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Abkurzungsverzeichnis

Fir Aminosauren wurden die Vorschlage der IUPAC-IUB-Kommission flr
biologische Nomenklatur [Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37] des Ein- oder
Dreibuchstaben-Code verwendet.

Ac

ACN

AcOH

Ado

AFM

Ahx

Aloc
Ankerverbindung
AP

APTES
a.U.
Bead

Boc
CP

DCM
DIC
DIPEA
DMF
DMSO
DNA
DTT

EGFP
eq.
ESI-MS
EtOH
VIII

Acetyl

Acetonitril

Essigsaure

8-Amino-3,6-dioxa-oktansaure

Raster-Kraft-Mikroskopie

6-Aminohexansaure

Allyloxycarbonyl

chemische Struktur, die eine Pam3;Cys-SK4-Gruppe enthalt

Assay Plate, Oberflache mit LIPODOTs fur die Durchfihrung eines
Bindungs-Assays

Aminopropionyl-triethoxysilan

arbitrary unit, beliebige Einheitsgrofle

Polymerkugel mit 10-800 um Durchmesser auf der chemische
Verbindungen durch Festphasensynthese aufgebaut werden
tert.-Butyloxycarbonyl

Carrier Plate, Tragerplatte mit einer immobilisierten Monolayer aus
Beads

Dalton, MaReinheit der molaren Masse, 1,66*10% kg

Dichlormethan

Diisopropylcarbodiimid

N-Ethyldiisopropylamin

Dimehtylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

Dithiothreitol

Elementarladung, 1,6*10"° Coulomb

enhanced GFP

Aquivalent

Elektrospray-lonisation-Massen-Spektrometrie

Ethanol
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FCCS
FCS

Fluo

Fmoc
FRET
FT-ATR-IR
FTICR-MS
GC

GFP
GOPTS
HMDS
HOBt
HPLC

IL8

IR

ITC

A
LIPODOT

M

mAb
Maldi-MS
MeOH
Me

mol

MS

m/z

NMP
NMR
NTA

pAb
Pam;Cys-OH
PBS
PDMS
PEG

pH

Fluoreszenz Kreuz-Korrelations Spektroskopie

Fluoreszenz Korrelations Spektroskopie

Fluorescein

Fluorenylmethoxycarbonyl
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, Forster-Transfer
Fourier-Transform-Attenuated-Total-Reflection-IR
Fourier-Transform-lon-Cyclotron-Resonance-MS
Gaschromatographie

green fluorescent protein

3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

Hexamethydisilazan

1-Hydroxybenzotriazol
High-Performance-Liquid-Chromatography

Interleukin 8

Infrarot

Isothermale Titrationskalorimetrie

Wellenlange in nm

~Punktférmige“ Beschichtung einer hydrophoben Oberfliche durch
ein Verbindung, die eine Pam;Cys-Gruppe enthalt

Molaritat in mol/l

monoklonaler Antikorper
Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonisation-MS

Methanol

Methyl

6,022*10?° Molekiile

Massenspektrometrie

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis in D/e

N-Methyl-2-Pirrolidon

Kernresonanzspektroskopie

Nitrilotriessigsaure (Nitrilotriacetic acid)

polyklonaler Antikdrper
N°-Palmitoyl-S-[2,3-bis-(palmitoyloxy)-[2RS]-propyl]-(R)-cystein
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (Phosphate buffered saline)
Poly-Dimethoxysilan

Polyethylenglykol

potentia hydrogenii, negativer dekadischer Logarithmus der H*-

Konzentration
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Ri

rel. int.
p

rem
RT
SEM
SET
o
SNP
SPPS
STM

t
Tamra
tBu
tBu-OH
TMB
TFA
THF
THP 1
TIS
TMS
TOF
Tris
Trt

uv

Vv

YFP
Yurkat T

Polystyrol

Rest an der i-ten Stelle des Molekuls
Relative Intensitat

Dichte in g/cm?®

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Raster-Elektronen-Mikroskopie
Single-Electron-Transfer
Oberflachendichte in Molekiile pro Flacheneinheit
Single-Nucleotide-Polymorphism
Festphasenpeptidsynthese (Solid-Phase Peptide Synthesis)
Raster-Tunnel-Mikroskopie

Zeit

Tetramethylrhodamin

tert.-Butyl

tert. Butanol
3,3,5,5-Tetramethylbenzidin
Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

Zelllinie

Triisopropylsilan

Tetramethylsilan

time-of-flight
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trityl

Ultraviolett

Volumen

yellow fluorescent protein

Zelllinie



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Vom Genom zum Proteom

Zur Jahrtausendwende hin war man voll Euphorie Uuber die nahende
Entschliisselung des menschlichen Genoms, welche im Februar 2001 324 jhr
vorlaufiges Ende fand. Aufgrund systematischer Fehler lag erst 2003 die
abgesicherte Sequenz eines menschlichen Genoms vor ?°!. Fiir die DNA-Analyse
wurde die von Sanger % entwickelte Methode die DNA-Sequenzierung
verwendet.

Man wahnte, dass man mit der Kenntnis des Gencodes eines Menschen schon
den Schlussel zu allen Proteinen in der Hand hielt, denn DNA (Genom) selbst wird
erst in MRNA (Transskriptom) exprimiert und diese dann in Proteine (Proteom)
ubersetzt. Damit stellt die DNA den Bauplan der Zellen dar, wohingegen die
Proteine die entsprechenden Produkte darstellen. Man hat somit die grundlegende
genetische Information zur Chemie des Lebens in der Hand.

Doch schon wahrend der Entschlisselung des humanen Gencodes stellte sich bei
anderen zuvor entschllsselten Spezies heraus, dass der DNA-Code alleine nicht
aussagekraftig genug ist, und auch der mRNA-Level oft keine Aussage Uber den
zukiinftigen Proteinlevel zuldsst ?°! Inzwischen hat sich die Meinung durchgesetzt,
dass man erst am friihen Beginn der Entschlisselung und des Verstandnisses der
zellularen Regulationsmechanismen ist. Es ist davon auszugehen, dass die
reversible Phosphorylierung und die Ubiquitinylierung wohl erst den Anfang im
komplexen Verstindnis der Zell-Regulierungsmechanismen darstellen [,

Nach der Entschlisselung und bioinformatischen Zuordnung der 2,91 Milliarden
Basenpaare des humanen Genoms nimmt man nun an, dass mit 20.000 bis

t 13132

25.000 Rumpfproteinen zu rechnen is . Diese Rumpfproteine unterliegen

nach ihrer Synthese einen weitem Spektrum an posttranslationalen Modifikationen
B3 die von Verlangerungen und Verkiirzungen, (ber Metall-Komplexbildung,
Phosphorylierung, Glykosylierung, Amidierung, Carboxylierung, Sulfonierung, die

Entfernung oder das Anlagern von weiteren Nebengruppen reichen. Dazu kommt
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die Aggregation zu Gigakomplexen, die uber 2 Millionen Dalton Atomgewicht
besitzen.

Diese Modifizierungen dienen der Anderung der Aktivitdt und Spezifitdt von
Proteinen, ebenso wie der Beeinflussung der Bindungskinetiken und
Bindungskonstanten. Mathematisch gesehen, stellen alle Proteine zusammen mit
ihren Substraten und ihren Modifikationen vernetzt-gekoppelte Differential-
gleichungen dar. Diese konnen mathematisch ein-eindeutig gelost werden unter
der Vorraussetzung, dass man fur jede Modifikation, jedes Substrat, jedes Protein
und jeden Ort der Zelle die exakte Anfangskonzentration und die
Kinetikkonstanten kennt. Bereits 25.000 unmodifizierte Rumpfproteine, die je mit 4
Bindungspartnern interagieren, ergeben schon 400.000 Berechnungskonstanten.
Unter Abschatzung aller Kopplungen, Substrate und Modifikationen wird
gegenwartig mit 5-10 Millionen Kopplungskonstanten gerechnet, um eine Zelle
.exakt® simulieren zu kdénnen. Zur Bestimmung dieser Konstanten bendtigt man
um die 10" Datenpunkte. Diese enorme Datenmenge entspricht etwa 400
Milliarden 43I Mikroarrays von einer einzelnen Zelle 1*¢37,

Anhand dieser Abschatzung sieht man den Datenberg, den es abzutragen gilt,
und dass jegliche Beschleunigung der Datengenerierung, -verwaltung und
-zuordnung (Data-mining) dieses Ziel ein bisschen greifbarer macht [
Glucklicherweise lassen sich aber auch schon aus deutlich kleineren
Datenmengen greifbare Ergebnisse und Zusammenhange entschlisseln. Jedoch
ist die Gesamtdatenmenge noch weit von der Simulation einer kompletten Zelle
entfernt. Bei gegenwartiger Technik wird diese kritische Datenmenge zur

Simulation einer Zelle erst Ende dieses Jahrhundert erreicht werden £8371,

1.2 Mikroarrays

Ein Mikroarray ist nach gangiger Definition die regelmafllige Anordnung und
Zuordnung von chemischen Verbindungen zum Zwecke der Detektion einer
Wechselwirkung oder des Nachweises einer chemischen Zielverbindung.
Entsprechend der Zielverbindungen wird das Array benannt.

Heutzutage haben sich vor allem DNA-Mikroarrays B%*% durchgesetzt, die als

etablierte Technologie zum Verstandnis elementarer Zusammenhange in der Zelle
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gelten, durchgesetzt. Um entsprechend grof3e Datenmengen mit entsprechend
kleinen Probenvolumina zu generieren, wurde seit Jahren extrem auf
Miniaturisierung in diesem Bereich hingearbeitet. Der Marktfliihrer und Patenthalter
der photolithographischen Mikroarray-Herstellung lieferte 2002 minimale
Strukturgrolen um 20 pm bei einer maximalen Dichte von 250.000
unterschiedlichen DNA-Sequenzen pro cm? und 25.000 DNA-Molekiilen pro pm?
“1 Diese Glanzleistung wurde bis dato beim humanen 2000k-Chip von Affymetrix
auf 10 ym Strukturbreite und insgesamt 2,1 Millionen unterschiedlichen DNA-
Sequenzen optimiert. Die Strukturdichte konnte dabei auf ca. 400.000 Sequenzen
pro cm? und 8 pym Strukturbreite erhdht werden, was 2 Millionen DNA-Strange
jeder einzelnen Sequenz entspricht 1243,

Alternativ sind auch einige Tausende kurze Oligonukleotide oder cDNA mit einem
Nanoplotter meist in kreisformigen Spots in einer rechteckigen Anordnung mit
Spot- zu Spotmittelpunkt von ca. 200 um angeordnet, was einer Dichte von 2.000
bis 5.000 unterschiedlicher DNA-Sequenzen pro cm? entspricht 1#44°],
DNA-Molekule binden aufgrund der Wasserstoffbricken aneinander, die sich
zwischen den zugeordneten Basenpaaren bilden. Daher wird bei bekannter
Sequenz der entsprechend komplementare DNA-Strang synthetisiert und
immobilisiert und so die gesuchte Sequenz nachgewiesen. Die
Nachweisgenauigkeit reicht heutzutage problemlos aus, um einzelne
ausgetauschte DNA-Basen in einem 50bp langen DNA-Strang nachzuweisen. Die
Untersuchung eines Einzel-Basenpaar-Austausches (SNPs) stellt zusammen mit
dem mRNA-Profiling, bei dem eine differentielle Expressionsanalyse auf
verschiedene Stimuli untersucht wird, die gangigsten Techniken fur die
Anwendung von DNA-Arrays dar 16481,

Da in der Zwischenzeit ausreichend ,gesunde“ und ,kranke® Gensequenzen
bekannt sind, konnen beide Analysenmethoden verwendet werden, um
Gendefekte oder entsprechende Veranlagungen aufzudecken 71,

Die 2-Farb-Methode erlaubt die Untersuchung von zwei Zellzustanden und man
erhalt daraus die Information iber Gene " die im Vergleich dieser beiden
Zustande up- oder downreguliert wurden, jedoch keine Information Uber die
tatsachliche Proteinmenge oder die Gesamtmenge an mRNA.

Jedoch zeigte sich, dass der Level an mRNA mitunter keine Aussage uber die

aktuelle oder zukiinftige Entwicklung des Proteinpools in der Zelle zulasst P°.

3
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Zudem lasst das Wissen uUber die DNA-Sequenz und damit der
Aminosaurensequenz eines Proteins keine Aussage Uber die Eigenschaften, die
Konzentrationen oder den Aktivierungszustand des entstehenden Proteins zu.
Allerdings liel3 sich zeigen, dass sich mit Hilfe von Mikroarrays ebenfalls ein
Protein-Profiling durchfuhren lasst, das aquivalent zu bisherigen Protemanalysen
ist [51;52]-

Um nun neben der Gesamtheit der Gene (Genom) auch die Gesamtheit der
Proteine (Proteom) zu erfassen, war es unumganglich die ,altere” und langsamere
2D-Gel-Analyse des Proteoms °! durch hochparallele Mikroarrays abzulsen.
Folglich wurden in den letzten Jahren zahllose Ansatze und Methoden entwickelt,
um Protein-Mikroarrays zur Identifizierung, Quantifizierung und Funktionsanalyse
von Proteinen, Proteinwechselwirkungen und Aktivierungszustande einzelner
Proteine nachzuweisen +°71,

Im Gegensatz zu DNA oder RNA, die unabhangig von der Kettenlange und
Sequenz stets gleiche physikochemische Eigenschaften haben, besitzen Proteine
mannigfaltige Eigenschaften, die sowohl von der Sequenz, der GroRe, dem
Ldsungsmittel und dem Aktivierungszustand des Proteins und der Anwesenheit
von Begleitproteinen und Salzen abhangt. Diese strukturelle Vielfalt erschwert die
Entwicklung von Protein-Mikroarrays &%,

Die Heterogenitat der Proteine kommt von der enormen funktionellen und
strukturellen Diversitat der 22 proteinogenen Aminosauren und von den
posttranslationalen Modifikationen dieser Aminosauren. Dabei legt primar die
Aminosaurensequenz eine bestimmte Konformation fest, aber auch die Flexibilitat
des Proteins. Sekundar konnen Begleitproteine oder spezielle enzymatische
Reaktionen das Protein aber auch in unvorhersagbare Konformationen
,verdrehen® und in Nebenenergieminima arretieren (z.B. durch kovalente
Isopeptidbindungen zwischen einem Saureamid eines Glutamins und einer ¢-
Aminogruppe eines Lysins). Solcherlei Modifikationen konnen zwar vorhergesagt
werden, aber die Trefferquote ist noch recht niedrig.

Jedoch bestimmen genau diese Konformationen und auch einzelne Aminosauren
und Modifikationen die Interaktionsbereiche von Proteinen. Diese kdnnen auf
ionische, polare, Van-der-Waals-Wechselwirkungen oder auch nur auf Energie-

und Entropie-Effekten beruhen. Partiell kdnnen sich Proteine auch im Gesamten
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umlagern, um uber mehrere schwach bindende Wechselwirkungen hochaffine
Mega- und Gigakomplexe zu bilden %,

Die Affinitaten von Protein-Protein-Interaktionen kénnen durch dynamische oder
statische posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung oder kovalente
Anbindung von Markerproteinen, Uber einen sehr gro3en dynamischen Bereich
biologisch variiert werden. Diese Dynamik spiegelt die Anpassungsfahigkeit der
Zellen an die Umgebung und die sich stets andernden Umweltbedingungen
wieder.

Bis dato stellen sowohl die unterschiedlichen Eigenschaften der Proteine und der
Modifizierungen, als auch der Mangel an selektiven und spezifischen Fanger- und
Interaktionsmolekilen eine grofRRe Limitierung fur die Protein-Mirkoarrays dar.
Daher ist es notwendig, dass ein Protein-Mikroarray an die zu identifizierenden
Proteine angepasst wird. Allerdings kann man dabei kein Standard-Protokoll wie
im Falle von RNA oder DNA verwenden. Trotzdem bietet die Identifizierung und
Quantifizierung von Wechselwirkungspartnern und die Bestimmung von
Bindungskonstanten ein sehr wirkungsvolles Mittel, um zellulare Vorgange und

Zusammenhange aufzuklaren 46",

1.3 Ekins Theorie der kleinen Strukturen

Roger P. Ekins, der als der Erfinder des Immunoassays bezeichnet werden kann
[62-68] hostulierte Ende der achtziger Jahre seine ,ambient analyte theory* [2%:67:¢8],
Kernpunkt dieser Theorie ist, dass ein Assay, der an einer Oberflache
durchgefuhrt wird, umso sensitiver wird, je kleiner die StrukturgrolRe eines
einzelnen Messpunktes mit einer bestimmten Sorte an Fangermolekilen wird.
Also ein klares Votum flr Miniaturisierung.

