtBu)-Ser(tBu)-Ahx und Ser(tBu)-Asp(OtBu)-D-Ala-Ahx werden die Kristalle
jeweils mit einer Losung des Peptids (18,5mg, 0,025 mmol), sowie TBTU (8 mg,
0,025 mmol), HOBt (3,8 mg, 0,025 mmol) und DIEA (8,6 ul, 0,05 mmol) in DMF (50 ul)
behandelt. Nach einer Reaktionszeit von 36 h wird mehrmals mit DMF gewaschen.
Anschlief?end wird die Fmoc-Gruppe mit Piperidin (20 % in DMF) bei einer Reaktionszeit
von 45 min abgespalten. Zur Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen werden die Kristalle
mit TFA/Wasser/TIS (500 pl) (95:2.5:2.5) 3 h behandelt. Nach Absptlen der Abspaltlésung
mit DCM werden die Kristalle im Stickstoffstrom getrocknet.

6.2.3. Beschichtung von Kieselgel mit Cyclopeptiden

6.2.3.1.  Silanisierung

Reinigung und Aktivierung der Oberflache:

2 g Kieselgel (Nucleosil 300 Si, 5A, Oberflache 100 m?/g) werden in Salzséure (0,05 M,
10 ml) 75 min geschittelt: Anschlieffend wird abfiltriert und mit Wasser und Aceton
gewaschen. Restliches Wasser wird durch eine azeotrope Destillation mit Toluol entfernt. Das
aktivierte Kieselgel wird unter Stickstoff gelagert.

Umsetzung mit Aminopropyltriethoxysilan:

2 g aktiviertes Kieselgel (Dichte an Silanolgruppen ca. 0,5 mmol/g) werden in Toluol (8 ml)
mit Aminopropyltriethoxysilan (124 pl; 0,7 mmol) und Pyridin (113 pl; 1,4 mmol) 24 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. Anschlief3end wird abfiltriert, mit Toluol (4 x 8 ml) und DCM (4

x 8 ml) gewaschen und am Vakuum getrocknet.

6.2.3.2.  Cyclopeptid-Anbindung

Zur Berechnung der Cyclopeptid-Stoffmengen wird von vollstandig trifluoracetylierten
Lysinseitenketten ausgegangen.

Aminopropyl-modifiziertes Kieselgel (500 mg) (Beladung: 0,14 mmol/g) wird mit einer
Losung von 10 eq. Chlorameisensaure-p-nitrophenylester (141 mg; 0,7 mmol) und 15 eq.
DIEA (179,5 ul; 1,0 mmol) in DCM (2,5ml) versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
Anschlief3end wird das Kieselgel abfiltriert, mehrmals mit DCM gewaschen und am Vakuum
getrocknet. Jeweils 50 mg des Kieselgels werden anschlief3end mit unterschiedlichen Mengen
(vgl. Tab. 6.3) der Cyclopeptide 8 und 9 (vgl. Abb. 5.2.1) und DIEA (5 ul, 0,03 mmoal) in
DMF (250 ul) 24 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Zur Abséttigung nicht umgesetzter p-
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Nitrophenylester wird anschlief3end Isopropylamin (1 M in DMF; 100 pl) zugegeben und 3 h
bei Raumtemperatur geschiittelt. Das belegte Kieselgel wird abfiltriert, mit DMF, MeOH, und
DCM gewaschen und am Vakuum getrocknet.

Tab. 6.3:  Ansatzgrofien fir die Cyclopeptide 8 und 9 in je 3 unterschiedlichen Oberflachen-

beladungen.
Cyclopeptid  Einwaage Kieselgel  Einwaage Cyclopeptid Theor. Belegung [mmol/g]
8 50 mg 2,9 mg 0,39
8 50 mg 0,3 mg 0,041
8 42 mg 50 pg 0,008
9 50 mg 3,0 mg 0,49
9 50 mg 0,3 mg 0,049
9 50 mg 60 g 0,010

6.3. Festphasensynthesen

6.3.1. Belegung von 2-Chlortritylchlorid-Harz mit Aminosauren

2-Chlortritylchlorid-Harz [bar 91] wird mit trockenem DCM (3x) gewaschen und, bezogen
auf die Stoffmenge an aktiven Gruppen auf dem Harz, mit 3 eg. Fmoc-Aminosaure, 6 eqg.
DIEA und soviedl DCM versetzt, da3 sich der Ansaiz gut schitteln 1&%. Nach 2h
Kupplungsdauer wird abfiltriert, dreimal mit DCM gewaschen und nicht umgesetzte reaktive
Gruppen durch Schitteln mit 10 eq. Methanol und 10 eq. DIEA in DCM abgeséttigt. Nach
Abfiltrieren wird jeweils dreimal mit DCM, MeOH und Et,O gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

6.3.2. Automatisierte parallele Peptidsynthese

Zur Synthese von Peptiden mit C-terminaler Carboxygruppe (Peptidsauren) wurde 2-Chlor-
tritylchlorid-Harz verwendet, das mit der ersten Fmoc-geschiitzten Aminosdure beladen war
(Beladung 0.5-1.0 mmol/g). Das Peptid kann damit wahlweise vollgeschitzt abgespalten
werden. C-terminale Peptidamide wurden auf Rink-Amid AM-PS-Harz synthetisiert, das die
Kupplung der ersten Aminosaure im ersten Standardzyklus erlaubt.

Die Kupplung der Fmoc-Aminosiuren an das Harz erfolgt in 10-fachem UberschuR mit
DIC/HOBt-Aktivierung. Die Zugabe des DIC erfolgt dabei in drei Portionen, um durch diese
mehrfachen Dispense-Schritte eine optimale Durchmischung des polymeren Trégers zu

erreichen. Die Synthesezyklen sind Tab. 6.4 zu entnehmen.
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Nach der ersten Kupplungsphase (50 min) wird DCM (75 % in DMF) zugesetzt, um so durch
eine veranderte , L dsungsmittelumgebung® eine Konformationsanderung des Peptidharzes in
Losung zu erzielen, wodurch vorher sterisch nicht zugangliche Kupplungsstellen der akii-
vierten Aminosaure teilweise zuganglich gemacht werden und damit die Kupplungsausbeute
erhoht wird. Die gesamten Kupplungszeiten betragen 70 min. Zur Fmoc-Abspaltung wird
Piperidin (20 % in DMF) zum gequollenen Harz pipettiert. Das Waschen der Peptidpolymere
erfolgt durch wiederholte Zugabe von DMF. Zwischen DMF-Zugabe und Absaugen ist eine
einmindtige Absetzzeit programmiert. Das Quellen des Harzes findet nur im ersten
Kupplungszyklus statt.

Tab. 6.4: Standard-Synthesezyklus fir Peptide am Multiplen Syntheseautomaten. Die
angegebenen Mengen entsprechen 10 eq. bezogen auf 20 mg Harz (0.015 mol).

Operation Reagenz Volumen[ul]  Zeit [min]
Quellen DMF 500 10
Deblockierung 20 % Piperidin/DMF je 400 15+ 10
Waschen DMF 600 6x1
Kupplung 0.5 M Fmoc-Aminosaure/ 350 50

HOBt in DMF

1.0 M DIC/DMF 250
Kupplungszusatz DCM in DMF (3:1) 100 20
Waschen DMF 600 6x1

6.3.3. Abspaltung und Aufarbeitung

Alle Angaben beziehen sich auf eine AnsatzgrofRe von 20mg vorbelegten Harzes
(0,015 mmol).

Bel Peptiden, die vollstandig entschitzt werden sollen, erfolgt die Abspaltung mit
TFA/TIS/H,O (95:2,5:2,5 viv) (1 ml). Nach 3h wird die Abspaltlosung abfiltriert und zur
Fallung der Peptide mit eiskaltem Diethylether (6 ml) versetzt. Die Falung wird wahrend 3 h
bei -20°C vervollstdndigt. Nach Zentrifugation der verschlossenen Gefél3e werden die
Uberstande dekantiert, die Peptidriickstande erneut mit Diethylether versetzt und mittels
Vortexer dispergiert. Dieser Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Die ausgefallten Peptide
werden in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) aufgenommen und lyophilisiert.

Wenn keine Schutzgruppen zu entfernen sind, wird 1 h mit TFA (25% in DCM, 1,0 ml)
abgespalten. Anschliefiend wird zur Trockne eingeengt und aus tert.-Butylalkohol/Wasser
(4:1) lyophilisiert.
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Vollgeschitzte Peptide werden vom 2-Chlortritylchlorid-Harz  durch  Zugabe von
Hexafluorisopropylalkohol (30 % in DCM; 1,0 ml) abgespalten. Nach 1 h wird die Abspalt-
l6sung abfiltriert, am Vakuum zur Trockne eingeengt und in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1)

aufgenommen und lyophilisiert.

6.3.4. Zyklisierung der seitenkettengeschitzten Peptidein L dsung

Fur die Kopf-Schwanz-Zyklisierung wird eine 1 mM Lésung des seitenkettengeschitzten
Peptids in DMF hergestellt, auf —20 °C abgekihlt und mit einer Lésung von 3eq. TBTU,
3eg. HOBt und 6 eq. DIEA in DMF versetzt. Es wird 3 h bei Raumtemperatur geschittelt
und anschlieffend das Ldsungsmittel am Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in DCM (ca.
1ml / pumol Peptid) gelost und jeweils dreimal mit der gleichen Menge NaHCO; (5 %),
Wasser, KHSO, (5 %) und Wasser gewaschen. Das DCM wird am Vakuum entfernt und der
Ruckstand aus tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) lyophilisiert.