Grundsatzlich kann davon ausgegangen werden, dass alle Fangermolekile auf
einer Oberflache mit einer konstanten Flachendichte immobilisiert werden. Auf
unterschiedlich groRen Strukturen bedeutet dies, dass eine unterschiedlich groe
Gesamtmenge an Fangermolekllen vorliegt. Eine kleine Flache (Mikrospot)
enthalt deutlich weniger Fangermolekule als eine entsprechend grofere Flache
(Makrospot). Wird nun ein loslicher Ligand/Analyt zugegeben, so bindet er an das

Fangermolekil. Auf Grund des Massenwirkungsgesetzes ist die Gesamtmenge an
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gebundenem Analyten auf dem Mikrospot kleiner als auf dem Makrospot. Auf den
ersten Blick scheint hier der Makrospot von Vorteil zu sein, aber bei genauer
Betrachtung trigt der Schein.

Durch die Anlagerung des Analyten verringert sich dessen Konzentration in der
Ldsung, Makrospots verringern dementsprechend diese Konzentration starker.
Berucksichtigt man nun diese Konzentrationsverringerung und die Flache, so
erkennt man, dass ein Mikrospot stets pro Flacheneinheit mehr Analytmolekule
einfangt als ein Makrospot. Da die Signalgenerierung meist Uber die Flachendichte
(Analytmolekulle pro Flacheneinheit) erfolgt, heil3t dies, dass ein Mikrospot stets
ein starkeres Signal liefert als ein Makrospot (Abb.1.1). Bei niedrigen Affinitaten
und geringen Konzentrationen ist dieser Effekt besonders stark und die

Flachendichte eines Mikrospots kann ein Vielfaches eines Makrospots betragen

[69;70]
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Abb.1.1: Gesamtsignal und Signaldichte in der ,,Ambient Analyte Theorie*

Fangermolekiile werden auf unterschiedlich grof’e Flachen (Spots) immobilisiert. Bei
gegebener Analytkonzentration (vor Inkubation des Arrays) und einer Assoziations-
konstante K des Analyten zum Fangermolekil nimmt das Gesamtsignal mit der
SpotgréRe zu, aber die Flachendichte stetig ab. Befinden sich im Makrospot einige
100/K Fangermolekiile, so werden nahezu alle Analyten abgefangen und das
Gesamtsignal steigt nicht weiter, jedoch sinkt die FlIachendichte des Analyten stetig.

Im umgekehrten Grenzfall erhéht sich die Flachendichte mit kleinerem Spot deutlich und
ab ca. 0,1/K Fangermolekiile erreicht man ca. 90% der maximalen Flachendichte.
Daher stellen diese 0,1/K ein Optimum zwischen Signalgenerierung und Kleinheit des
Spots dar. Diese Abbildung wurde entsprechend #*% modifiziert.



EINLEITUNG

Hinzu kommt, dass sich das Verhaltnis zwischen Signal auf dem Spot und
Hintergrundsignal durch die Miniaturisierung stetig verbessert. Einzige
Limitierungen dieses Effekts sind die raumlichen und zeitlichen Begrenzungen der
Mikroarrayherstellung und der Signaldetektion. Der Ideal- und Wunschfall ware
eine zeitlich hochaufgeloste Einzelmolekuldetektion. Hiervon ist man derzeit noch
2.000.000 Molekiile " entfernt, jedoch mit der Limitierung, dass man nur eine
Endpunktsbestimmung besitzt und es sich zudem ,nur® um ein DNA-Array mit
vergleichsweise  hoher  Affinitat handelt. Es wurden  miniaturisierte
Ligandenbindungsassays durchgefuhrt, mit denen noch femtomolare Mengen
nachgewiesen werden konnten "% Jeder Schritt, der zu kleineren Strukturen oder

besserer Signalerfassung flhrt, sollte also angestrebt werden.

1.4 Funktioneller Aufbau eines Mikroarrays

Ein Mikroarray besteht aus drei grundlegenden Bestandteilen.

e Dem Immobilisierungsmedium, auf dem die Fangermolekile
immobilisiert werden. Mit der Wahl des Immobilisierungsmediums legt man
zumeist auch die verwendbare Chemie fest, mit der die Fangermolekule auf
der Oberflache fixiert werden.

e Die Fangermolekile, die den Analyten moglichst spezifisch und mit hoher
Affinitat binden sollen. Sie limitieren ebenfalls die verwendbare Chemie, mit
der die Fangermolekile auf dem Immobilisierungsmedium fixiert werden.

e Das Detektionssystem, hierzu zahlen sowohl die Moleklle, die fur die
Signalgenerierung eingesetzt werden, als auch die Apparatur, die dieses
Signal erfasst. Sie kann sowohl zur qualitativen, relativen, als auch zur
quantitativen Detektion eingesetzt werden.

Zur Herstellung und Durchfuhrung eines Mikroarrays bendtigt man noch zwei
weitere Komponenten:

e Eine Ubertragungstechnik, mit der die Fangermolekile auf das
Immobilisierungsmedium dbertragen und dort fixiert werden. Sie muss
gewahrleisten, dass die Fangermolekile am richtigen Ort auf das
Immoblisierungmedium treffen und Kreuzkontaminationen zwischen

verschiedenen Fangermolekuilen verhindert werden.
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Den oder die Analyten, die man nachweisen mochte. Diese liegen zumeist
in einem Gemisch aus verschiedensten Analyten in einer biologischen
Probe vor. Die zu analysierenden Proben enthalten eine Reihe von
Molekulen, die sich als stérend erweisen koénnen, indem sie die
Fangermoleklle inaktivieren, unspezifisch an sie binden oder die

Signalgenerierung verfalschen.

1.4.1 Immobilisierungsmedien fiir Mikroarrays

Als Immobilisierungsmedium wird meist ein Feststoff, in selteneren Fallen auch

eine FlUssigkeit verwendet.

Als Standard haben sich zwei Immobilisierungsmedien durchgesetzt; planare

Oberflachen und beadbasierte Trager.

Bei planaren Tragern werden meist Glas- oder Kunststoffoberflachen so

modifiziert, so dass sie eine entsprechende Chemie zur Immobilisierung der

Fangermolekile aufweisen. Die Fangermolekile werden zuvor synthetisiert und

danach auf den Trager Ubertragen. Folgende Funktionalisierungen werden haufig

verwendet:

Amino-, epoxy-, aldehyd- und carboxy-funktionalisierte sowie
hydrophobe Oberflachen, die uber Silanisierung hergestellt werden. Auf
diese Trager kdonnen die Fangermoleklle kovalent oder Uber Absorption
gebunden werden. Die Absorption etabliert sich dabei Uber unspezifische,
als auch Uber spezifische, wie ionische oder hydrophobe
Wechselwirkungen.

Hydrogele und matrixgestitzte Trager werden mit einem kovalent
gebundenen, einigen ym dicken Polymer uberschichtet. Der Polymerfilm
nimmt die Fangermolekule auf. Durch Absorption verbleiben diese im
Trager.

SPOT-Trager, sind meist porése Membranen aus synthetischen
Kunststoffen oder Zellulose """2. Auf diesen Membranen werden die
Fangermoleklle direkt mittels SPOT-Technik synthetisiert und bleiben

kovalent angebunden. Bei der SPOT-Technik werden die
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Synthesechemikalien auf jeden Spot einzeln aufpipettiert und man erhalt so
unzahlige, unterschiedliche Fangermolekile. Die einige hundert um
durchmessenden Spots sind aufgrund des Herstellungsverfahrens stets
rund und am Rand des Spots kann eine vollstandige Synthese des
Fangermolekuls nicht gewahrleistet werden.

¢ Photolithographische Trager sind solide Glas- oder Kunststofftrager, auf
denen mittels Halbleitertechnologie die Fangermolekile synthetisiert

n 378 Mittels Photolithographie ist es mdglich, jede beliebige

werde
Strukturform mit einer Genauigkeit unter einem pm herzustellen. Dieses

Verfahren ist jedoch zeitaufwandig und teuer.

Planare Trager werden zumeist mit einem Scanner ausgelesen, der im

prinzipiellen Aufbau einem Mikroskop entspricht.

Bei beadbasierten Trigern ""®" werden kleine, wenige hundert Mikrometer
durchmessende Kugelchen (Beads) verwendet. Diese Beads bestehen meist aus
einem Polymer oder einem Polymergemisch. Einige Beads werden auch kunstvoll
aus mehreren Schichten Polymer aufgebaut, die jeweils die Eigenschaften der
Beads und chemischen Modifikationen definieren. Wahrend dieses Aufbaus
konnen auch verschiedene Mengen und Arten an Fluorophoren copolymerisiert
werden, was spater als Detektionssystem verwendet wird. Kommerziell erhaltlich
sind auch Beads, die Barcodes oder magnetische Materialien im Kern enthalten.

Beads konnen entweder fur die direkte Synthese der Fangermolekulle verwendet
werden, oder sie werden wie die planaren Trager modifiziert und die

Fangermoleklle darauf immobilisiert.

1.4.2 Fangermolekiile

Als Fangermolekul kann prinzipiell jedes Moleklul verwendet werden. Fur eine
entsprechende spatere Signalgenerierung ist es jedoch notwendig, dass dieses
Fangermolekll moglichst spezifisch und mit moglichst hoher Affinitat an den
Analyten bindet. Man teilt die Fangermolekuile nach ihren chemischen Monomeren

ein.
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10

DNA wird zumeist als synthetische Oligomere (12- bis 60-mer) oder in
Form von cDNA verwendet ®2. Die DNA dient als Fangermolekile fiir
andere DNA-Strange oder mRNA und liefert damit wertvolle Information

83 Das

uber Gene, Verwandtschaftsverhaltnisse und Mutationen
Desoxyribose-phosphat-Ruckgrat der DNA ist stark positiv geladen und
kann daher z.B. mit negativ geladenen Proteinen unspezifisch reagieren.

Proteine und Peptide bestehen aus Aminosauren und verfligen durch
deren mannigfaltige Eigenschaften Uber ein riesiges Spektrum an
Eigenschaften . Daher kénnen sie ebenso vielfiltig als Fanger eingesetzt
werden 48588 gje wurden als Fangermolekiile fiir Proteine %% DNA B,
Lipide 7 Oligosaccharide 2, zur Identifikation von Enzym-Substrat-
Interaktionen ®¥ aber auch fiir die Feststellung der Wechselwirkung
zwischen niedermolekularen Verbindungen und Proteinen ***4 verwendet.
Daher bietet die Gruppe der Proteine und Peptide das groflite Potential, was
auch gleichzeitig die groRte Restriktion darstellt. Durch die mannigfaltigen
Eigenschaften kann nahezu jegliche Struktur hergestellt werden. Jedoch
sorgen diese flexiblen Strukturen auch fur viele unspezifische
Wechselwirkungen und ,anspruchsvolle* Umgebungsbedingungen flr
Lagerung und Anwendung von Proteinen. Weniger anspruchsvoll sind
dahingegen Peptide, die zumeist synthetisch sind und auch langer und
einfacher gelagert werden kdnnen und Ublicherweise nicht denaturieren.

Antikorper sind biologischen Ursprungs und von Natur aus darauf
spezifiziert ein bestimmtes Antigen und damit ein bestimmtes Merkmal
eines Liganden zu erkennen. Sie stellen wohl die Fangermolekuile mit
hochster Spezifitit und Affinitat dar °°°®. Allerdings sind sie deutlich
aufwandiger zu gewinnen. Man unterscheidet zwischen polyklonalen und
monoklonalen Antikérpern. Polyklonale Antikérper (pAb) werden aus
Blutseren gewonnen, bei denen der meist tierische Spender zuvor mit dem
entsprechenden Antigen/Analyten geimpft wurde. Die darauf folgende
Immunreaktion erzeugt ein polyklonales Gemisch aus Antikdrpern gegen
den Analyten. Monoklonale Antikérper (mAb) sind ein wichtiges
diagnostisches Werkzeug, auf denen nahezu alle medizinischen Nachweise

wie beispielsweise Schwangerschafts- und Drogentests beruhen. Sie
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werden in gleichbleibender Qualitat meist aus kontinuierlicher Kultivierung
von Hybridomzelllinien gewonnen und zeigen gleichbleibende Affinitat und
Spezifitat. Zumeist werden, sofern erhaltlich oder vorhanden, monoklonale
Antikérper fiir Mikroarrays eingesetzt %"l Da die klassische Erzeugung
monoklonaler Hybridome sehr zeitintensiv und aufwandig ist, wurden in den
letzten Jahren Methoden zur schnelleren Erzeugung und Identifizierung
hochaffiner Antikérper oder antikorperartiger Komplexe entwickelt, wie
beispielsweise Affibodies 9! Lipocaline "°? oder Antikérper-Phagen-
oder Ribosomen-Displays """"% Bei der Lagerung von Antikdrpern kann
es schnell zu einer Denaturierung und damit zu einem Verlust an
Funktionalitdt kommen. Jedoch zeigten sie nur geringe unspezifische
Wechselwirkungen und sie sind trotz der aufwandigen Gewinnung ein
wertvolles Werkzeug in der Analytik.

(%% mit  einer

Niedermolekulare Binder sind kleine Molekule
Molekularmasse von ublicherweise unter 1000 D. Sie werden zumeist auf
Bindung mit Proteinen getestet %1% und haben das Potential, als
pharmazeutisch aktive Verbindundungen zu wirken, indem sie die Aktivitat
und Spezifitdt eines Proteins, Rezeptors oder Enzyms modifizieren. Diese
,Small molecules® konnen mittels kombinatorischer Chemie schnell, mit
vielfaltigen chemischen Eigenschaften und in groReren Mengen hergestellt
werden. Aufgrund ihrer kleinen molekularen Masse werden sie haufig direkt
von den Zellen aufgenommen, ohne modifiziert oder verdaut zu werden.
Kleine Moleklle (small molecules) sind lagerstabil. Jedoch kann die
Immobilisierung zu einer Veranderung der Eigenschaften fuhren, was zu
negativen oder falsch positiven Einstufungen der Wirksamkeit der kleinen
Molekiilen fiihren kann ©3107-110],

Substrate sind bereits bekannte oder potentielle Interaktionspartner eines
Enzyms. Hierbei werden madglichst substrat-ahnliche Moleklle verwendet
und man fuhrt ein so genanntes ,Profiling“ durch. Hierdurch erfahrt man,
welche Verbindungen als Substrate dienen kdnnen und wie spezifisch die
Enzyme reagieren, sowie welche Substratklassen vom Enzym akzeptiert

werden [89;95;111]-

11
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1.4.3 Ubertragungssystem

Das Ubertragungssystem soll gewahrleisten, dass die Fangermolekiile auf der

Oberflache immobilisiert werden. Generell gibt es zwei grundsatzliche Methoden:

In der ersten werden die Fangermolekile vor Ort synthetisiert und nicht

ubertragen, in der zweiten dagegen findet die Synthese vorgelagert statt und man

muss die Fangermolekule ortsaufgeldst deponieren.

12

Bei einem SPOT-Array werden die Fangermolekile an dem Ort
synthetisiert, an dem sie spater auch fur die Bindungsmessung eingesetzt
werden. Meist handelt es sich dabei um polymere Molekule, die durch sich
wiederholende Aufbauzyklen Stick fur Stuck verlangert werden. Die
entsprechenden Chemikalien werden dabei mit einem Printing- bzw.
Plotter-System, das einem Drucker entspricht, an Ort und Stelle deponiert.
Die erhaltenen Spots sind zwischen 300 yum und 1 mm grof3, wodurch man
bis zu 500 Spots pro cm? erreicht 72,

Bei der Festphasen-Synthese [''%'®! werden die Fangermolekiile auf
Polymerkugeln (Beads mit einigen hundert ym Durchmesser) synthetisiert.
Diese Beads werden fur die Synthese mit der jeweiligen Reaktionslosung
Uberschichtet. Nach dem Reaktionsschritt wird die Losung durch Abfiltrieren
entfernt.  Durch  Vermischen der Beads aus verscheidenen
Reaktionsgefallen mit unterschiedlcihnen Reaktionsschritten ist es moglich,
dass auf jedem Bead eine einzige Sorte an Fangermolekilen synthetisiert
wird. Ublicherweise werden diese Féngermolekille dann abgespalten und

aufgereinigt. Bei einem Bead-Array [''

werden die Beads gleich mit dem
Analyten inkubiert und auf Bindung untersucht. Man ist bei diesem System
nur durch die Zahl der Beads begrenzt und unterliegt so gesehen keiner
Flachenlimitierung wie bei anderen Arrays.

Bei geplotteten Mikroarrays werden die Fangermolekiile ¥*'" mittels
eines Nanopipettier-Roboters bzw. eines Nanoplotters auf die Oberflache
»-abgesetzt®. Hierfur sind die Fangermolekule zuvor synthetisiert worden und
befinden sich in einer Lésung, die vom Nanopipettier-Roboter entnommen
und auf die Oberflache abgegeben wird. Die erhaltenen StrukturgroRen
liegen im Bereich um 100 bis 200 ym und man erhalt so bis zu 2.000

verschiedene Fangermolekiil-Spots pro cm?.