6.3.5. Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen

Die nach der in Abschnitt 6.3.4 beschriebenen Aufarbeitung erhaltenen geschtitzten Peptide
werden zur Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mit TFA/Wasser/TIS (500 pl)
(95:2.5:2.5) 3 h behandelt. Anschlief3end wird die Abspaltlésung zur Féllung der Peptide mit
eiskaltem Diethylether (6 ml) versetzt. Nach 3h bei —20°C werden die Cyclopeptide
abzentrifugiert, die Etherrtickstande dekantiert, die Niederschldge mit eiskaltem Diethylether
(5 ml) versetzt und im Ultraschallbad behandelt. Diese Waschschritte werden noch zweimal
wiederholt. Die ausgeféllten Peptide werden in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) aufgenommen
und lyophilisiert.

6.3.6. Manuelle Syntheseder Tri- und Tetrapeptide fur die Anbindung auf Oberflachen

Als polymerer Trager wird mit der ersten Aminosaure vorbelegtes 2-Chlor-Tritylchlorid-Harz
verwendet (vgl. Abschnitt 6.3.1). Die Synthese wird gemdald den Standardverfahren der
manuellen Peptidsynthese durchgefihrt [ath 89]. N-Acetylierungen werden durch Umsetzung
der entschitzten Aminogruppen mit Essigsdureanhydrid und DIEA (jeweils 10% v/v in
DMF) fir 2 h bel Raumtemperatur erhalten.

Die Abspaltung seitenkettengeschitzter Peptide vom polymeren Tréger erfolgt mit HFIP
(30% in DCM). Vollstandig entschitzte Peptide werden mit TFA (50% in DCM)
abgespalten. In beiden Falen wird das Losungsmittel am Vakuum entfernt, und das Peptid
anschlief3end aus tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) lyophilisiert.
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6.3.7. Synthesevon cyclo[Lys-Dpr(Pyr)-Lys-Ala-Lys-Asn]

Fmoc-geschitztes Rink-Amid AM-PS-Harz (250 mg; Beladung 0,61 mmol/g; 0,15 mmol)
wird 2x30min mit Piperidin (20 % in DMF) entschitzt und anschlief3end mit DMF
(mindestens 10 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et,O (3 x) gewaschen. Das entschitzte Harz
wird mit einer Losung von Fmoc-Asp-OAll (0,4 eg.; 23,8 mg; 0,06 mmol) und HOBLt (0,4 eq.;
9,2mg; 0,06 mmol) in DMF (2ml) versetzt. Anschlief?end wird DIC (0,4eq.; 9,3 pl;
0,06 mmol) zugegeben. Nach 5h Kupplungsdauer wird abfiltriert und mit DMF (3 x) und
DCM (3x) gewaschen. Zum Abséttigen nicht umgesetzter reaktiver Gruppen wird eine
Losung von Essigsaureanhydrid (10 % in DMF) und DIEA (5% in DMF) (1,5 ml/100 mg
Harz) zugegeben und 30 min geschiittelt. Anschlief3end wird die Lésung abfiltriert, das Harz
mit DMF (6 x), MeOH (3x), DCM (3 x) und Et,O (3x) gewaschen und am Vakuum
getrocknet. Entsprechend der in Abschnitt 6.3.2 beschriebenen Methode wird das lineare
Peptid am Peptidsynthesizer aufgebaut. Zur katalytischen Abspaltung der Allylesterschutz-
gruppe wird dem Harz unter Inertgasatmosphére eine Ldsung von Tetrakistriphenylphosphin-
Palladium (76 mg, 0,07 mmol) in CHCIz/HOAC/NMM (1,5 ml, 37:2:1 (v/v/v)) zugegeben und
3 h bel Raumtemperatur geschittelt. Danach wird das Harz mit CHCls/HOAC/NMM (37:2:1
(v/iviv)) (5x), DIEA (20 ml, 0,5 %in DMF), DMF (5x), MeOH (5x), DCM (5 x) und Et;O
gewaschen. Zur anschlieffenden Kopf-Schwanz-Zyklisierung wird das Harz mit einer Losung
von TBTU (57,8 mg, 0,18 mmol), HOBt (27,5mg, 0,18 mmol) und DIEA (61,5 ul,
0,36 mmol) in DMF (1,5 ml) versetzt und 3 h geschittelt. Der vollstandige Umsatz wird
mittels Kaisertest Uberpriift. Gegebenenfalls wird der Reaktionsschritt wiederholt. Die
Abspaltung der Dde-Gruppe erfolgt mit Hydrazin (2 % in DMF, 2 x 15 min, je 2 ml). Nach
Waschen mit DMF (3 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und DMF (3 x) wird das Harz mit einer
Losung von 1-Pyrencarbonsaure (44,3 mg, 0,18mmol), und HOBt (27,5 mg, 0,18 mmol) in
DMF (1,5 ml) versetzt. Nach Zugabe von DIC (27,8 pl, 0,18 mmol) wird 6 h bel Raum-
temperatur geschittelt. Anschlief3end wird mit DMF (3 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et,O
(3x) gewaschen. Die Abspaltung vom polymeren Tréager erfolgt mit TFA/TIS/HO
(95:25:2,5 viviv). Nach 1h wird die Abspaltlosung abfiltriert und nach der in 6.3.3
beschriebenen Methode in Ether geféllt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wird mittels
praparativer HPLC gereinigt. ES-FT-ICR-MS: [M+2H]?" = 443,3; HPLC-Reinheit = 75%
(RP18, ACN/H20, A = 214 nm).
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6.3.8. Synthese des Arginin-Polyethylenglycol-K onjugats

2-Chlor-Tritylchlorid-Harz (25 mg, Beladung 1,3 mmol/g, 0,0325 mmol) wird mit trockenem
DCM (3x) gewaschen. Das gequollene Harz wird mit Diaminopropan (6 i, 2 eg., 0,07 mmol)
in DCM (400 pul) 2 h geschiittelt. Zur Absattigung nicht umgesetzter reaktiver Gruppen wird
Methanol (100 pl) zugegeben und fir weitere 30 min geschiittelt. Anschlief3end wird das Harz
mehrmals mit DCM und DMF gewaschen. Danach wird mit o-(N-Fmoc-3-aminopropionyl)-
- (carboxymethyl carbamoyl)-tetra(oxyethylen) (Fmoc-Atg-OH) (2 eg., 38 mg, 0,065 mmol),
HOBt (2 eg., 9,9 mg, 0,065 mmol) und DIC (2eg., 10 ul, 0,065 mmol) in DMF (400 pl)
wahrend 15 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Harz wird mehrmals mit DMF, MeOH und
DCM gewaschen. Nach Fmoc-Abspaltung nach Standardmethoden wird die freie Amino-
gruppe durch Umsetzung mit Bernsteinsdureanhydrid (5eq., 16,3 mg, 0,163 mmol) und
DIEA (5eg., 28 ul, 0,163 mmol) in DCM (400 pl) wahrend 15 h umfunktionalisiert. Das
Harz wird mehrmas mit DMF, MeOH und DCM gewaschen. Zur Aktivierung der
harzgebundenen freien Carboxy-Gruppe wird das Harz mit Pentafluorphenol (10 eq., 60 mg,
0,33 mmol) und DIC (10 eg., 50,2 pl, 0,33 mmol) in DMF (500ul) und einer katalytischen
Menge Dimethylaminopyridin 15h bel Raumtemperatur geschittelt. Anschlie3end wird
mehrmals mit DMF, MeOH, und DCM gewaschen. Die Anbindung von Arginin erfolgt durch
Schitteln des Harzes mit H-Arg(Pmc)-OH (5 eg., 71,7 mg, 0,163 mmol) und DIEA (5 eq.,
28 pl, 0,163 mmol) in DMF (500 ul) fur 20 h bei Raumtemperatur. Die Abspaltung vom
polymeren Tréger und die Aufarbeitung erfolgen nach der in Abschnitt 6.3.3 beschriebenen
Methode fur geschiitzte Peptide.

ES-MS: [M+H]" = 945,3; HPL C-Reinheit = 82 % (RP18, ACN/H,O0, A = 214 nm).

6.3.9. Synthese von Peptiden auf CPG, Glaspléattchen und RIfS-Transducern

Die Peptidsynthese auf glasartigen Trégermaterialien erfolgt nach den beschriebenen
Standardmethoden. Zur Synthese auf CPG kann der automatische Peptidsynthesizer
verwendet werden. Synthesen auf Glaspléattchen und Transducer-Chips werden manuell
durchgefuihrt. Die Konzentrationen der Reaktionsldsungen kénnen von 0,1 bis 0,3 mol/l
variieren, Reaktionszeiten betragen mindestens 1 h. Die Abspaltung der Seitenkettenschutz-
gruppen wird ebenfalls nach den beschriebenen Standard-Methoden durchgefiihrt.
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6.3.10. Synthese substituierter 1,3,5-Triazine

6.3.10.1. Polymerhar zgebundene Synthesen

Synthese von 4-Chlor-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexansaure bzw. von
6- (A damantyl methylamino)-4-chlor-1,3,5-triazin-2-(6'-amino)hexansaure am 2-Chlor-Trityl-
chlorid-Harz (Beladung 1,8 mmol/g):