EINLEITUNG

e Lithographische Mikroarrays [''®''® \werden durch optisch spaltbare
Schutzgruppen zuganglich. Die Fangermolekule werden Schritt fur Schritt
vor Ort auf der Oberflache aufgebaut. Die lithographischen Schritte sind
zwar bis in den Submikrometerbereich strukturgenau, aber ebenfalls zeit-
und kostenaufwandig. Auch bei diesem Arraytyp werden die
Fangermoleklle als Polymere zyklisch aufgebaut. Ein Schritt dabei ist
jeweils von lithographischer Natur, der die Struktur aufbaut. Man erreicht
heute minimal 2 um Strukturbreite und kommerzielle DNA-Chips besitzen
eine Dichte von {ber 500.000 unterschiedlichen Sequenzen pro cm?.

Die Herstellung oder die Deponierung der Verbindungen vor Ort ist sehr
zeitaufwandig und nimmt mindestens linear mit der Zahl der verwendeten
Verbindungen zu. Eine Reduktion dieser limitierenden ,Herstellungszeit® wird

derzeit angestrebt.

1.4.4 Detektionssysteme

Als Detektionssystem kann jede physikalische Messgrofie verwendet werden, die
sich wahrend der Bindung andert oder die Eigenschaften des Systems selbst
beeinflusst. Generell sind dies elektrische, optische, magnetische oder thermale
Anderungen. Im Bereich der optischen Anderungen sind die meisten Methoden zu
finden. Einige Methoden nutzen dabei auch die Kombination verschiedener
Eigenschaftsanderungen.

e Farbmarkierung entsteht durch die Anbindung eines gefarbten Molekdls
an den Analyten oder Anderung der optischen Eigenschaften durch
Anlagerung des Analyten an das Fangermolekil. Die entsprechende
Farbanderung wird optisch nachgewiesen und ist proportional zur Menge
an gebundenem Analyten.

e Fluoreszenz ist eine Farbmarkierungstechnik 19 bei der ein
angebundener Farbstoff mit einer bestimmten Wellenlange angeregt wird
und eine rot-verschobene Wellenlange abgegeben wird. Diese Methode ist
die am haufigsten eingesetzte Methode und kann parallel mit mehreren
Fluoreszenzfarbstoffen durchgefuhrt werden. Man kann weiterhin eine

Verstarkung (Enhancing) oder Ausloschung (Quenching) der Fluoreszenz

13
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durch raumliche Nahe zwischen Fangermolekidl und Analyt erzielen.
Weiterhin kann man durch raumlicher Nahe, so eine Farbverschiebung
oder auch eine Energieubertragung von einem Fluorophor zum anderen

erzeugen (FRET) [120-12%],

Der Immunosorbent Assay [126]

wird in mehrere Untergruppen eingeteilt.
Generell weist man die Anbindung des Analyten durch eine weitere
Anbindung eines zweiten Fangermolekuls nach. Dieses bindet den
Analyten an einer anderen Stelle als das erste Fangermolekil, das auf der
Oberflache immobilisiert wurde. Meist ist dieses zweite Fangermolekil ein
Antikorper, durch den die Detektion ermdglicht. Ist dieser Antikorper
radioaktiv markiert, so spricht man von einem radioaktiven Immunoassay
(RIA). Enthalt er einen Metallkomplex oder —partikel, dann handelt es sich
um einen metallographischen Immunoassay (MIA). Heutzutage wird
hauptsachlich der ,Enzym-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)
verwendet. Fur diese Durchfuhrung wird an den detektierenden zweiten
Antikdrper ein Enzym angehangt, das durch die Umsetzung seines
Substrats, meist zu einem Farbstoff, eine Verstarkung des Signals erzeugt.
Hierdurch stellt der Immunoassay eine Verstarkung anderer Methoden dar.

Das Evaneszente Feld ['271%8

ist eine quantenmechanische, elektro-
optische Eigenschaft einer Oberflache oder eines Phasenlbergangs.
Dieses Feld befindet sich in nachster Nahe zur Oberflache (wenige pm) und
die Signalgenerierung nimmt exponentiell mit dem Abstand zur Oberflache
ab. Lagert sich ein Analyt an diese Oberflache an, so wird sich auch das
Evaneszente Feld andern. Mehrere Methoden um diese Feldeigenschaft
auszumessen, werden heute verwendet. Hierzu zahlen die von Biacore
kommerzialisierte Surface Plasmon Resonanz (SPR) bei der die
Winkelanderung von reflektiertem polarisiertem Licht an der Phasengrenze
vermessen wird. Bei der Reflektometrischen Interferenz Spektroskopie
(RIfS) %1 verschieben sich Interferenzmaxima und —minima durch
Anlagerung. Weitere Methoden in diesem Bereich sind unter anderem die
»~Abgeschwachte Totalreflexion Fourier Transformation Infrarot Spektro-
skopie* (ATR-FTIR) "* und Lichtfaser-Spektroskopie "33,
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e Die Erfassung elektrische Eigenschaften, wie beispielsweise die
Leitfahigkeit, ['**"%® in einer Mikrofluidik-Kammern oder auf Mikrochips,
finden aber kaum Einsatz, da viele Biomolekiile nicht elektrisch leitend sind.
Haufiger wird diese Eigenschaft zur Ermittlung des pH-Wertes verwendet.

e Warmetonung ist das Freiwerden oder Verbrauchen von Warme wahrend

der Bindung !"3¢1%7]

. Diese Methode findet meist zur Bestimmung von
Bindungskonstanten ihre Anwendung. Jede Zugabe des Analyten erzeugt
oder verbraucht eine gewisse Menge an Warme. Durch wiederholte Zugabe
des Analyten verandert sich diese Warmemenge, da aufgrund des
chemischen Gleichgewichts nicht mehr alle Analyten regieren, und erlaubt
so einen Ruckschluss Uber die Bindung.

e Raumliche Ausdehnung kann beispielweise mit Raster-Kraftmikroskopie
(AFM), Raster-Tunnelmikroskopie (STM) oder Elektronenmikroskopie
(SEM) vermessen werden.

Es stehen heutzutage noch viele weitere Methoden zur Verfligung, diese beruhen

aber zumeist auf den oben genannten Prinzipien oder sind davon abgeleitet.

Hiervon abzuheben sind biologische ,Detektionssysteme”. Meist wird hierbei die
Wirkung eines Molekils durch Auslesen einer Farbung (beispielsweise induziertes
GFP), durch Detektion der Uberlebensrate von Zellen oder durch den Nachweis
von Molekllen, die Zellen auf ein Signal hin absondern, Uberpruft. Hierbei
verwendet man die Zellen sozusagen als Mittler fur die Detektion und erstellt eine
biologische Konzentrations-Wirkungsbeziehung. Die eigentliche Detektion erfolgt

jedoch nach den oben genannten Prinzipien.

1.5 Zwei-Komponenten-Assays

Zu Beginn des Kapitels wurden Ein-Komponenten-Assays beschrieben, bei denen
man die direkte molekulare Wechselwirkung Uber Mikroarrays feststellen und so
Wirkstoffe identifizieren kann. Besitzt man nun die Kenntnis Uber die Wirkung
zweier verschiedener Verbindungen, so kann man nicht vorhersagen, wie sie
gemeinsam wirken und welche gegenseitige Wechselwirkung sie verursachen.

Hierfur sind weitere biologische Tests notwendig.

15
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Bei einem Zwei-Komponenten-Assay handelt es sich um das gleichzeitige
Austesten und/oder Titrieren von zwei biologisch aktiven Komponenten auf
kombinierte Wirkung %31 Hierbei will man feststellen, ob durch die Kombination
zweier verschiedener Wirkstoffe eine verstarkende, abschwachende oder
veranderte Wirkung auftritt. Gleichzeitig kann man feststellen, ob ein
Wirkungsminimum oder -maximum existiert. Dies ist auch fir die pharmazeutische
Industrie von Interesse sein, um Nebenwirkungen und Kreuzreaktionen
verschiedener Medikamente festzustellen oder die optimale Mischung eines
Kombinationswirkstoffes festzulegen.

In  einem Dbiologischen Test bendtigt man fir die Konzentrations-
Wirkungsbeziehung eines Wirkstoffs zwischen 7 und 10 Messpunkte. Fur die
Kombination mit einem weiteren Wirkstoff bendtigt man dementsprechend schon
49 bis 100 Messpunkte.

Pro Messpunkt werden flr einen biologischen Test mindestens 3 Pipettierschritte
(Vorlage der Zellen, Zugabe des ersten Wirkstoffes, Zugabe des zweiten
Wirkstoffes) bendtigt. Damit bendtigt man bis zu 300 Pipettierschritte, um von 2
Wirkstoffen die Konzentrations-Wirkungsbeziehung festzustellen. Will man nun
beispielsweise 50.000 Wirkstoffe in Kombination miteinander testen, so wiurde
man schon 2,5 Milliarden Tests benotigen, was einer knappen Billiarde
Pipettierschritte entsprechen wuirde. Bisher setzt man bei der ,Losung” dieses
Problems auf Automatisierung mittels Roboter und Miniaturisierung mittels
Mikrotiterplatten. So konnte bisher der Verbrauch an Materialien und Wirkstoffen,
aber nicht an Prozessschritten, verringert werden.

Es ist daher dringend notwendig diese enorme Zahl der Manipulationsschritte zu

minimieren.

1.6 Ubiquitin

Ubiquitin ist ein kleines, 8,6 kD schweres Protein ['*?!, das in allen Eukaryonten zu
finden ist. Es spielt eine zentrale Rolle in einer Vielzahl von Zellregulierungszyklen
und der Proteinhomoostase (genauere Ausfuhrung siehe Kapitel 3.6).

Durch die kovalente Anbindung von Ubiquitin an ein Protein wird dieses Protein

zum Abbau im 26S Proteasom markiert. Wird das Ubiquitin, durch weitere

16
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Anbindung von Ubiquitin zu einem Polyubiquitin erweitert, dann wird das markierte
Protein abgebaut. Der Abbau dient sowohl dem Recycling von Aminosauren als
auch dem Entsorgen ,alter” Proteine und es dient auch zur Beladung der MHC-I-
Molekule, um eine Immunerkennung zu gewahrleisten. Die Menge an
ubiquitinylierten Proteinen ist also ein Mal® fur den zukunftigen Abbau dieser
Proteine ['®'7],

Zusammen mit den Ergebnissen von mRNA-Arrays, die ein Malstab fur den
Aufbau von Proteinen sind, und der Proteomanalyse, die ein Malistab fur den
Proteinbestand ist, ist die Kenntnis des Ubiquitinylierungsgrades, der ein Malistab
fur den Abbau darstellt, kann man letztendlich eine Prognose der Entwicklung des
Proteinpools aufstellen. Mathematisch ausgedriickt, stellt eine Proteomanalyse

den Funktionswert c(r) dar. Die mRNA-Analyse liefert die relative Erhdhung
+ Ac(t) und die Analyse des Ubiquitins die relative Verringerung —Ac(z). Somit
erhalt man die relative Anderung Ac(¢), die der Steigung entspricht (Abb.1.2). Aus

derselben Information kann so eine wesentlich bessere Prognose uber die

zuklnftige Proteinmengen erhalten werden.
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Abb.1.2: Kenntnis nomineller AnderungsgréBen und Vorhersage des Kurvenverlaufs

Durch die Kenntnis des Nominalwertes (a) einer Funktion c(t) besitzt man nur einige
Punkte, die man zu einer Kurve verbinden kann. Man geht dabei aber das
unkalkulierbare Risiko ein, das Verhalten der Kurve falsch zu interpretieren.

Bei zusétzlicher Kenntnis der relativen Anderung (b) eines Nominalwertes erhalt man
Uber die Anderung Ac(t) sowohl die Steigungen (griin) als auch eine Abschéatzung
(unterbrochenes blau) Uber die Zuverlassigkeit der Kurve. Somit kann man mit
denselben Messwerten (a) einen deutlich anderen Kurvenverlauf (b) erhalten.

17
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Bisher war es nicht mdglich, Antikorper mit hoher Affinitat gegen Ubiquitin zu
erzeugen. Dies ist durch seine Funktionalitat im Proteinabbau bedingt. Sollte eine
Zelle Antikorper gegen Ubiquitin produzieren, so wird dies unweigerlich ihre
Proteinhomoostase storen und zum Absterben der Zelle selbst fuhren. Bisherige
Antikorper gegen Ubiquitin wurden mittels Phage-Display erzeugt und besitzen
eine recht geringe Affinitat im mittleren mikromolaren Bereich. Aufgrund der
niederen Affinitat ist es mit den bisherigen gelabelten Antikérpern nicht moglich,
Ubiquitin hinreichend quantitativ zu detektieren und damit Informationen Uber den
Ubiquitinylierungsstatus des Proteinpools zu erhalten.

Man weil} heute, dass Ubiquitin in allen Lebewesen die Regulierung des
Proteinabbaus und der Proteinhomdostase steuert und daher bei der Entwicklung
vieler degenerativer Krankheiten wie bestimmten Formen von Alzheimer,
Parkinson oder dem Huntington-Syndrom eine entscheidende Rolle spielt. Eine
Beteiligung von Ubiquitin wird bei nahezu allen Krankheiten, bei denen die
Proteinhomdostase aus den Fugen gerit, angenommen %8 \Weiterhin spielt
Ubiquitin eine zentrale Rolle bei der Antigenprasentation durch MHC-Klasse |, da
nur ubiquitinylierte Proteine durch das Proteasom abgebaut werden 49159,

Daher sind hochaffine Binder flr Ubiquitin, sowohl flir die Diagnostik als auch fur
die Forschung von hohem wissenschaftlichem und wirtschaftlichem Interesse. Ein
hohes Potential fur die Entwicklung solcher Ubiquitinbinder bieten sowohl die
Untersuchung von kombinatorischen Verbindungskollektionen als auch das
rationale Design von Strukturanaloga zu natlrlichen Bindern und zu den

Interaktionspartnern von Ubiquitin.
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2 Zielsetzung

In der vorliegenden Doktorarbeit sollen drei unterschiedliche Verfahren zur

Detektion und Auffindung molekularer Interaktionen untersucht werden.

2.1 LIPODOTs + Statistische Mikroarrays = LIPODOT-Array

Die organische Synthese von Verbindungen an fester Phase oder polymeren
Tragern ermoglicht in kurzer Zeit die Synthese Millionen unterschiedlichster
Verbindungen. Jedoch erforderte bisher z.B. die Herstellung von Mikroarrays aus
diesen Verbindungen erheblich mehr Zeit als die Synthese der Verbindungen. Zur
Ubertragung von einer Million Verbindungen mittels eines Nanopipettier-Roboter,
der Uber einen 96-Pinhead Druckkopf verfugt, benotigt man bei einer utopisch
kurzen Ubertragungszeit von 96 (ibertragenen Verbindungen pro Sekunde noch
knapp 3 Stunden pro Mikroarray. Dabei musste eine Mikrotiterplatte pro Sekunde
transferiert werden, was bei den handelstblichen Abstanden zwischen den
Lagerplatten fir die Verbindungen und den zu pipettierenden Mikroarrays
bedeuten wurde, dass die Roboterarme mit Uber 30 km/h hantieren mussten und
man innerhalb von drei Stunden Uber zehntausend 96-Well-Mikrotiter Platten (Uber
500 kg!) transportieren musste.

Ublicherweise betragt die kommerzielle Herstellungszeit dieser Arrays einige
Wochen. Bisher wurden Arrays mit mehr als 1.000.000 Verbindungen nur mit DNA
hergestellt. Es gilt bei allen bisherigen Verfahren, dass die Ubertragungszeit
mindestens linear mit der Zahl der zu Ubertragenden Verbindungen wachst.
Deswegen wird hier die Entwicklung einer Methode beschrieben, die in ihrem
Zeitbedarf unabhangig von der Zahl der zu ubertragenden Verbindungen ist.
Zudem soll es damit mdglich sein, innerhalb kirzester Zeit mehrere Kopien eines
Arrays herzustellen.

Die Ubertragung soll unabhangig von der chemischen Natur der Verbindungen
sein  und moglichst kleine StrukturgroBen und damit mdoglichst hohe
Packungsdichten erlauben. Es wird die Ubertragung von einer Million
unterschiedlicher Verbindungen angestrebt. Zudem soll ein Verankerungssystem

zur Anbindung der ubertragenen Verbindungen entwickelt werden, das mit dem

19



ZIELSETZUNG

Ubertragungsprinzip vereinbar ist und das eine mdglichst geringe Wechselwirkung
mit biologischen Proben zeigt.

Insgesamt soll eine Technik verfugbar sein, die es ermdglicht eine beliebige
Anzahl von auf Tragerharzen synthetisierten Verbindungen in kirzester Zeit auf
eine assaytaugliche Oberflache zu Ubertragen, also ein Array zu erzeugen, und
dort molekulare Interaktionen mit einem gegebenen Liganden Assay zu
untersuchen. Dabei kann es sich sowohl um Bindungs-, Kompetitions- oder

Substratmessungen handeln.

2.2 Diffusionsassay und 2D-Gradienten

Im Rahmen dieser weiteren Aufgabenstellung ist auch ein Assay flr
Kombinationswirkstoffe entwickelt worden, der mit moglichst wenigen Arbeits- und
Pipettierschritten dieselbe oder eine hohere Informationsmenge im Vergleich zu
einer Mikrotiterplatte generiert.