Mit Fmoc-Aminohexansaure vorbelegtes und entschitztes 2-Chlor-Tritylchlorid-Harz
(20 mg; Beladung 1,0 mmol/g; 0,02 mmol) (vgl. Abschnitt 6.3.1) wird auf 0 °C gekuhlt und
mit einer Losung von Cyanurchlorid (18,3mg; 0,1 mmol) in DCM (400 ul) versetzt.
Anschlief3end wird Uber einen Zeitraum von 15 min portionsweise DIEA (17,1 ul; 0,1 mmol)
in DCM (100 pl) zugegeben. Das Harz wird 2 h bei Raumtemperatur geschittelt (Reaktions-
kontrolle mittels Kaisertest) und dann mit DCM (5 x) gewaschen. Zur Substitution des 2.
Chloratoms wird das Harz mit einer Lésung von Isopropylamin (8,6 ul; 0,1 mmol) oder
Adamantylmethylamin (16,5 mg; 0,1 mmol) in DMF (500 ul) versetzt und weitere 2 h bei
Raumtemperatur geschuittelt. Anschlief3end wird mit DMF (5 x), MeOH (3 x) und DCM (2 x)
gewaschen. Die Abspaltung vom Polymeren Trager erfolgt bel Raumtemperatur mit TFA
(20% in DCM, 1 ml). Nach 30 min wird die Losung abfiltriert, das Harz mit DCM (500 pl)
gewaschen und die vereinigten organischen Filtrate werden am Vakuum zur Trockne
eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wird aus tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) (2ml)
gefriergetrocknet und anschlief?end mit ESSMS und HPLC anaysiert. Isopropylamino-
Derivat: ES-MS: [M+H]" = 302. Adamantylmethylamino-Derivat: ES-MS: [M+H]" = 408.
Die Synthese der entsprechenden Saureamide erfolgt an Rinkamid-AM-PS-Harz (Beladung
0,61 mmol/g):

Fmoc-geschiitztes Rink-Amid AM-PS-Harz (33 mg; Beladung 0,61 mmol/g; 0,02 mmol) wird
2 x 30 min mit Piperidin (20 % in DMF) entschitzt und anschlief?end mit DMF (mindestens
10 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et,O (3 x) gewaschen. Das entschiitzte Harz wird mit
einer Losung von Fmoc-Aminohexansaure (3 eg.; 21,1 mg; 0,06 mmol) und HOBt (3 eq,;
9,2mg; 0,06 mmol) in DMF (500 pl) versetzt. Anschliefend wird DIC (3eg.; 9,3 pl;
0,06 mmol) zugegeben. Nach 5h Kupplungsdauer wird abfiltriert und mit DMF (3 x) und
DCM (3x) gewaschen. Zum Abséttigen nicht umgesetzter reaktiver Gruppen wird eine
L 6sung von Essigsureanhydrid (10 % in DMF) und DIEA (5% in DMF) (1,5ml /100 mg
Harz) zugegeben und 30 min geschittelt. Anschlief3end wird die Losung abfiltriert und das
Harz mit DMF (6 x), MeOH (3 x) und DCM (3 x) gewaschen. Die weiteren Reaktionsschritte

entsprechen der fir Trityl-Chlorid-Harz beschriebenen V orgehenswei se.
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Isopropylamino-Derivat: ES-MS: [M+H]" = 301. Adamantylmethylamino-Derivat: ES-MS:
[M+H]" = 407.

6.3.10.2. Syntheseeiner Triazin-Bibliothek in einer RIfS-Mikrotiterplatte

Die Wells einer Diamino-PEG-beschichteten Mikrotiterplatte werden mit 100 pl einer Ldsung
von HOBt (0,2M in DMF), DIC (0,2M in DMF) und einer der folgenden Aminoséauren
(0,2M in DMF) versetzt: Fmoc-e-Aminohexansdure, Fmoc-Phenylalanin, Fmoc-Glutamin-
saure-tert.-butylester. Die beflllte Mikrotiterplatte wird abgedeckt und 16 h bel Raum-
temperatur stehen gelassen. Anschlief3end werden die Wells mit DMF im Durchfluf3 ge-
waschen. Zur Fmoc-Abspaltung wird jedes Well mit 200 ul Piperidin (20% in DMF)
versetzt. Nach 20 min wird die Losung abgesaugt und mit DMF, MeOH und DCM im
Durchflu3 gewaschen. Anschliel?end werden alle Wells mit 200 pl einer Lésung von
Cyanurchlorid (0,1 M in DCM) und DIEA (0,1 M in DMF) versetzt, zugedeckt und 2 h stehen
gelassen. Nach 1 h werden die Wells mit weiteren 100 ul DCM versetzt, um verdampftes
DCM zu ersetzen. Nach Ende der Reaktion wird abgesaugt und mit DCM grundlich im
Durchflufd gewaschen. Zur Substitution des 2. Chloratoms werden die Wells mit einem der
folgenden Amine (je 0,2M in DMF) versetzt: N-Hexylmethylamin, Pentylamin, 1-Phenyl-
ethylamin, Adamantylmethylamin, Isopropylamin, Trimethoxybenzylamin, Ethylamin x HCI
und 2-(2-Aminoethyl)pyridin, Tryptamin, p-Anisidin, 2-Aminopyrimidin und Phenylalanin-
methylester. Nach 2,5h wird die Reaktionsdsung abgesaugt, und die Mikrotiterplatte mit
DMF, MeOH und DCM im Durchflufd gewaschen.

6.3.10.3. Synthese auf modifizierten SiIO,-Oberflachen

Triazinsynthesen erfolgen an unterschiedlichen Tragermaterialien: CPG mit Rink-Amid-
Linker (Abschnitt 6.2.1.3), Kapillaren mit einem Photolinker (Abschnitt 6.2.1.4) und RIfS-
Transducer fur die Online-Verfolgung. Prinzipiell wird nach dem in Abschnitt 6.3.10.2
beschriebenen Protokol| verfahren.

Die Abspaltung der Produkte von CPG erfolgt mit TFA (20% in DCM) nach der fir
Polymerharze beschriebenen Methode. Die Syntheseprodukte werden mit ES-MS und HPLC
charakterisiert.

Zur Abspaltung von den mit dem Fmoc-Aminomethyl-Photolinker modifizierten Kapillaren
wurden diese mit ACN beflllt und an beiden Enden dicht verschlossen. Anschlief3end wurde
mit einer Quecksilberdampflampe 1h belichtet. Die Abspaltiésung wurde ohne weitere

Aufarbeitung massenspektrometrisch vermessen.
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6.3.11. Synthese von N-(N-Cyclooctyl-S-a-aspartyl)-2R,S-[N-(2-amidino)-4-
piperidyloxyethyl]-piperidin am PS-Wang-Harz und am SASRIN-Harz
Die Synthese wird bis auf die Abspaltung vom polymeren Tréager auf beiden Harzen nach
demselben Protokoll durchgefihrt.
PS-Wang-Harz (26,6 mg; Beladung 1,13 mmol/g; 0,03 mmol) bzw. SASRIN-Harz (29,4 mg;
Beladung 1,02 mmol/g; 0,03 mmol) wird in einer Losung aus Fmoc-Asp-OAll (35,6 mg; 3
eg.; 0,09 mmol) und katalytischen Mengen DMAP (0,5-1 mg) in DMF (0,5 ml) suspendiert.
Anschlief3end wird DIC (13,9 pl; 3 eg.; 0,09 mmol) zugegeben und 5 h bel Raumtemperatur
geschuttelt. Das Harz wird mit DMF, DCM, MeOH, Et,O (je 3x) gewaschen. Nach dem
Waschen werden die noch freien Aminogruppen des Harzes mit Acetanhydrid gecapped (10
% Acetanhydrid, 5 % Piperidin in DMF, 2 x 15 min) und das Harz anschlief3end erneut mit
DMF, DCM, MeOH, Et,0 (je 3 x) gewaschen. Zur katalytischen Abspaltung der Allylester-
schutzgruppe wird dem Harz unter Inertgasatmosphére eine Losung von Tetrakistriphenyl-
phosphin-Palladium (32,5mg; 1eqg.; 0,03mmol) in CHCIs/HOAC/NMM (1,5ml, 37:2:1
(viviv)) zugegeben und 3 h be Raumtemperatur geschittelt. Anschlief3end wird mit
CHCl3/HOAC/NMM (37:2:1 (v/VIV)) (5 x), DIEA (20 ml, 0,5 %in DMF), DMF (5x), MeOH
(5x), DCM (5x) und Et,O (3 x) gewaschen. Danach wird das Harz mit einer Lésung von
PyBroP (38 mg; 3 eg.; 0,09 mmol), DIEA (30,8 ul, 6 eq.; 0,18 mmol) und 2-{2-[N-(N,N"-di-
tert.-butoxycarbonylamidino)-4-piperidyloxy] ethyl} -piperidin (41,2 mg 3 eq.; 0,09 mmol) in
DMF (0,5 ml) versetzt. Der Ansatz wird 24h bel Raumtemperatur geschittelt und
anschlief3end mit DMF, DCM, MeOH, Et,0 (je 5x) gewaschen. Zur Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe wird 2 x 30 min mit Piperidin (20 % in DMF) geschittelt und anschlief3end mit
DMF (mindestens 10 x), MeOH (3 x), DCM (3 x) und Et;O (3 x) gewaschen. Zur reduktiven
Alkylierung wird das Harz in THF (0,5 ml) suspendiert und mit Cyclooctanon (18,9 mg;
5eg.; 0,15 mmol), Natriumtriacetoxyborhydrid (32mg; 5eq.; 0,15mmol) und konz.
Essigsdure (5 pl) versetzt und 24 h bae Raumtemperatur geschittelt. Anschlief3end wird mit
THF, DMF, DCM, MeOH, Et,0 (je 5 x) gewaschen.
Die Abspaltung vom PS-Wang-Harz erfolgt bei Raumtemperatur mit 25 % TFA/DCM (1 ml).
Nach 1 h wird die Lésung abfiltriert, das Harz mit DCM (300 pl) versetzt, abfiltriert und die
vereinigten organischen Filtrate werden am Vakuum zur Trockne eingeengt. Das erhaltene
Rohprodukt wird aus tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) (2 ml) gefriergetrocknet und
anschlief3end mit ES-MS und HPLC analysiert. HPLC-Reinheit ~ 65 % (RP-18, ACNI/H,0,
A =214 nm); ES-MS: [M+H]" = 480,4.
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Die Abspatung vom SASRIN-Harz erfolgt bel Raumtemperatur mit Hexafluorisopropyl-
alkohol (30 % in DCM; 1,0 ml). Nach 3 h wird die Abspaltldsung abfiltriert, am Vakuum zur
Trockne eingeengt und in tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) aufgenommen und lyophilisiert.
HPL C-Reinheit ~ 65 % (RP-18, ACNI/H,0, 214 nm); ES-MS: [M+H]" = 680,5.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Siliziumoxid- und Glasoberflachen funktionalisiert,
charakterisiert und fir unterschiedliche anal ytische Anwendungen eingesetzt. Zur Aktivierung
der Oberflachen wurden die Methoden der klassischen Silanchemie benutzt, mit denen nach
Silanisierung mit mono-, di- oder trifunktionellen Silanen eine reaktive Gruppe zur
anschlief3enden Umsetzung mit dem gewlnschten Molekil auf der Oberflache bereitgestellt
wird.