In diesem Zusammenhang soll die zeitgleiche Wirkung zweier Molekule auf Zellen
in einem Zwei-Komponenten-Assay in Form eines zellularen Interleukin-8-ELISAs
untersucht werden. Der Assay und die Apparaturen sollen zellkompatibel sein.
Weiterhin sollen Standard-Techniken aus der Immunologie und Zellkultur
integrierbar und/oder parallel anwendbar sein. Dieser Zwei-Komponenten-Assay
soll kalibrierbar und mit Standard-Techniken wie Mikroskopie auslesbar sein.
Insgesamt ist eine Vergleichbarkeit zu bisher bestehenden Techniken zu
gewabhrleisten, jedoch mit dem klaren Vorteil, dass die bendtigten

Prozessierungsschritte deutlich reduziert sind.

2.3 Neue Ubiquitin-Liganden

Eine weitere Aufgabenstellung ist die Suche nach neuen Ubiquitin-Liganden. Eine
kleine Kollektion an Peptiden wird anhand von Kristallstrukturen Ubiquitin-
interagierender Proteine abgeleitet.

Dieses Verfahren, bei dem nur eine kleine Anzahl an Verbindungen erzeugt wird,
erganzt die geplanten Array-Entwicklungen, die Uber eine grol’e Zahl an

Verbindungen eine molekulare Interaktion nachweisen will. Im Gegensatz zum
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Array sind hier jedoch ,bindende“ Strukturen bekannt, die als Grundlage fir die
Entwicklung neuer Binder dienen.

Von den abgeleiteten Peptiden sollen Ubiquitinbinder identifiziert und wenn
mdglich auf hohe Affinitat optimiert werden. Als Idealfall wird die Herstellung eines

Affinitatsharzes angestrebt.

21



ALLGEMEINE GRUNDLAGEN

3 Allgemeine Grundlagen

Im Folgenden sollen die technischen, chemischen und biochemischen Grundlagen
vermittelt werden, die entweder zum tieferen Verstandnis des Hintergrundes
beitragen, spater Verwendung finden oder den gegenwartigen Stand der Technik

aufzeigen.

3.1 Immobilisierungstrategien

Zur  Generierung  von Mikroarrays  fur  hochparallele molekulare
Interaktionsmessungen ist es unumganglich einen Interaktionspartner auf der
Oberflache zu immobilisieren.

Far die Immobilisierung gibt es zwei grund- und gegensatzliche Strategien.
Entweder werden die Liganden als Vor-Ort-Synthese direkt auf der Oberflache
synthetisiert, wie bei der Photolithographischen Synthese oder der SPOT-
Synthese, und sind damit schon direkt immobilisiert oder sie werden nach der
Synthese auf die Oberflache transferiert (Nanoplotting, Softlithographisches
Printing etc.) und dort immobilisiert. FUr diese nachtragliche Immobilisierung gibt
es sehr viele verschiedene Methoden.

Biologische Extrakte oder einzelne Proteine koénnen bisher noch nicht
ortsaufgelost parallel synthetisiert werden und mussen daher nach der

Aufreinigung auf die Oberflache Ubertragen und immobilisiert werden.

3.1.1 Techniken zur Immobilisierung

3.1.1.1 Photolithographische Synthese

Eine der ersten Vor-Ort-Synthesen ist die von Affymetrix patentierte Synthese ['"®
von DNA mittels Photolithographie. Andere Synthesen, bei denen meist lineare
Molekule aufgebaut werden, wurden mit dieser Technik in der Zwischenzeit
ebenfalls etabliert.

Unabhangig von den Bausteinen ist die Synthesestrategie stets identisch
(Abb.3.1). Auf einen planaren Trager wird eine Grundfunktionalitat wie eine

Amino- oder Carboxygruppe aufgebracht (Abb.3.1a). Diese wird durch eine
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lichtspaltbare (photolytische) Schutzgruppe zunéachst blockiert (Abb.3.1b). In
einem photolithographischen Prozess, der ursprunglich aus der Halbleiterphysik
stammt, werden einzelne Strukturen belichtet und dadurch die Schutzgruppe dort
abgespalten (Abb.3.1c). In einem folgenden Kupplungsschritt wird ein Baustein an
die freigesetzten funktionellen Gruppen kovalent gebunden (Abb.3.1d). Der
Baustein enthalt dieselbe photolytische Schutzgruppe, die auch zur Inaktivierung
der Oberflache eingesetzt wurde. Wieder wird in einem photolithographischen
Prozess die Oberflache belichtet, dadurch die Schutzgruppe abgespalten
(Abb.3.1€) und erneut ein Baustein angebunden (Abb.3.1f). Dieser Zyklus wird
stetig mit jeweils unterschiedlichen Belichtungsmasken wiederholt. So entsteht in
jeder Belichtungszone ein anderer Oligomer (Abb.3.1g). Heute liegt die Effizienz
eines Belichtungs-Kupplungszyklus bei 99,6% fur DNA und ermdglicht so auf
einem DNA-Array Oligomere bis zu 60 Basenpaaren mit einer Reinheit von 80%.
Mit der Lange und der Anzahl der erzeugten Polymere wachst auch der Zeitbedarf

fur die Herstellung der DNA-Arrays.

Abb.3.1: Durchfiihrung einer photolithographischen Synthese

Ein planarer Trager (a) verflugt Uber eine funktionelle Gruppe. Diese wird durch eine
photolytische Schutzgruppe inaktiviert (b). Im eigentlichen photolithografischen Schritt
werden einzelne Bereiche belichtet (gelber Strahl) und dort die Schutzgruppe
abgespalten (c). Ein Baustein wird angekuppelt (d), der ebenfalls Uiber die photolytische
Gruppe verfiigt. Durch zyklisches Belichten unterschiedlicher Zonen der Oberflache (e)
und erneuter Kupplung eines Bausteins (f) entstehen in den einzelnen Zonen Oligomere
mit unterschiedlichem Aufbau und unterschiedlicher Lange (g).
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Auf diese Weise kénnen Strukturen von minimal 10 ym Kantenlange erzeugt
werden. Allerdings ist diese Methode mit einem hohen technischen Aufwand
verbunden, der nahezu an die Herstellung eines Mikrochips heranreicht. Zur
Herstellung eines DNA-Chips mit 60mer Oligomeren sind mindestens 240

photolithographische Masken fir die Belichtungsschritte notwendig. Man kdnnte
aber auf diese Art und Weise 1,33-10°° unterschiedliche Sequenzen erzeugen. Fir
einen Pentium 5 Chip bendtigte man etwa 200 Masken.

Theoretisch kénnte man mit 240 Masken ein Peptidarray mit 4,10-10"

Dodecapeptiden herstellen. Jedoch unterbindet die chemische Diversitat der
Aminosauren mit zunehmender Peptidlange einerseits eine ausreichende
Kupplungseffizienz und andererseits die Effizienz einer lichtinitierten Abspaltung
einer Schutzgruppe. Hierdurch werden ,Fehlsequenzen® mit zunehmender
Peptidlange wahrscheinlicher und es entsteht nicht das gewlnschte Produkt.
Somit bleibt die Photolithographische Synthese der Herstellung von DNA-Arrays
vorbehalten.

3.1.1.2 SPOT-Synthese

Die von Ronald Franken entwickelte SPOT-Synthese ist eine Festphasen-
synthese "% die eine Membran als Festphase verwendet, auf der parallel
unterschiedliche Interaktionspartner aufgebaut werden koénnen. Mittels eines
Pipettier-Roboters werden verschiedene Chemikalien auf verschiedene Punkte
(SPOTs) der Membran aufpipettiert (Abb.3.2a). Durch einfaches Waschen der
Membran werden diese Chemikalien wieder entfernt. Beim Kupplungsschritt
bindet man Molekile auf den einzelnen SPOTs, wie beispielsweise
unterschiedliche Aminosauren, an. Diese Molekule besitzen genau eine reaktive
Gruppe. Die restlichen reaktiven Gruppen sind durch Schutzgruppen inaktiviert.
So kann jedes Molekul genau ein Mal mit der Membran reagieren und weitere
Reaktionen werden unterbunden (Abb.3.2b). Im Entschitzungsschritt wird eine
der Schutzgruppen entfernt, wodurch von neuem eine reaktive Gruppe verfluigbar
wird, auf die nun erneut ein weiteres Molekul gekuppelt werden kann.

Mit dieser Methode kann man in einem einzigen Kupplungsschritt parallel auf
unterschiedlichen SPOTs unterschiedliche Molekule anbinden. Dies ist bei der

photolithographischen Technik (3.1.1.1) nicht mdglich. Aber auch hier erhéht sich
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die Herstellungszeit mit der Anzahl der SPOTs und der Lange der erzeugten
Polymere. Da die Tropfen auf den SPOTs der Membran zerflieRen, ist die
minimale Grole der SPOTs auf etwa einen Millimeter limitiert. Zudem ist der Rand
des aufgesetzten Tropfens nicht exakt definiert und es entstehen dort immer
Fehlsequenzen und Inhomogenitaten. Durch Hydrophobisierung der Oberflachen
aulerhalb der SPOTs konnen diese Inhomogenitaten am Rand verringert werden.

a)

)

Abb.3.2: Durchfiihrung einer SPOT-Synthese

Auf eine Membran werden auf einzelne Tropfen Chemikalien pipettiert (a). Hierdurch
werden in kreisrunden Bereichen (SPOTs) reaktive Gruppen geschaffen (b). Durch
erneutes Pipettieren bindet man einen Baustein in einem Kupplungsschritt an (c),
wascht die Membran und im Entschiitzungsschritt spaltet man dann eine Schutzgruppe
ab (d). Hierdurch kann ein weiterer Baustein gekuppelt werden (e). Durch wiederholtes
Kuppeln und Entschiitzen kann pro SPOT ein unterschiedliches Polymer aufgebaut
werden (f).

Die Spotsynthese wurde unter anderem zur direkten Identifizierung von

charakteristischen Protein-Oberflachenstrukturen (Epitopen) eingesetzt 2.

3.1.1.3 Nanoplotting von Mikroarrays

Nanoplotting oder Nanopipettieren ist der Prozess des Absetzens winzigster
Tropfen auf einer Oberfliche. Die meisten Mikroarrays *°"'°® werden heute mit
dieser Technik hergestellt. Prinzipiell funktioniert diese Technik genauso wie ein
handelsublicher Farbdrucker. Die zu untersuchenden Molekile werden, wie die

Farbe des Druckers, in einer Stammlésung vorgelegt, mit der Pipettiervorrichtung
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des Nanopipettier-Roboters (Abb.3.3) aufgesogen und auf die Oberflache
abgesetzt. Dieses Absetzen durch den Druckkopf kann kontaktfrei zur Oberflache
(Printing oder Pipettieren) Uber piezoelektrische Druckdisen oder durch
mikromechanisches ,BerUhren“ der Oberflache (Plotting) durchgeflhrt werden.
Entsprechende Elektronik und Mechanik gewahrleistet ein homogenes und
ortsaufgeléstes Ubertragen der Tropfchen auf die Oberflache. Die so erzeugten
Spots haben je nach Oberflache und abgesetztem Tropfenvolumen einen
Durchmesser von 50 bis 800 um und kdnnen fur jede Art von I6slich Ubertragbaren
Molekulen angewendet werden. Zur Immobilisierung der abgesetzten Molekule auf
der Oberflache werden viele unterschiedliche Methoden angewendet
(Kapitel 3.1.2). Die Herstellungszeit ist hier unabhangig von der Lange der evtl.
verwendeten polymeren Molekule, aber wachst mit der Anzahl der Ubertragenen

Verbindungen.

xy-Motor z-Motor Klimakammer
Druck- \ / |
kopf
Array- \

Vorlage

Steuerung  tomperierte Mikroarray- Wasch-  Stamm-

Halterung trager station lI6sungen

Abb.3.3: Schematischer Aufbau eines Nanopipettier-Roboters

Die Stammldésungen mit den zu untersuchenden Molekilen werden jeweils einzeln
aufgesogen und mit dem Druckkopf auf der Oberfliche abgesetzt. Um den
Materialverbrauch zu minimieren, kdénnen sequentiell mehrere Spots auf mehreren
Mikroarrays abgesetzt werden. Eine Klimakammer sorgt fir eine kontrollierte
Umgebung. Nach dem Pipettierprozess wird der Druckkopf automatisch gereinigt und
die nachste Stammlésung aufgenommen.

Nahezu alle Mikroarrays werden mit Mikropipettier-Robotern hergestellt. Zu den
am haufigsten verwendeten Mikroarrays zahlen hierbei insbesondere die
Antikorper-Arrays, die Peptid-Arrays und Arrays aus kleinen hochdiversen

Molekdulen.
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3.1.1.4 Softlithographisches Printing

Diese Technik (Abb.3.4) ist ein ,einfacher® Stempelprozess 1571 \ird ein PDMS-
Stempel bendtigt. Dieses Material verfugt Uber die unubertroffene Eigenschaft,
uber hydrophobe Wechselwirkungen Molekule aus Ldsungen an seiner
Oberflache zu einer Monolayer anzulagern. Mit einem Gasstrahl wird dann das
Lésungsmittel entfernt und es bleibt nur die molekulare Monolayer zurtck. Durch
diesen Phasentransfer kann diese Monolayer wie bei einem Stempel auf eine
planare Oberflache Ubertragen werden. Es kdénnen sowohl Strukturen von nur
50 nm bis hin zu einigen Millimetern erzeugt werden, was diese Technik im
Hinblick auf die Strukturierung einzigartig macht. Allerdings kann pro
Stempelprozess nur eine Verbindung Ubertragen werden.

a) b)

©)

}
d) /"
€) | )
-
}

.

Abb.3.4: Durchfiihren des Softlihographischen Printings

Das Relief des Stempels (a) wird mit einer Ldsung Uberschichtet, die das zu
transferierende Molekul (hier ein Antikdrper) enthélt (b). Diese lagert sich Uber
hydrophobe Wechselwirkungen auf dem Stempel zu einer Monolayer an (c). Das
Lésungsmittel wird entfernt (d) und der Stempel auf der Oberflache abgesetzt (e+f). Das
Relief hinterlasst wie ein Stempel eine strukturierte molekulare Monolayer auf der
Oberflache (g).

Das Softlithographische Printing wurde hauptsachlich zur mikrostrukturierten
Ubertragung von molekularen Monolayern eingesetzt und findet zunehmend
Anwendung in der Zellbiologie, da Zellen solche Strukturen Uber molekulare

Interaktionen erkennen.
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3.1.2 Immobilisierung

Die

Immobilisierung kann entweder kovalent oder nicht-kovalent erfolgen.

Kovalente Immobilisierungen sind in der Regel langzeitstabiler, aber auch

entsprechend aufwandiger. Unabhangig von der Art der Immobilisierung sollte die

Immobilisierungsstrategie stets selektiv auf das zu verankernde Molekul sein und

daher eine spezifische Wechselwirkung nutzen.

3.1.2.1 Kovalente Immobilisierung

In diesem Bereich konnen nahezu alle selektiven chemischen Reaktionen

zwischen zwei funktionellen Gruppen verwendet werden.

28

Die Maleimido-Gruppe reagiert selektiv mit Thiolen, kann aber auch,
insbesondere unter alkalischen Bedingungen mit Aminogruppen reagieren .
Eine ebenfalls haufig eingesetzte Chemie sind NHS-Ester. Hierbei reagiert
eine N-Hydroxy-Succnimidylester-Gruppe mit einer Aminogruppe 1'%,
Thiole werden fast ausschlie3lich fir die Anbindung auf Goldoberflachen
eingesetzt '°181],

Mit  klassischer  Peptidchemie kénnen Aminogruppen und
Carboxygruppen miteinander verbunden werden [1%%1%41,

Die Staudingerligation oder native chemische Ligation dient ebenfalls
der Verkniipfung einer Carboxygruppe mit einer Aminogruppe ['1%6°],
Allerdings befindet sich die Aminogruppe dabei stets in der Nahe einer
Thiolgruppe, da diese fiir einen Isopeptid-Ubergangszustand benétigt wird.
Beispielsweise kann ein Peptid mit einem N-terminalen Cystein so auf eine
Carboxy-funktionalisierte Oberflache angebunden werden .

Etwas unspezifischer sind dahingegen Epoxy-Gruppen, die sowohl mit

Carboxy-, Thiol- als auch Aminogruppen reagieren kénnen !'%%:167],

Besonders ausgefallen sind Polymerisations-Immobilisierungen %8179,
Hierbei wird beispielsweise durch eine elektrischen Strom oder ein
Temperaturgradient eine ortsaufgeloste Polymerisierung und damit

Immobilisierung des Analyten erreicht.
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Neben diesen haufig verwendeten chemischen Reaktionen finden unter anderem

aber auch Nitroverbindungen, Saurehalogenide, Silane, Aldehyde, Sulfone und

photoreaktive Gruppen ihre jeweilige Spezialanwendung fur die kovalente

Immobilisierung von Molekulen auf Oberflachen.