Die Modifizierung von Oberflachen mit synthetischen Verbindungen erfolgt meist durch
Anbindung einer im Vorfeld synthetisierten, charakterisierten und aufgereinigten Verbindung.
In vielen Féllen ist der Anspruch an die chemische Reinheit der Oberfléachenbeschichtung
nicht so hoch, als dal3 dieser aufwendige Weg beschritten werden miisste. Im 3. Kapitel dieser
Arbeit wurden daher die Zielverbindungen vor dem Hintergrund eines Screenings der
oberflachengebundenen Verbindungen mit der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie
direkt auf der Oberflache synthetisiert. Zusétzlich wurde der Synthesefortschritt dieser
Festphasenreaktionen mit RIfS online verfolgt.

Die RIfS-Transducer wurden mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan silanisiert und an-
schlief3end mit Diamino-PEG umgesetzt, wodurch eine oberflachengebundene Aminogruppe
fur weitere Syntheseschritte erhalten wurde. Da die optischen Eigenschaften des L6sungs-
mittels, in dem die Festphasenreaktion stattfindet, einen grof3en Einfluld auf das RIfS-Signal
haben, wurden zunéachst Lésungsmittel gesucht, die sowohl fir die Synthese as auch fir die
Mefdtechnik geeignet sind. Dies sind Lésungsmittel, deren Brechungsindex sich von dem der
SiO,-Schicht des Transducers deutlich unterscheidet, wie z. B. Dimethylformamid oder
Dimethoxyethan.

Peptidsynthesen wurden in DMF durchgefihrt. Eine Reaktionsverfolgung war fir den
kompletten Synthesezyklus mit Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe und der Seiten-
kettenschutzgruppen moglich. Fir Aminosduren mit geringer Molmasse, wie Fmoc-Glycin
konnte jedoch nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe kein signifikanter Schichtdicken-
zuwachs gemessen werden. Am Beispiel einer Nonapeptidsequenz des Hamagglutinins wurde
im Anschluld an die Synthese ein Bindungsassay mit einem polyklonalen Antikorper
durchgefiihrt. Die Spezifitdt der Bindung des Antikorpers an die Peptidoberflache wurde
durch Inhibierung mit dem freien Nonapeptid bewiesen. Dies und die Tatsache, dal3 der
Antikdrper an eine Oberflache mit einem um eine Aminosdure verkirzten Peptid nur eine sehr

schwache Bindung zeigte, beweisen die erfolgreiche Synthese des Nonapeptids.
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Die Synthese-Verfolgung nichtpeptidischer organischer Verbindungen wurde am Beispiel
substituierter Triazine gezeigt. Auch hier wurde der Syntheseerfolg durch anschlief3ende
Bindung polyklonaler Antikorper nachgewiesen.

Eine Bibliothek aus unterschiedlich substituierten 1,3,5-Triazinen wurde auf dem Transducer
einer RIfS-Mikrotiterplatte synthetisiert. Die prinzipielle Moglichkeit eines Screenings
oberflachengebunder Substanzen mit RIfS wurde durch Testung dieser Bibliothek gegen
polyklonale Antikorper gezeigt. Auf ein Synthese-Monitoring wurde aufgrund der derzeit
noch geringeren Empfindlichkeit des parallelisierten Mel3geréts verzichtet.

Als zukUnftiges Testsystem der vorgestellten Screening-Methode wurde die Ldsungssynthese
eines niedermol ekularen Thrombininhibitors auf die feste Phase Ubertragen.

Zusétzlich zu den Bindungsassays mit Antikorpern wurde der Syntheseerfolg mit Referenz-
methoden nachgewiesen. Da aufgrund der sehr geringen Stoffmengen auf den Transducer-
oberfléchen eine Referenzanalytik schwierig ist, wurden sowohl peptidische Verbindungen
als auch die Triazine auf vergleichbaren Oberflachen, wie controlled pore glass, Deck-
glaschen oder der Innenoberfldche von Schmelzpunktskapillaren, synthetisiert und mit
konventionellen analytischen Methoden charakterisiert. Peptide wurden durch Edman-
Sequenzierung der oberfléchengebundenen Syntheseprodukte nachgewiesen, die Triazine
nach Spaltung eines zuvor eingefiihrten sdurelabilen bzw. photolabilen Linkers mit HPLC-
und MS-Analytik.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Biosynthese der Glycopeptid-Antibiotika Vancomycin
und Bahimycin mit RIfS verfolgt. Hierbel wurde die hohe Spezifitdt der Bindung der
Antibiotika an Peptide genutzt, die C-terminal auf D-Ala-D-Ala enden, indem diese kovalent
an die Transducer gebunden wurden. In Arbeiten der Projektpartner wurde gezeigt, dal3 mit
solchen Transducern die Konzentration reiner Vancomycin-Losungen quantitativ bestimmt
werden kann. Um die Produktion des Fermentationsprozesses zu kontrollieren, wurden in
regelmalBigen Zeitabsténden Proben aus dem Fermenter gezogen. Diese Proben wurden
zentrifugiert, um Zellen und Zellfragmente abzutrennen und anschlief3end ohne weitere
Aufreinigung mit RIfS vermessen zu konnen. Die mit RIfS erhaltenen Daten wurden durch
HPLC-MS-Messungen referenziert. Mit beiden Methoden wurde der gleiche Verlauf der
Produktbildung bestimmt. Eine Online-Verfolgung der Vancomycinproduktion sollte damit in
zukUnftigen Arbeiten mit Hilfe eines Bypasses verwirklicht werden kénnen.

Beim letzten Teil dieser Arbeit stand die spektroskopische Charakterisierung von Ober-
flachenbeschichtungen im Vordergrund. Zur Untersuchung peptidisch beschichteter Ober-
flachen wurden die FT-ATR-IR-Spektroskopie und die Fluoreszenzspektroskopie verwendet.
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Da hierfir eine hohe Reinheit der Verbindungen erforderlich war, wurden diese an Polymer-
harzen synthetisiert und erst nach einer Aufreinigung mit préparativer HPLC an die
Oberflache gebunden.

Uber das Auftreten charakteristischer |R-Absorptionen wurde die erfolgreiche Beschichtung
von Si-ATR-IR-Kristallen mit einem Konjugat aus Arginin und einem Polyethylenglycol-
spacer und zwei Tripeptiden bewiesen. Die Wechselwirkungen zwischen diesen oberflachen-
gebundenen Liganden und Cyclopeptiden, die als gel6ste Bindungspartner eingesetzt wurden,
konnten durch Verdnderungen der Absorptionsbanden beider Bindungspartner bestimmt
werden. Im wesentlichen waren an den intermolekularen Wechselwirkungen sowohl Amid-
Bindungen als auch die geladenen Gruppen der Peptide und der Oberflache beteiligt. Eine
Abschétzung der Stabilitét der Wechselwirkungen zwischen den Cyclopeptiden und den
beschichteten Oberflachen konnte daraus erhalten werden. Molekulardynamiksimulationen
lieferten zu den experimentell bestimmten Bindungsstabilitéten vergleichbare Resultate.

Die konformative Beweglichkeit oberflachengebundener Pyren-modifizierter Cyclohexa-
peptide wurde mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Die Tendenz der Pyren-
Label Excimere zu bilden, diente dabei als Mal3 fur die Beweglichkeit der Peptide. Zusammen
mit Ergebnissen aus zeitaufgel 6sten Messungen der Fluoreszenzanisotropie konnte gezeigt
werden, dal? sich die Beweglichkeit der Cyclopeptide bei Anbindung auf Kieselgel stark
erniedrigt.

Durch die Starke der Excimer-Fluoreszenz eines einfach Pyren-modifizierten Cyclopeptids,
das in unterschiedlichen Bedeckungsgraden auf Kieselgel angebunden wurde, konnte gezeigt
werden, dal3 bei geringen Oberflachenkonzentrationen isolierte Molekile vorliegen, bei

hoheren Konzentrationen eine Inselbildung allerdings nicht ausgeschl ossen werden kann.
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