3.1.2.2 Nicht-kovalente Immobilisierung

Diese Form der Immobilisierung findet mehr im Bereich der Biologie ihre

Anwendung und findet unter chemisch milden Bedingungen statt. Die Spezifitat ist

zumeist extrem hoch, da es sich oft um ein Bindungspaar handelt.

Der Klassiker ist die Avidin-Biotin-Bindung. Die Bindungskonstante liegt
bei 107 M und ist eine der starksten bekannten Bindungsreaktionen
[171:172] Viele Biomolekiile sind daher mit Biotin gelabelt.

Die Antigen-Antikorper-Bindung ist ebenfalls eine sehr spezifische
Interaktion, die eine extrem starke Bindung und eine sehr spezifische
Erkennung ermdglicht. Allerdings muss fur jedes Antigen ein
entsprechender Antikorper hergestellt werden. Bestimmte Peptidsequenzen
und Molekule haben sich hierbei als Standardantigene etabliert und man
labelt diese an viele Biomolekiile wie beispielsweise Strep-Tag ['"*""® myc-
Tag 79189  GST-Tag !"" und verankert diese als Mikroarray auf
Oberflachen, die mit den Antikdrpern vorbeschichtet wurden.
Protein-Protein-Interaktionen werden ebenfalls fur spezifische Bindungen
verwendet. Hauptsachlich bedient man sich dabei Protein A oder Protein G,
welche spezifisch mit der F.-Region von Antikdrpern reagieren [18%18%],

Das His-Tag bildet mit Ni?* und NTA-Gruppen einen stabilen Komplex und
ist der prominenteste Vertreter der Metall-Chelate 71°818188 Eg kann

jedoch auch mit Antikdrpern gebunden werden.

Deutlich unspezifischer ist die nicht-kovalente Bindung Uber einfache

Wechselwirkungen, da sehr viele Molekule so verankert werden kdnnen.

Durch Adsorption lagern sich nahezu alle Molekile an freie Oberflachen

an. Die Anlagerung wird entweder uber ionische oder hydrophobe
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Wechselwirkungen stabilisiert. Ublicher Weise verwendet man bei der
Mikroarrayherstellung hierzu Amino- oder Carboxy-funktionalisierte
Oberflachen, die Adsorption Uber ionische Wechselwirkungen ermdglichen
[158;189]

e Hydrophobe Wechselwirkungen sind ein Spezialfall der Adsorption.
Hierbei lagern sich Molekule mit ihren hydrophoben Bereichen an die
ebenfalls hydrophobe Oberflache an und werden uber Van-der-Waals-
Krafte an die Oberflache adsorbiert. Diese Wechselwirkung stabilisiert unter
anderen Zellmembranen und kann auf Oberflachen molekulare Monolayer
erzeugen. Im Bereich der Mikroarrays finden hydrophobe Oberflachen

jedoch kaum Anwendung.

3.2 Signalgenerierung

Zum Nachweis einer molekularen Interaktion wird stets ein Signal generiert. Je
nach Art der Interaktion wird die Signalgenerierungsmethode ausgewahlt. Zumeist
verwendet man ein hochaufldsendes optisches Signal; allen voran steht die

Verwendung von Fluorophoren und Farbstoffen.

3.2.1 Aufbau eines Immunoassays

Immunoassays sind zumeist quantitative Techniken, die auf der spezifischen
molekularen Interaktion zwischen einem Antigen (Analyt) und einem Antikorper
beruhen. Die ersten Immunoassays wurden von R.P. Ekins Ende der Sechziger
Jahre mit radioaktiv markiertem Thyroxin und entsprechenden Antikdrpern, die auf
einer Festphase immobilisiert waren, durchgefuhrt. Dies war der Beginn einer
rasanten Entwicklung, deren Verbesserung und Verfeinerung noch heute anhalt
und auch im Bereich der Mikroarrays ihre Anwendung findet. Als klassischer
Immunoassay kann der ,Enzym-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) bezeichnet
werden, da nach diesem Aufbauschema (Abb.3.5) heute nahezu alle

medizinischen Analysen durchgefiihrt werden .
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Abb.3.5: Enzym-linked Immunosorbent Assay

Auf ein Tragermaterial wird ein Antikérper immobilisiert (a). Durch Zugabe der
Analytlésung bindet das entsprechende Antigen an den Antikdrper (b). Nach
ausgiebigem Waschen wird ein weiterer mit einem Enzym markierter Antikdrper
zugegeben, der den Analyten an einer weiteren antigenen Stelle bindet (c). Das Enzym
setzt ein Substrat zu einem Farbstoff um (d) und liefert ein quantifizierbares Signal

[14:15]
Immunoassays werden in zwei Gruppen, entsprechend der Detektion der Antigen-
Antikérper-Reaktion, unterteilt. Hierbei kann die Signalgenerierung markierungsfrei
erfolgen oder man verwendet markierende Molekule, die das Signal erst
generieren.

Markierungsfreie Verfahren sind zumeist an ein komplexeres Sensorsystem
gekoppelt. Hierunter fallen Techniken wie Surface-Plasmon-Resonance (SPR)
oder Reflektormetrische-Interferenz-Spektroskopie (RIfS). Man immobilisiert einen
Interaktionspartner auf der Oberflache, die dann mit einer Phase in Kontakt
gebracht wird, die den zweiten Interaktionspartner enthalt. Diese Verfahren
werden haufig fur kinetische oder thermodynamische Charakterisierungen der
Wechselwirkung eingesetzt.

Verfahren, bei denen markierte Interaktionspartner verwendet werden, haben den
Vorteil einer deutlich geringeren Nachweisgrenze, zum Nachteil der Markierung
selbst. Zum einen andert sich die Bindungscharakteristik oder eine Bindung bleibt
ganz aus und zum anderen muss die Markierung, meist unter recht hohem
chemischem Aufwand, an einen der Interaktionspartner angebracht werden. Die
»,markierten“ Immunoassays werden haufig flir quantitative und parallele Analysen

eingesetzt. Die haufigsten Markierungen sind Fluorophore (Fluoroimmunoassay)
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und Enzyme (Enzymimmunoassay), die ihrerseits ein Substrat in einen zumeist

fluoreszenten Farbstoff umsetzen. In selteneren Fallen werden aber auch

Metallkomplexbildner, NMR-Sonden oder metallische Nanopartikel eingesetzt.

Weiterhin wird zwischen homogenen und heterogenen, sowie kompetitiven und

nicht-kompetitiven Assays unterschieden (Abb.3.6). Beim homogenen Assay

findet die Messung in einer Phase, beim heterogenen Assay in zwei Phasen oder

an einer Phasengrenze statt. Bei einem nicht-kompetitiven Assay wird der Analyt

direkt vermessen und bei einem kompetitiven Assay wird eine definierte Menge an

markierten Analyt oder markierten Antikorper hinzugegeben.

A. Nicht-kompetitiver Immunoassay Ak—= = fur minimale Nachweisgrenze

=> Messung der Ag-belegterr Bindungsstellen

c

Messung der Ag-belegten
Bindungsstellen

T Trennen

-----------------------

Sandwich-Assay mit markierten Ak Markierter-Ak-Assay

B. Kompetitiver Immunoassay Ak—= O fur minimale Nachweisgrenze

=> Messung der Ag*-belegterr Bindungsstellen

ceesaas .......T.Sig"‘a" ........................... T Trennen bzw.
I:i§ 1’ modulation S 3 *y l’ Signalmodulation
bzw. Mess.ung der
markierten-Ag-

belegten
#y Bindungsstellen
Markierter-Ag-Assay Markierter-Ak-Ag-Assay
Legende
€ Analyt (Ag) mit antigener Determinante } Analytspezifischer Antikérper Ak
#Q Markierter Analyt (Ag*) y Markierter analytspezifischer Antikorper

Abb.3.6: Grundlegende Aufbaumaoglichkeiten eines Immunoassays
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Beim nicht-kompetitiven Immunoassay (A) wird der Analyt direkt vermessen,
wohingegen beim kompetitiven Immunoassay (B) eine bekannte Menge an markierten
Analyten zugegeben wird. Heterogene Immunoassays (a) benétigen stets zwei Phasen
und weisen im Allgemeinen eine hohere Sensitivitdt als einphasige homogene
Immunoassays (b) auf. Bei einer Doppelmarkierung (Bc), bei der sowohl Antigen als
auch Antikérper markiert sind und in definierter Menge kompetitiv eingesetzt werden,
verbindet man die Sensitivitdt des heterogenen Immunoassays mit der
Miniaturisierbarkeit und der kurzen Reaktionsdauer des homogenen Immunoassays ™.
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Je nach analytischer Fragestellung, apparativem Aufwand oder gewinschter
Sensitivitat (Tab.3.1) sollte ein entsprechend angepasster Assayaufbau gewahlt

n [415]

werde . Trotz der hoheren Sensitivitat der radioaktiven Markierung, welche

auch in den ersten Immunoassays eingesetzt wurde [*'%% werden heute
hauptsachlich Enzyme als Marker eingesetzt.

Die beiden bekanntesten und haufigsten eingesetzten Enzyme sind die
Meerrettich-Peroxidase (Horseredish-Peroxidase HRP) und die Alkalische
Phosphatase (AP). Fur beide Enzyme gibt es eine grolde Auswahl an Substraten,

die zumeist in fluoreszente oder absorptive Farbstoffe umgesetzt werden.

Tab.3.1: Giangige Inmunoassays und deren Nachweisgrenzen *

Art des Bezeichnung des Imnmunoassays Design1 Nachweis-
Markers grenze
Enzym Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Aa 10" M
Affinitatsvermittelter Inmunoenzymmetrischer Assay Ab 10" M
(ACMIA)
Enzymimmunoassay (EIA) Ba, Bc 10" M
Enzym-Prazipitations-Assay (EPA) Aa 10" M
Enzymvermittelter Imnmunoassay (EVIA) Bb 10" M
Fluorophor Immunofluorimetrischer-Assay (IFMA) Aa 10" M
Dissoziationsverstarkter-Lanthanoid-Fluoreszenz- Aa 10" M
Assay (DELFIA)
Fluoroimmunoassay (FIA) Ba, Bc 10" M
Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay (FPIA) Bb 10" M
Fluoreszenz-Modulations-Immunoassay (FMIA) Bb 10" M
Fluoreszenz-Verstarkungs-Immunoassay (FEIA) Bb 10" M
Fluoreszenz-Quenching-Immunoassay (FQIA) Bb 10" M
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie Bb 10" M
Immunoassay (FCS-IA)
Resonanz-Energie-Transfer Immunoassay (RETIA) Bc 10" M
Zeitaufgeloster RETIA (HTRF®, LANCE™...) Bc 10"M
Radioaktiv  Radioimmunoassay (RIA) Ba 10" M
Immunoradiometrischer Assay (IRMA) Aa 10™MM
Scintillation-Proximity-Assay (SPA) Bc 10™MM

' Die Angaben beziehen sich auf die Einteilung nach Abb.3.6.
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3.2.2 Fluoreszenz

Die Lichtemission von Molekulen oder von Festkdrpern wird als Luminiszenz
bezeichnet . Dabei befindet sich das Molekiil zuvor in einem elektronisch
angeregten Zustand und durch die Abstrahlung von Licht in einen
niederenergetischeren Zustand. Beim Vorgang der Fluoreszenz wird das Isospin
beibehalten und die Quantenmechanik erlaubt einen schnellen Ubergang und
damit eine schnelle Abstrahlung (Halbwertszeiten von Ublicherweise 10 bis
107" s). Bei Phosphoreszenz wird der Ubergang durch eine Isospindnderung
gehemmt, wodurch sich die Abstrahlung extrem verzogert (Halbwertszeiten von
Sekundenbruchteilen bis einige Stunden). Der Zusammenhang zwischen
Energieabsorption und Lichtemission von Fluoreszenz und Phosphoreszenz wird
im Jablonski-Termschema (Abb.3.7) veranschaulicht. Dabei ist die Lage der
Energieniveaus charakteristisch fur jede Verbindung und bedingt damit ein
charakteristisches Absorptions- und Emissionsspektrum, Uber welches die

Verbindung identifiziert und auch quantifiziert werden kann.

Strahlungslose

2 f .
S v, A __ Crossing
Q2 1y, —A . —
% \) B A AR T1
iy
Absorption Fluoreszenz Phosphoreszenz
/\/\4 \//\A \/\A
v \4
2
S, Vi 4 Y
VO

Abb.3.7: Jabloriski-Termschema ¥
Ein Lichtquant regt das Molekil vom S - in den §,-Zustand an (Absorption). Innerhalb

von 10™-10""s findet Uber verschiedene Schwingungsniveaus v, eine erste
strahlungslose Desaktivierung statt. Dabei kann ein Zustandswechsel (Intersystem
Crossing) zum 7;-Zustand stattfinden. Relaxiert das Molekiil unter Lichtemission in den

S| -Zustand, spricht man je nach Zustandsiibergang von Fluoreszenz oder
Phosphoreszenz.

3.2.2.1 Fluoreszente Farbstoffe

Prinzipiell kann jedes Molekul zur Fluoreszenz angeregt werden. Es gibt einige

Farbstoffe (Fluorophore), die eine besonders starke Fluoreszenz zeigen und Uber
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besondere Eigenschaften verfugen. Zwischenzeitlich ist es mdglich, einzelne

Fluorophormolekile Uber langere Zeit zu untersuchen

[4191193]  Diage

Eigenschaften sollen am Beispiel von Fluorescein (Abb.3.8) verdeutlicht werden.

Monoanion Dianion

Kation

neutral
Abb.3.8: Struktur und Protonierungsreaktion von Fluorescein

Neben der Lactonbildung besitzt Fluorescein ein recht komplexes Protonierungs-
gleichgewicht. Das Dianion und das Lacton sind nur schwache Fluorophore .

Das Absorptions- und Emissionsspektrum (Abb.3.9) sind fur den
Farbstoff charakteristisch und zeigen die Wellenlangen der optimalen
Absorption und der maximalen Emission an. Bei Fluorescein sind dies
492 nm (Absorption) und 520 nm (Emission). Durch geeignete Auswahl des
Farbstoffes und damit der Spektren kdnnen mehrere Fluorophore parallel
angeregt, aber getrennt vermessen werden.

Die Quantenausbeute ist das Verhaltnis zwischen Anzahl der emittierten
Fluoreszenzquanten und Anzahl aller absorbierten Anregungsquanten. Sie
ist oft stark von der chemischen Umgebung des Fluorophors abhangig. Im
Fall von Fluorescein ist dies eine starke Abhangigkeit vom pH-Wert und
betragt im alkalischen bis zu 90%.

Die Fluoreszenzlebensdauer bezeichnet die Halbwertszeit fur den
Ubergang vom angeregten in den Grundzustand unter Abgabe von
Fluoreszenzlicht. Dieser Wert kann sich ebenfalls durch die chemische
Umgebung andern und kann durch zeitaufgeldste Fluoreszenztechniken

erfasst werden. Sie betragt fiir Fluorescein 4,3-10% s 1'%,
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e FuUr die Messung ist die Stabilitat eines Fluorophors von hoher Wichtigkeit.
Sie beschreibt, wie stabil ein Fluorophor gegen Zerstdérung oder
Inaktivierung durch die Absorption eines Lichtquants ist !"®°l. Ohne
Fluoreszenz ist der Fluorophor fir die Messung wertlos. Leider ist die
Stabilitat bei Fluorescein recht gering. Es wird trotzdem haufig eingesetzt,

da es im Vergleich zu vielen anderen Fluorophoren in hoher Reinheit und

zudem sehr gunstig erhaltlich ist.
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Abb.3.9: Absorptions- und Emissionsspektren von Fluorescein

Die Absorption von Fluorescein andert sich sehr deutlich in Abhangigkeit vom pH-Wert.
Die Emission bleibt nahezu unverandert. Ublicherweise wird es mit 450-480 nm

angeregt und bei 510-550 nm detektiert ),

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlichster Fluorophore, die sich aus kleinen meist
aromatischen Molekulen (Fluorescein, Rhodamin, Dansyl....), groReren Proteinen
(GFP, YFP, CFP...), Metallionen (Lanthanide wie Eu®*), Metallionenkomplexen
(Phycocyanine mit Lanthaniden) oder neuerdings aus mesoskopischen Partikeln
(Quantumdots, Lightrods) ableiten und variieren lassen. Insbesondere bei kleinen

Molekulen kann schon eine Seitengruppe das komplette Spektrum deutlich
verandern.
3.2.2.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer kann zwischen zwei Molekllen
stattfinden. Dabei wird die absorbierte Energie von einem Molekul (Donor) auf ein

Zweites (Akzeptor) transferiert 212419 g0 kann der Akzeptor {iber den Donor
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zur Fluoreszenz angeregt werden (Abb.3.10), obwohl die Anregungs-wellenlange
den Akzeptor nicht anregt. Die Effizienz dieses Energietransfers hangt von der
Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum
des Akzeptors und von dem raumlichen Abstand zwischen Donor und Akzeptor
ab. ldealerweise sollte das Emissionsspektrum des Donors identisch zum
Absorptionsspektrum des Akzeptors sein. Da der Energietransfer uber eine
Multipolfeldkopplung ablauft, klingt die Effizienz ab. Die Abklingkonstante der

Transfereffizienz wird dabei durch den Forsterradius R, definiert, der durch die

Geometrie und optischen Eigenschaften der beteiligten Molekule festgelegt wird
[123]

E

=T RIR )

Entspricht der Abstand zwischen Akzeptor und Donor dem Forsterradius, so wird
50% des maximalen FRET-Signals erzeugt. Somit kann bei einer Einzelmolekul-
Spektroskopie ein FRET-Signal als molekulares Metermald verwendet werden
(1209971 "1 Gegenwart des Akzeptors wird das Emissionsspektrum des Donors
stetig schwacher, da mit zunehmender Nahe immer mehr Energie auf den
Akzeptor transferiert wird und immer weniger Energie in Form von Licht durch den

Donor abgegeben werden kann !'%8!.

Aa)
Anregung Emission =
DAV ) XN i
1))
- ”/‘Jz/‘/ 5
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o N
an /
Energietransfer Wellenlange
& Ab)
Anregung FRET-Emission ’E
W M/\” B
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L w S J\
«J) S

Wellenlange

Abb.3.10: Entstehung des FRET-Signals

Wenn keine Bindung stattfindet, ist nur das Spektrum des Donors zu sehen (a). Findet
eine Bindung statt, so erscheint das Spektrum des Akzeptors starker und das des
Donors schwéacher (b).
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In der Zwischenzeit wird die FRET-Technik haufig zur Bestimmung mittlerer

[120;197] [199]

Molekulabstande in  Immunoassays und zur Aufklarung von

Proteinfaltung und Molekulardynamik 2°” eingesetzt.

3.2.2.3 Quenching und Dequenching

Fluoreszenzldschung (Quenching) ist ein Effekt, der dem Fluoreszenz-Resonanz-
Transfer entspricht. Man bendtigt ebenfalls zwei Molekule, die allerdings im
Gegensatz zum FRET nicht unbedingt unterschiedlicher Natur sein mussen.
Ebenfalls im Gegensatz zum FRET tritt keinerlei Fluoreszenz auf. Der Donor
absorbiert zwar das Lichtquant und transferiert seine Energie auf den Akzeptor.
Dieser strahlt dann aber kein Fluoreszenzlicht ab, sondern gibt die Energie
strahlungslos an das umgebende Medium ab. Befinden sich also Donor und
Akzeptor in raumlicher Nahe, dann erlischt die Fluoreszenz des Donors.

Findet also eine Bindung zwischen zwei markierten Molekulen statt, so wird durch
das Quenching das Fluoreszenzsignal entsprechend verringert (Abb.3.11a).

Beim Dequenching bindet man an ein Molekul zwei Fluorophore, die zusammen
ein Quenchingpaar bilden. Wird nun, beispielsweise durch einen Proteaseverdau,
das Molekul gespalten, dann vergrof3ert sich die raumliche Distanz zwischen
Donor und Akzeptor. Das Quenching findet nicht mehr statt und die Fluoreszenz
des Donors wird messbar (Abb.3.11b).

a) b) keine
Anregung Emission Anregung o i Emission
AP , (% han s W
5 AP ((ﬁ(
V )

A

Energietransfer Energietransfer

keine
N Emission

Anregung Emission
X TP e
L

%\g‘
'\
Abb.3.11: Darstellung von Quenching (a) und Dequenching (b)

Der Donor alleine zeigt Fluoreszenz, die durch das Anbinden eines Akzeptors erlischt.
Man spricht dann vom Quenching (a). Beim Dequenching (b) befinden sich Akzeptor
und Donor an einem Molekiil. Ein intaktes Molekul zeigt aufgrund von Quenching keine
Fluoreszenz. Wird das Molekdl gespalten, so entsteht ein Fluoreszenzsignal.

- ’/
v

Anregung

VAV
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3.2.2.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Befindet sich ein makroskopisches System im thermodynamischen Gleichgewicht,
so andert sich die Konzentration einer Molekullsorte in einem Volumenelement
nicht. Mikroskopisch betrachtet, kann es jedoch zu Fluktuationen kommen. Diese
Fluktuationen treten bei makroskopischen Messungen teilweise als
Hintergrundrauschen auf, welches sich bei langerer Messung herausmittelt. Misst
man nun ein kleines mikroskopisches Volumenelement bei hoher Zeitauflésung
aus, so mitteln sich diese Fluktuationen nicht mehr heraus. In diesen
Fluktuationen sind charakteristische kinetische Prozesse, wie
Diffusionsbewegungen, Rotationen und chemische Gleichgewichte, enthalten. Bei

(2012021 wird mittels konfokaler

der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
Mikroskopie (Kapitel 3.2.4.1) ein wenige um® groRes Volumen (Abb.3.12) auf

Fluoreszenz detektiert.

Abb.3.12: Darstellung des konfokalen Detektionsvolumen

Ein Laserstrahl definiert ein Anregungsvolumen (dunkelgriin) und eine konfokale Optik
ein Detektionsvolumen (hellgriines Oval). Solange ein Fluorophor gelabeltes Molekiil
aullerhalb des Lasers ist (a), leuchtet es nicht. Sobald es in den Laserstrahl eintritt (b),
emittiert es Fluoreszenzlicht, das jedoch nur detektiert wird, wenn es im konfokalen
Detektionsvolumen erzeugt wird (c).

Das generierte Primarsignal ist eine Fluktuationsfunktion. Es erscheint auf den
ersten Blick wie ein ,Rauschen“ (Abb.3.13a), enthalt jedoch alle kinetischen
GroRen der beteiligten Systemel'®20%2% Dje Zeitskala, die durch diese Art der
Korrelationsanalyse erfasst werden kann, wird nach unten durch die Schnelligkeit

des Detektorsystems begrenzt und nach oben durch die mittlere Aufenthaltsdauer
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der Fluorophore im Detektionsvolumen. Ublicherweise ist dies der Zeitbereich von
einigen Mikrosekunden bis Sekunden.

Um aus dem ,Rauschen” eines solchen Primarsignals kinetische Informationen zu
generieren, wurden schon vor Uber einhundert Jahren entsprechende theoretische
Uberlegungen von Einstein und Smoluchowski zu Papier gebracht [9>27]
Allerdings beschaftigten sich diese mit theoretischen Berechnungen fur die
Detektion eines definierten Raumvolumens und bezogen sich auf makroskopische
Partikel, die durch die Braunsche Warmebewegung in dieses Volumen eintraten
oder es verlie3en.

Der konfokale Aufbau liefert far die Fluorophore genau dieselbe
Ausgangsbedingung, die jedoch durch die Fluoreszenzstrahlung etwas
komplizierter gestaltet sind. Letztendlich misst man den Eintritt in das
Detektionsvolumen und den Austritt daraus. In den letzten 15 Jahren sind die
theoretischen Modelle und Experimente nicht nur auf die
Fluorophoreigenschaften, sondern auch auf Translations- und

Rotationsbewegungen ["9"2%1 " yniforme und laminare Strémungsprofile %%,

zahlreiche chemische Reaktionen 2%

[210]

und sogar fur Analysen innerhalb von Zellen
und Zellkompartimenten angepasst und optimiert worden.

Aus dem ,Rauschen® des Primarsignals F(t) (Abb.3.13a) wird die Fluktuation

uber ein normiertes zeitliches Selbstfaltungsintegral in eine
Autokorrelationsfunktion G(z) (Abb3.13b) umgewandelt.

TF(z) F(t+7) dt
G(r) ==

+JgoF(t)2 dt

Prinzipiell vergleicht man ein zeitlich verschobenes Primarsignal mit dem
unverschobenen Primarsignal und sucht somit nach ,Selbstahnlichkeiten®. Dieses
etwas ,abstrakte” Vorgehen entspricht der alltaglichen Bewegungsautokorrelation
des Auges. Bei dieser Autokorrelation ist ein ,sich nicht bewegender” sitzender
Hase in einem Feld nicht zu sehen. Sobald er jedoch eine Bewegung macht, wird
diese durch das Auge ,erkannt‘. Dabei fihren die Sehnerven eine Autokorrelation
durch und melden dem Gehirn viele autokorrelierte Messpunkte, die die Form

eines Hasen ergeben.
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Abb.3.13: Primarsignal F(¢) (a) und Autokorrelationsfunktion G(z) (b) "™

Das Primarsignal (a) scheint auf den ersten Blick, ein weilles ,Rauschen” zu sein.
Durch Anwendung einer Autokorrelation des Primérsignals F(¢) erhdlt man die

Autokorrelationskurve G(z) (b), die le kinetischen Daten Uber die Fluorophore im

Detektionsvolumen enthalt, aber auch Informationen Uber die Datenerfassung und
andere zeitliche Charakteristika des Messsystems.

Die erhaltene Autokorrelation G(r) kann nun nach einzelnen Kkinetischen

Komponenten des Systems zerlegt werden. Wie zuvor erwahnt, bleibt hierbei zu
berticksichtigen, dass das gultige Erfassungsintervall der Autokorrelation durch die
Zeit fur die Erfassung eines Datenpunktes und die mittlere Aufenthaltsdauer des
langsamsten  Partikels im  Detektionsvolumen  begrenzt ist. Kurzere

Zeitdarstellungen in der Autokorrelation G(r) enthalten Informationen Uber das

Datenerfassungssystem. Langere Zeiten enthalten mechanische und thermische
Schwingungen des Mikroskops bis hin (zumindest theoretisch) zum Herzschlag
des Messenden. Die Gesamtmesszeit fir die Primarfunktion F(¢) sollte dabei

mindestens das 16-fache der zu ermittelnden ZeitgroRe betragen 1214,

Verwendet man jedoch nur das zugelassene Zeitintervall, koénnen [%4

verschiedene Systemgrof3en bestimmt werden.
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G(T):i. 1 . l (1+ R ‘er/er'(lﬁ- T -eT/TTj
N \1+@ /1) J1+r/ (8% 1)) 1-R -7

wobei: N = Zahl der Partikel im Detektionsvolumen
r = ZeitgroRe fur die Autokorrelationsfunktion
7,, = charakteristische Diffusionszeit senkrecht zum Laser
S =\Verhaltnis aus Lange zu Breite des Detektionsvolumens
R = relativer Anteil eines Protonierungszustandes
7, = mittlere Dauer einer Protonierung
T =relativer Anteil des phosphoreszenten Triplettzustandes
7, = mittlere Lebensdauer des Triplettzustandes

Je nach verwendetem Fluorophor bzw. Anzahl der verschiedenen fluoreszenten
Spezies muss eine oder mehrere Autokorrelationsfunktionen entsprechend
angepasst werden, um die charakteristischen Systemgrof3en zu ermitteln.

Mit FCS ist es so mdglich, eine biomolekulare Interaktion nachzuweisen, da ein

kleines Molekul vor der Bindung eine kurze Diffusionszeit z, besitzt, die sich bei

der Anbindung an ein grofReres Molekul deutlich verlangert.
Diese Technik wurde bei der Beladung von MHC-Molekilen mit fluoreszenten
Peptiden '™ und bei der Verfolgung von intramolekularen Umlagerungen in

Proteinen °®! angewendet.

Bei der Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (FCCS) werden beide
interagierende Molekule jeweils mit unterschiedlichen Fluorophor gelabelt und
jeweils ein Primarsignal aufgenommen?'®#'®l. Danach wird mit jedem einzelnen
Farbkanal eine Autokorrelation durchgefuhrt und die beiden Farbkanale zusatzlich
in einer Kreuzkorrelation verrechnet. Prinzipiell gelten fir die Kreuzkorrelation
ahnliche Gleichungen wie bei der Autokorrelation.

Mit FCCS kann man bi- und trimolekulare Interaktionen mit deutlich hoherer
Genauigkeit (im Vergleich zu FCS) vermessen und sogar mittlere
Molekulabstande, Bindungsgleichgewichte und Reaktionskinetiken bestimmen
2" In der Zwischenzeit wurden sogar Konstrukte mit 5 Bindungspartnern {iber
FCCS vermessen ??°!. Zwischenzeitlich gibt es auch Kreuzkorrelationsmessungen
mit 3 oder 4 unterschiedlichen Fluorophoren [221:222,
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3.2.3 Das Evaneszente Feld

Evaneszenz leitet sich vom lateinischen ,evanascere® = ,dahinschwinden® ab. Ein
Evaneszentes Feld entsteht, wenn ein elektromagnetisches Feld oder eine
entsprechende Welle an einer Phasengrenze total reflektiert wird #%!. Auf Seiten
der ,dunneren® Phase entsteht durch diese ,Totalreflexion®, die aus
quantenmechanischen Gesichtspunkten niemals vollstdndig sein kann, das
Evaneszente Feld, das einige hundert nm Uber die Phasengrenze hinausreicht.
Das Feld fallt exponentiell ab (Abb.3.14) und ist abhangig von der Wellenlange

des reflektierten Feldes.

Evaneszentes
Goldschicht Feld ]

1} N

uoi)Is0d-z

-
Feldstarke

reflektierter
Lichtstrahl

Abb.3.14: Entstehung eines Evaneszenten Feldes

Durch die Totalreflexion eines elektromagnetischen Feldes oder einer Welle an einer
Phasengrenze entsteht auf der feldfreien Phasenseite ein Evaneszentes Feld. Es ist
eine quantenmechanische Reminiszenz, die einige hundert nm weit Uber die
Phasengrenze hinaus wechselwirken kann. Tritt eine Veranderung auf der Phasenseite
des Evaneszenten Feldes auf, wird Uiber die Rickkopplung die Totalreflexion ebenfalls
verandert.

3.2.3.1 Reflektometrische Interferenz-Spektroskopie (RIfS)

Bei der RIfS-Technik #?*?%! wird durch einen Wellenleiter (Transducer) weiles
Licht geleitet. Dieses kann mehrfach im Wellenleiter reflektiert werden, wodurch
ein verstarktes Interferenzspektrum entsteht (Abb.3.15). Auf der Oberseite des
Transducers wird zuerst ein polymerer Trager mit funktionellen Gruppen
aufgebracht. Danach wird ein Interaktionspartner einer molekularen
Wechselwirkung an diese funktionelle Gruppe gebunden. Das Evaneszente Feld

baut sich im Polymer auf. Man kann nun mittels einer Durchflusszelle den Polymer
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benetzen und ihn durch dieses Medium mit dem zweiten Interaktionspartner
inkubieren. Findet eine Wechselwirkung statt, so wird sich die optische Dichte im
Polymer verandern. Durch Ruckkopplung Uber das Evaneszente Feld andert sich
die Reflexion und damit das Interferenzmuster. Die Verschiebung der Minima und
Maxima ist dabei proportional zur Anzahl der Interaktionen und es konnen so

quantitative Kinetik- und Bindungsmessungen durchgefuhrt werden.
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Abb.3.15: Schematischer Aufbau eines RIfS-Chips

Auf dem Transducer ist ein Polymer aufgebracht, der einen kovalent gebundenen
Interaktionspartner enthalt (a). In diesen Polymer reicht das Evaneszente Feld hinein.
Durch molekulare Interaktion mit einem Analyten verandern sich die Dicke und die
Lichtbrechung des Polymers (b). Hierdurch verandert sich das Evaneszente Feld und
das Interferenzspektrum. Aus der Verschiebung der Minima und Maxima wird das
Signal generiert.

3.2.3.2 Surface-Plasmon-Resonance (SPR)

e [188:227:228] \vird ebenfalls ein Lichtwellenleiter

Bei der Surface-Plasmon-Resonanc
verwendet. Jedoch wird anstelle des weillen Lichts nur eine durch einen
entsprechenden Laser erzeugte Wellenlange verwendet. Der Wellenleiter ist mit
einer dinnen ca. 50 nm dicken Goldschicht bedampft und mit einem ca. 100 nm
dicken Polymer mit funktionellen Gruppen beschichtet. Der Auftreffwinkel des
Laserlichts ist so gewahlt, dass eine Totalreflexion an dieser Goldschicht
stattfindet. Der Laser wird danach wieder ausgekoppelt und winkelabhangig wird
die Intensitat bestimmt (Abb.3.16a). Durch die Reflexion des Laserlichts baut sich

das Evaneszente Feld in der Goldschicht auf und reicht noch etwa 300 nm Uber
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die Goldschicht in den Polymer und das Medium hinein. Eine Oberflachen-
Plasmonen-Resonanz (SPR) ist das Anregen eines Schwingungszustandes eines
Oberflachenelektrons in der Goldschicht. Durch das Evaneszente Feld tunneln die
Photonen des Lasers in die Goldschicht und kdnnen entsprechende
Resonanzschwingungen anregen, was sich als Intensitatsverlust (Dip) unter einem
bestimmten Reflektionswinkel (der stets grof3er ist als der Totalreflexionswinkel)
bemerkbar macht (Abb.3.16b). Anlagerungen von Molekulen an der Oberflache
sowie Temperatur- oder Dichteanderungen im Medium oberhalb der Goldschicht
verandern die Resonanzzustande und damit den Winkel unter dem der Dip
erscheint. ,Biacore* legte eine Winkeldnderung von 10* Grad, die auch der
maximalen Auflosung des Goniometers entspricht, als eine ,Reflective Unit*
(1 RU) fest 182291 Empirische Messungen ergaben ~1000 RU fiir eine
Proteinanlagerung von 1 ng/mm?. Unter Beriicksichtigung der Polymerdicke
entspricht dies dann einer Konzentration von 10 mg/ml innerhalb des Polymers.
Aufgrund der starken Temperaturabhangigkeit muss ein SPR-Chip einer genauen
Temperaturkontrolle unterliegen. Die Signalintensitat kann durch Markierung des
Liganden mit Metallnanopartikeln deutlich erhéht werden. Da ein Winkel weniger
genau erfasst werden kann als ein komplettes Spektrum, ist das Signal in der

RIFS-Technik genauer und intensiver als bei einer SPR-Messung.

a) \\ /
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Intensitat

“dip"
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=) . . . - 'e . . . . . Wi.nkel

Abb.3.16: Aufbau einer SPR-MeRzelle im Kretchmann-Aufbau !

Der Laser wird Uber ein Prisma (a) eingekoppelt, wodurch unter einem Winkelbereich
©,, der totalreflektiert wird, ein Lichtkegel entsteht. Unter bestimmten Winkeln ©, werden
Plasmonenresonanzen angeregt und die entsprechenden Photonen dadurch absorbiert.
Der entstehende Intensitatsabfall (Dip) wird winkelabhangig (b) erfasst und ist
proportional zur Proteinmenge. Die Anlagerung eines Liganden verschiebt den Dip um
0,1° pro 1 ng Protein und 1 mm? Messflache.
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Zwischenzeitlich wurde eine hochauflésende SPR-Technik entwickelt 2% die
ihrerseits deutlich an die RIfS-Technik erinnert, bzw. technische Ahnlichkeit dazu
besitzt. Man verwendet weiterhin Laserlicht (wie bei klassischem SPR), aber man
misst nur unter einem Austrittswinkel (wie bei RIfS) die Intensitat. Aus der
Anderung der Intensitat wird die Oberflachenbelegung berechnet. Dies wurde

t 31 Dieser Ansatz

hochauflosend fur molekulare Monolagen bereits gezeig
scheint recht vielversprechend, sofern die Signalamplitude noch deutlich erhoht
werden kann.

Eine weitere Technik, die ein Hybrid aus SPR und RIfS darstellt, ist die Lichtfaser-
SPR-Technik. Hierbei wird Uber eine Glasfaser weilles Licht (wie bei RIfS)
geleitet. Am zumeist Gold beschichteten Ende der 200 nm dicken Glasfaser trifft
das weilde Licht unter allen Winkeln auf diese Grenzflache auf. Ein Teil des Lichts
wird Uber SPR im umgebenden Medium absorbiert. Das zurickreflektierte Licht
wird ausgekoppelt und ein Spektrum aufgenommen oder ein Bild generiert. Durch
eine Anlagerung andert sich die Farbe des absorbierten Lichts (entsprechend der

RIfS-Technik). Dies kann als bildgebendes Verfahren verwendet werden.

3.2.3.3 Fluoreszenz auf einem Zeptosense-Chip

Die Zeptosense-Technik %%

ist eine Adaption an das thermische
Resonanzimaging zur Charakterisierung von Halbleiterschaltungen. Man
verwendet weildes oder Laserlicht, das in den Wellenleiter, der wieder mit einem
Polymer uberschichtet ist, eingekoppelt wird. Durch Totalreflexion entsteht wieder
ein Evaneszentes Feld inner- und oberhalb des Polymers. Jedoch wird das Licht
nicht fir die Signaldetektion verwendet, sondern dient nur als Energiequelle.
Nahert sich ein fluoreszenter Ligand der Oberflache auf 300 nm, wird er angeregt
und erzeugt ein Fluoreszenzsignal ! Interagiert der Ligand an der Oberflache,
wird dort ein konstantes Fluoreszenzsignal erzeugt, da die Anregungseffizienz
exponentiell mit der Nahe zur Oberflache ansteigt. Somit erzeugen nur gebundene
Liganden ein deutliches Signal (Abb.3.17). Alle Fluorophore, die mehr als 300 nm
von der Oberflache entfernt sind, erzeugen kein Signal, was im Vergleich zu allen
anderen Fluoreszenztechniken einmalig ist. Diese Technik der Fluoreszenz-
anregung erlaubt Nachweise bis in den zeptomolaren Bereich (3*102° M). Das

Design und der Aufbau des Wellenleiters sind jedoch technisch recht aufwandig.
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Evaneszentes Fluorophor angeregter Bindungs-

Feld \% Fluorphor partner
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-strahl

Abb.3.17: Schematischer Aufbau eines Zeptosense-Chip !

Uber einen Lichtwellenleiter-Resonator wird ein Evaneszentes Feld in der Ldsung
erzeugt. Ein fluoreszenter Ligand wird, sobald er in das Evaneszente Feld eintritt
angeregt und ein entsprechendes Fluoreszenzsignal erzeugt. Bei einer Anlagerung
entsteht ein stabiles Fluoreszenzsignal. Da das anregende Lichtfeld im Wellenleiter
verbleibt, ist diese MelRmethode besonders sensitiv (Nachweise bis in den
zeptomolaren Bereich).

Der Zeptosense-Chip kann mit klassischen Mikroarrays kombiniert werden 232 .

3.2.4 Mikroskopie

Ein Mikroskop dient zur VergroRerung eines Objekts und seine Auflosung ist fur
klassische optische Mikroskope nach dem Abbe’schen Gesetz bestenfalls so grol3
wie die halbe Wellenlange des verwendeten Lichts. Neuere Ansatze uber

[234238]  oder  holographische

quantenmechanische Dampfungsfelder
Phasenregression **"! ermdglichen es allerdings, mit Lichtmikroskopen bis in den

atomaren Bereich vorzudringen.

3.2.4.1 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops

Ein konventionelles Epifluoreszenz-Mikroskop (Abb.3.18) verwendet Ublicherweise
eine starke UV-taugliche Lichtquelle wie eine Plasmabogenlampe oder eine
Quecksilberdampflampe. Die Optik konzentriert die maximale Ausleuchtung durch

die Lampe auf die Oberflache des zu untersuchenden Objekt. Bei dickeren
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Objekten kann dies zu unerwinscht starker Hintergrundfluoreszenz fihren. Dies
kann durch konfokale Optik umgangen werden.

Fur die Detektion der Fluoreszenz kann das eingestrahlte Licht durch einen
Anregungsfilter auf einen definierten Wellenlangenbereich eingeschrankt werden.
Das Fluoreszenzlicht der Probe kann durch einen Emissionsfilter ebenfalls
beschrankt werden, um unspezifische Fluoreszenz oder Spektren anderer parallel
verwendeter Fluorophore aus der Bildaufnahme zu entfernen.

Die Bilderfassung wird heute ublicherweise durch eine hochauflésende und

schnelle CCD-Kamera vorgenommen.

Halogen- Bild-
lampe Y] wiedergabe

= xy-Tisch
Mikroarray \ —
D} l_‘l -] | - =

Objektiv |

Anregungs- 1 > Dichro'scher
filter < Spiegel
Kondensor\ q/
N\,
D CCD-  pc-steuerung
% — Kamera
Strahlteiler
] /
Emissions- /L Okular
filter
Quecksilber-
dampflampe F

Abb.3.18: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops 7

Mit einer Quecksilberdampflampe wird ein weiles Spektrum sowie UV-Licht erzeugt.
Uber einen Filter wird die Anregungswellenlange ausgewahlt, vom dichro’schen Spiegel
auf die Probe reflektiert und dort absorbiert. Emittiertes Fluoreszenzlicht passiert den
dichro’schen Spiegel und kann entweder mit dem Auge betrachtet oder mit der CCD-
Kamera aufgenommen werden. Eine Halogenlampe oder Quecksilberdampflampe kann
fur Auflichtaufnahmen eingesetzt werden.
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3.2.4.2 Aufbau einer konfokalen Optik

Eine konfokale Optik (Abb.3.19) ist bei bildgebenden Verfahren 29228 immer mit
einem Raster- oder Scanning-Prozess verbunden. Dieser Vorgang verlangsamt
die Bildaufnahme deutlich. Durch die Verwendung einer Nipkow-Scheibe kénnen
mehrere konfokale Volumina erzeugt und damit die Bildaufnahme deutlich
beschleunigt werden.Ein konfokales Volumen (Abb.3.12) wird erzeugt, indem ein
rasterbarer Laserstrahl auf das Objekt fokussiert wird. In diesem Bereich wird
besonders viel Fluoreszenz erzeugt. Uber konventionelle Mikroskopoptik wird nun
der Laserfokus auf den Detektor abgebildet. Durch eine Lochblende (Pinhole) vor
dem Detektor wird samtliche Fluoreszenz, die ober- und unterhalb der
Laserfokusebene erzeugt wird, ausgeblendet. Die Lochblende muss vor jeder
Messung so in der xy-Ebene ausgerichtet werden, dass der Laser genau in der
Lochblende fokussiert wird. Nur so kann der Laserfokus genau abgebildet werden.
Je kleiner die Lochblende eingestellt ist und je genauer der Laser fokussiert wird,
umso besser wird die Auflésung der konfokalen Aufnahme.

Bei Fluoreszenz-Korrelations-Messungen (Kapitel 3.2.2.4) wird ebenfalls ein

konfokales Volumen bendtigt, aber man bendtigt keine Scan-Vorrichtung.

Detektor Blende mit
Y _—~" "pinhole"
_ — Detektorlinse
Laser- Kollimator : :

Strahlteiler

| N\ =L
A
. L4
Fokusebene _-/T _\\ﬁé’r
— — -\ - — —
/)_ >\i_

Abb.3.19: Aufbau eines konfokalen Strahlengangs

Ein Laserstrahl wird auf der Probe fokussiert. Das ,Pinhole® wird in x-, y- und z-Richtung
genau ausgerichtet, so dass nur Licht aus der Fokusebene in den Detektor gelangt.
Licht, das ober- (Punkt-Linie) und unterhalb (Strich-Linie) der Fokusebene erzeugt wird,
trifft auf die Blende.
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3.3 Diffusion

Unter Diffusion versteht man die ungerichtete Warmebewegung von Molekulen
und Partikeln 9. Diese Warmebewegung der Molekiile ist die Ursache des Netto-
Stofftransports in  einem  Konzentrationsgefalle. Da bei thermischer
Molekulbewegung a priori keine Bewegungsrichtung bevorzugt wird, muss sie in
einem Konzentrationsgefalle zwangslaufig zu einer Abwanderung gelGster
Teilchen aus Zonen hoher Konzentration in Bereiche geringerer Konzentration
filhren 4% Das Phanomen der Diffusion ist alltaglich, da sich alle Geruchsstoffe
durch die Luft Uber Diffusion verteilen. Nahezu alle Lebewesen sind in der Lage,
den daraus entstehenden Konzentrationsgradienten wahrzunehmen und so die

Quelle des Geruchsstoffes zu lokalisieren.

3.3.1 Die Fick’'schen Gesetze

Diffusion beruht auf Zufallsbewegungen von Molekilen und entsprechende
mathematische Grundlagen wurden 1855 von Fick formuliert 4. Er adaptierte
hierfir die von Fourier 1822 aufgestellten Gleichungen zur Warmeleitung in
Feststoffen (2442431,

Die mathematische Theorie der Diffusion beruht auf der Annahme, dass bei

eingestelltem Diffusionsgleichgewicht der Fluss J,, der Moleklle sowonhl

. . . oc
proportional zum Konzentrationsgradienten — als auch zum

Ox
Diffusionskoeffizienten D sein muss. Dieser Ansatz ist als erstes Fick’'sches
Gesetz bekannt nd wird oft als ,Steady-State®, d.h. von einer Quelle flief3t ein

konstanter Strom zu einer Senke, bezeichnet.

oc
Jy,=—-D-—
b Ox
Die Diffusionskonstante D ist ein Mal} fur den hydrodynamischen Radius und der

Form des Molekiils und der Zahigkeit des umgebenden Mediums 2441,

Hat sich der Diffusionsgradient noch nicht eingestellt, so findet das zweite

Fick'sche Gesetz seine Anwendung.

(@] _p[%¢
ot ), ox’ )
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Ist zum Zeitpunkt 7, = 0 eine anfangliche Konzentrationsverteilung c(x,z,) in einem

Medium bekannt, so kann unter Ausschluss von Stérungen wie Verdunstung oder
Konvektionsstromungen, fur jeden spateren Zeitpunkt die

Konzentrationsverteilung c(x,t) entsprechend berechnet werden (Abb.3.20).

+o0 (x-x,)’
c(x,t) = \/ﬁ j c(x,t)-e P dx,
a) AKonz. b) AKonz.

w—

s
X X

Abb.3.20: Schematische Darstellung einer Konzentrationsveranderung durch Diffusion
Aus (a) der anfanglichen Konzentrationsverteilung ¢(x,z,) kann (b) die spatere
Konzentrationsverteilung c(x,#) mittels der Fick'schen Gesetze berechnet werden.

Wenn man nun in einem ,leeren® Medium einen Ausgangspunkt mit hoher
Konzentration erzeugt, so wird durch Diffusion automatisch ein
Konzentrationsgradient entstehen, der im Laufe der Zeit immer weiter ins Medium
hineinreichen wird. Diesen Effekt kann man dazu nutzen, um mit einer einzigen
Zugabe einer Verbindung an einem Punkt im Medium einen beliebigen

Konzentrationsgradienten zu schaffen.

3.3.2 Endliche und unendliche Quellen

Zur Lésung der Differentialgleichungen, die durch die Anwendung der Fick’schen
Gesetze beschrieben werden, nimmt man generell zwei physikalische
Grenzsituationen an. An einem Ort ohne raumliche Ausdehnung soll zum

Zeitpunkt ¢t =0 eine Konzentration ¢, vorliegen. Man bezeichnet diesen Ort als
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,Quelle“ aus dem die Konzentration ¢, entspringt. Bleibt diese Konzentration tber

die Zeit konstant, so spricht man von einer unendlichen Quelle (Abb.3.21a). Dies
ist der Fall, wenn aufgrund eines chemischen Gleichgewichts oder eines
Phasenubergangs die Konzentration konstant gehalten wird. Wenn die
Konzentration in der Quelle im Laufe der Zeit abnimmt, also versiegt, so spricht
man von einer endlichen Quelle (Abb.3.21b).

Im Falle der unendlichen Quelle entspricht der Kurvenverlauf der komplementaren

Errorfunktion, die am Startpunkt immer die Konzentration ¢, besitzt und im Falle

der endlichen Quelle einer Gauldverteilung, deren Integral stets der Gesamtmenge

des diffundierenden Stoffes entspricht 2431,
a) am, b) 2o,
2 m
z g
> ]
g g
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Abb.3.21: Konzentrationsgradienten durch Diffusion bei verschiedenen Quellen
In einer endlichen, versiegenden Quelle (links) und einer unendlichen, nicht
versiegenden Quelle (rechts) befindet sich zum Startzeitpunkt ¢ = 0 die Konzentration

¢, . Mit zunehmender Zeit bildet sich ein Konzentrationsgradient aus, der immer weiter

ins Medium hineinreicht. Bei der endlichen Quelle nimmt die Konzentration mit der Zeit
in der Quelle stetig ab und der Gradient verflacht. Dieses Verflachen ereignet sich auch
bei der unendlichen Quelle, allerdings bleibt die Konzentration in der Quelle konstant.
Die unendliche Quelle wird dabei durch die komplementare Errorfunktion und die
endliche Quelle durch eine Gaufdfunktion beschrieben.

Unabhangig von der Art der Quelle kann durch die Erzeugung einer einzigen
Quelle und einer gegebenen Zeit stets ein Konzentrationsgradient erzeugt werden.
Erzeugt man nun zwei Quellen unterschiedlicher Stoffe an unterschiedlichen
Orten, so kann man die Konzentrationsgradienten eines Zwei-Komponenten-

Assays herstellen.
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3.4 Peptidsynthese auf Festphasen

In den ersten Jahrhunderten der Entwicklung der Chemie aus der Alchemie wurde
zumeist in homogener flissiger Phase gearbeitet. Ebenso wurde die
Peptidsynthese in homogener Phase durchgefuhrt. Dies hatte den Vorteil, dass
nach jeder Reaktion das Zwischenprodukt aufgereinigt werden konnte, aber auch
stets den Nachteil, dass nach jedem Reaktionsschritt die reaktiven Chemikalien
abgetrennt werden mussten. Trotzdem wurden mit nicht unbetrachtlichem
Aufwand kleinere Proteine synthetisiert.

Robert Bruce Merrifield entwickelte und veroffentlichte 1963 das Konzept, einen
polymeren Trager zu verwenden, der relativ einfach durch Filtration von der
Reaktionsldsung getrennt werden kann "'#11324%1 Damit kann eine Synthese nicht
mehr nur in homogener Phase sondern auch in heterogener Phase durchgefuhrt
werden. Variationen dieses Ansatzes sind die Flussigphasen-Synthese, bei der
sich der Polymer im Lésungsmittel komplett auflost, spater aber wieder ausfallbar
ist, und die Phasentransfer-Synthese, bei der sich entweder Edukt oder Produkt in
der flissigen Phase 16st und die restlichen Bestandteile im Polymer verbleiben.
Weiterhin  erlaubte  die  Festphasensynthese die = Verwendung von
Syntheserobotern 'l und erdffnete so ganz neue Méglichkeiten.

Fur sein innovatives Konzept wurde Merrifield 1984 mit dem Nobelpreis in Chemie
geehrt und man bezeichnet die Festphasensynthese auch oft als Merrifield-
Synthese.

Heutzutage werden Polymerkugelchen (Beads) verwendet, die in exzellenter
Qualitat und in nahezu jeder Grofle (100 nm bis 800 um), Oberflachen-
beschaffenheit und Rauhigkeit erhaltlich sind. Bei der Festphasenreaktion quellen
die Beads im Losungsmittel auf und bieten damit ihr gesamtes Volumen als
Reaktionsmatrix an. Zumeist besteht das Innere eines Beads aus einem
Polystyrolkern, der mit 1% Divinylbenzol quervernetzt wird. Entweder werden
wahrend der Polymerisation funktionelle Gruppen copolymerisiert oder
nachtraglich eine weitere Polymerschicht mit funktionellen Gruppen auf dem
Polystyrolkern aufgebracht. Neben Carboxy- und Aminogruppen sind viele weitere
funktionelle Gruppen erhaltlich oder herstellbar.

Wahrend der Synthese werden die Beads mit Chemikalien in einem Lésungsmittel

versetzt. Dieses kann problemlos uUber einen entsprechenden Filter entfernt
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werden, da die Kugelform der Beads stets genug Freiraum lasst. Die Beads sind
jedoch alles andere als statisch. Sie quellen in den fur die Peptidsynthese Ublichen
organischen Losungsmitteln wie DCM oder DMF bis zum Funf- oder Sechsfachen
ihres urspringlichen Volumens auf. Hierdurch erhalten die Chemikalien Zugang
zum Inneren des Beads und kénnen auch dort eine Reaktion eingehen. Somit ist
bei der Festphasensynthese nicht die Beadoberflache sondern das gesamte
Volumen reaktiv.

Der polymere Trager sollte homogen reagieren, chemisch inert, gut mit
Ldsungsmittel benetzbar, leicht filtrierbar und mechanisch stabil sein. Heutzutage
werden etliche verschiedene Tragermaterialien verwendet, angefangen von
klassischen Polymeren wie Polystyrol, Acrylamiden, PVC und PE bis hin zu
proteolytisch verknupfter Cellulose oder Agarose, Melamin oder amorphen
Silizium. Die Art der gewlnschten Synthese und der eingesetzten Chemikalien
legt den entsprechenden Festphasen-Polymer fest, aus dem das Bead zu

bestehen hat.

3.4.1 Grundsatzliches zur Festphasen-Peptidsynthese

Bei der Festphasen-Peptid-Synthese 2*¢?*"l wird das gewiinschte Peptid Schritt
fur Schritt aufgebaut. Jedoch muss der polymere Trager bestimmte
Grundvorausetzungen erfullen.

e Hierzu wird zuerst auf der Polymermatrix ein Abstandshalter (Spacer)
aufgebracht, der sterische Einschrankungen abbaut und die funktionelle
Gruppe fur die Reaktion leichter verfugbar macht und zudem noch die
Benetzbarkeit durch Losungsmittel erhdhen soll. Der Spacer soll chemisch
inert sein und verbleibt auf dem polymeren Trager.

e Ein sogenannter ,Linker® fuhrt dann die funktionelle Gruppe, in der
Peptidsynthese ublicher Weise eine NH2-Gruppe, ein und enthalt zudem
eine spaltbare Gruppe (Abb.3.22a). Diese sorgt dafur, dass Uber eine
geeignete chemische Reaktion das Peptid vom Polymer gespalten werden
kann. Der Linker kann die Wahl der funktionellen Gruppe, die das Peptid an
diesem Ende modifiziert, beeinflussen. So kann beispielsweise durch die
Verwendung eines Rink-Amid-Syntheseharzes eine Amidierung des C-

Terminus erreicht werden.
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Zumeist werden die Beads nach der Polymerisation direkt mit Spacer und Linker
hergestellt. Die Festphasensynthese kann in zwei wesentliche Schritte 1246247]
unterteilt werden, die repetitiv zum Aufbau eines Peptids fuhren (Abb.3.22).

e Der Kupplungsschritt (Abb.3.22b) bindet eine Aminosdure an die
funktionelle  Gruppe des Harzes. Hierbei wird zumeist die
Carboxyfunktionalitat der Aminosaure aktiviert und der polymere Trager
weist freie Aminogruppen auf. Damit keine Selbstpolymerisation der
aktivierten Aminosaure erfolgt, sind diese mit einer NH,-Schutzgruppe in
diesem Reaktionsschritt inertisiert. Weitere reaktive Gruppen in der
Seitenkette der Aminosauren werden mit weiteren Schutzgruppen, die erst
nach der Synthese abgespalten werden, blockiert.

e Nach mehrfachem Waschen des Harzes wird der Entschiitzungsschritt
eingeleitet (Abb.3.22c). Nun wird mittels einer weiteren chemischen
Reaktion die zuvor geschitzte Aminogruppe der Aminosaure und damit nun
die Schutzgruppe am N-Terminus des Peptids entfernt, ohne dabei die
Schutzgruppen an den Seitenketten zu entfernen. An die freie Aminogruppe
kann eine weitere Aminosaure gekuppelt werden. Nach wiederholtem

Waschen beginnt der Zyklus wieder mit einem Kupplungsschritt.

polymerer Trager ~ — — — — — — — — — — — > <P>
Einfii . (a) -
infUhrung geeigneter - - — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — )4/
Ankergruppierungen —
x—~P)
Anknupfung der ersten N- (_b)_ _________________________ > o
geschltzten Aminosaure o) -
O—mn—a@—1lo—p)
Selektive Abspaltung _(C_) ______________________ > i o
der N-Schutzgruppe (o] —
HN—EB——o0—(P)
Anknupfung der ndchsten (d_) ____________________ >
N-geschitzen Aminosaure fo) ¢ o -
@m0
n-fache Wiederholung der Sel ———————————— > i

Reaktionsschritte Il und IV (o) O (o] .
@—H HN N—EB—l—o—(P)

Abspaltung der N-Schutzgruppe und
Ablésung des Peptids vom Trager _(f_) — >

o o o
freies Peptid — — — — — — — — — — — > H;N HN n—&B—Il—on
n

Abb.3.22: Schematische Darstellung der Festphasensynthese

Das Syntheseharz (a) enthalt einen Abstandshalter (Spacer) und eine Abgangsgruppe
(Linker) freie NH-Gruppe. Nach vollendeter Synthese wird der Linker gespalten und so
das Peptid freisetzt. Im ersten Kupplungsschritt (b) wird eine Aminsdure angebunden,
deren NH,-Gruppe geschiitzt und COOH-Gruppe aktiviert ist. Im ersten
Entschiitzungsschritt (c) wird von der NH,-Gruppe die Schutzgruppe entfernt,
wodurch eine freie NH,-Gruppe entsteht. Nun kann erneut ein Kupplungsschritt (d) und
ein Entschutzungsschritt erfolgen. Nach zyklischer Wiederholung erhalt man das
gewinschte Peptid (e), welches nun durch Spaltung des Linkers freigesetzt wird (f).
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Bei der Festphasensynthese wird stets ein deutlicher Uberschuss an der zu
kuppelnden Aminosaure zugegeben, um eine mdglichst komplette Umsetzung zu
erhalten. Dies ist insbesondere wichtig, wenn lange Peptide hergestellt werden.
Bei einem 40 Aminosauren langen Peptid und einer Kupplungseffizienz von
beispielsweise 99,5% erhalt man zu 81,8% die gewlnschte Peptidsequenz. Bei
98%iger Kupplungseffizienz nur noch zu 44,5% das gewunschte Peptid. Es ist
also darauf zu achten, dass jeder Kupplungsschritt und jeder Entschutzungsschritt

mit moglichst 100% Effizienz durchgefuhrt wird.
3.4.2 Split & Mix Kollektionen

Die Festphasensynthese bietet nun die einzigartige Moglichkeit schnell

sogenannte kombinatorische Kollektionen #*®!

zu synthetisieren. Die Anzahl der
unterschiedlichen Verbindungen in einer Kollektion wird als Diversitat bezeichnet.
Die Herstellung einer chemischen Kollektion ist prinzipiell auch mit anderen
Methoden mdglich, allerdings nicht mit derselben Effizienz, Einfachheit und
Eleganz wie bei der Festphasensynthese. Man unterscheidet bei chemischen
Kollektionen zwischen linearen und verzweigten Aufbau. Bei linearen Kollektionen
(Abb.3.23a) werden verschiedene Bausteine in unterschiedlicher Reihenfolge
aneinandergehangt, vergleichbar einer Perlenkette. Bei verzweigten Kollektionen
(Abb.3.23b) werden auf einem chemischen Grundkdrper an unterschiedlichen

Stellen verschiedene Bausteine eingeflihrt.

:: :\I : .\:/:

varlable Kupplungs-
Grundstruktur chemsiche gruppe

; z/ Struktur ~— z

Abb.3.23: Unterschied zwischen linearen und verzweigten chemischen Kollektionen

Bei einer linearen Kollektion (a) wird eine beliebig lange Kette aufgebaut. An den
unterschiedlichen Positionen der Kette kdénnen unterschiedlichste Bausteine wie
Aminosauren eingefigt sein. Bei verzweigten Kollektionen (b) wird an einen
chemischen Grundkorper an verschiedenen Positionen jeweils ein Baustein eingefligt,
wodurch die Diversitat auf die Zahl der entsprechenden Positionen eingeschrankt wird.
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Durch das ,Split & Mix-Verfahren“ (Abb.3.24) in der Festphasensynthese
werden beide Varianten von Verbindungskollektionen zuganglich.

Man beginnt mit dem Entschitzen der ersten Position (Abb.3.24b). Danach
werden die bis dahin identischen Beads auf ny ReaktionsgefalRe aufgeteilt (Split).
In jedem ReaktionsgefaR wird nun jeweils ein anderer Baustein R' hinzugefiigt
(Abb.3.24c) und angekuppelt, wodurch auf jedem Bead genau eine definierte
Verbindung entsteht. Die entstehende Verbindung unterscheidet sich nun
hinsichtlich der ersten Position R' zwischen den Reaktionsgefiaen. Die Beads
werden nun in einem Gefald vereint (Mix) und die zweite Position wird entschitzt
(Abb.3.24d). Danach werden die Beads auf n, Reaktionsgefale aufgeteilt (2. Split)
und wieder verschiedene Bausteine R? angekuppelt (Abb.3.24e). Nach weiterem
Mischen der Beads fahrt man so sukzessive mit Entschutzen, Splitten, Kuppeln
und wieder Mischen fort, bis die Kollektion mit gewlnschter Diversitat erzeugt
wurde. Dabei wird auf jedem Bead genau eine Verbindung synthetisiert. Je nach
,Geschichte® des Beads bei seiner Reise durch die verschiedenen

Reaktionsgefalle entsteht eine unterschiedliche Verbindung.
a) ) b) "

P ® -5 O Vo) _— Synthesebead
8 o 00 )g %Og/‘/ Schutzgruppe
X e 09 9IY)

3 Split"-Schritt

1.Baustein
"Mix"-Schritt

d) —

qj Entfernen der
Cg Schutzgruppe
e) ¥ "Split"-Schritt
[
8& geschutzter
Oe® 2.Baustein

Abb.3.24: Schematisches Vorgehen bei der Split & Mix Synthese

Die Schutzgruppe wird entfernt und die Beads in verschiedene Reaktionsgefalle
aufgeteilt (Split). In jedem Reaktionsgefald wird ein anderer Baustein angebunden und
die Beads werden danach wieder in einem Gefaly vereint (Mix). Sukzessive wird jeweils
eine Schutzgruppe entfernt und die Beads auf verschiedene Gefalle wieder gesplittet.
Dort wird jeweils pro Gefal’ ein weiterer Baustein angebunden und die Beads wieder in
einem Gefal vereint. Am Ende der Synthese konnen die Beads einzeln in Gefalie
Uberfuhrt und dort die Verbindung abgespalten werden.
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Die Diversitat "' einer Kollektion mit k unterschiedlichen Positionen und #,
k

unterschiedlichen Bausteinen an der jeweiligen Position betragt an
i=l1

Verbindungen. Mindestens ebenso viele Beads mussen daher verwendet werden.
Da das Splitten ein statistisches Verteilen der Beads ist, wird stets ein Vielfaches
der Diversitdt an Beads eingesetzt. Man spricht dabei von Redundanz. Aus
statistischen Griunden sollte die Redundanz gréfer als 6 sein, damit mit moglichst
hoher Wahrscheinlichkeit mindestens ein Bead jeder moglichen Verbindung
synthetisiert wurde.

Ist eine Kollektion generiert, kann jedes Bead einzeln in ein Gefal} transferiert, die
Verbindung abgespalten und das Bead entfernt werden. So erhalt man eine
Stammldsung der Verbindung.

Man erhalt also mit einer minimalen Anzahl an Reaktionsschritten (Summe aller
Diversitaten der einzelnen Positionen) eine maximale Anzahl an Verbindungen
(Produkt aller Einzeldiversitaten). Keine andere Technik oder Methode bietet

diesen Vorteil.

3.4.3 Scan-Kollektionen

249 ist eine besondere Form der kombinatorischen

Eine Scan-Kollektion
Kollektion, die insbesondere bei Peptiden und Proteinen Anwendung findet. Als
Basis verwendet man hierbei bekannte Peptid- oder Proteinsequenzen, die mit
einem anderen Protein (Rezeptor) interagiert. Die Sequenz wird jeweils an einer
oder mehreren Positionen variiert.

e Bei einer Alanin-Scan-Kollektion 2°°2°" wird jeweils eine Position in der
Peptidsequenz durch die Aminosaure Alanin ersetzt. Diese Verbindungen
werden nun jeweils auf biomolekulare Interaktion mit dem Rezeptor im
Vergleich zum urspringlichen Peptid getestet. Wurde die Position einer
funktionell wichtigen Aminosaure durch das Alanin ersetzt, so wird die
Interaktion  deutlich  schlechter ausfallen. Anderungen funktionell
unwichtiger Positionen zeigen keine Anderung in der Interaktion mit dem
Rezeptor.

[249]

e Bei einer X-Scan-Kollektion wird jeweils eine Position in der

Peptidsequenz durch jede mogliche Aminosaure ersetzt und die
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entstandenen Verbindungen werden auf Interaktion mit dem Rezeptor
gepruft. So ist es maoglich ein Struktur-Wirkungs-Profil der einzelnen
Positionen zu erhalten, was zu einem vertieften Verstandnis der
molekularen Wechselwirkung flihrt. Anhand der erhaltenen Informationen
kann so die Wechselwirkung optimiert oder die Strukturanaloga entwickelt
werden.

e Besitzt man die Sequenz eines Proteins so kdnnen Uberlappende
Teilsequenzen hergestellt werden. Man synthetisiert dabei Teilsequenzen
des Proteins mit festgelegter Sequenzlange und testet diese auf Interaktion
mit dem Rezeptor. So kann festgestellt werden welche Sequenzen flr die
Interaktion notwendig sind (Epitopmapping) 2*9%°%2%! |nteragierende
Sequenzen koénnen in einer weiteren Syntheserunde verlangert oder
verkurzt hergestellt werden, um so die kirzeste noch interagierende
Sequenz zu ermitteln (Minimal-Epitop).

o Bei Teilkollektionen werden einzelne naturliche Sequenzen oder
Sequenzbereiche beibehalten und ein Teil der Sequenz wird zufallig mit
~oplit & Mix-Techniken® generiert. So kann man die Sequenz eines
bekannten interagierenden Peptids verlangern oder teilweise verandern

und dabei die Interaktion zum Rezeptor verbessern 2°%.

3.4.4 Strukturaufklarung

Die Festphasensynthese nach der Split-Mix-Methode bietet den einzigartigen
Vorteil mit einer minimalen Anzahl an Syntheseschritten eine maximale Anzahl
von Verbindungen zu generieren, allerdings flr den Preis, dass die Verbindung in
ihrer Struktur ,unbekannt® ist. Man weil3, dass auf jedem einzelnen Bead nur eine
einzige Verbindung [248:249:255-2%8] gynthetisiert wurde (one bead = one compound),
allerdings sind die Beads als solche ununterscheidbar. Man kann also nicht den
Weg zuruckverfolgen, den das Bead wahrend der ,Split & Mix Synthese® durch die
einzelnen Reaktionsgefalle genommen hat. Findet man also eine Verbindung, die
besonders gut mit dem Rezeptor interagiert, hat man noch keine Information Uber
deren Struktur oder Sequenz. Daher muss ein Teil der Verbindung daflr
verwendet werden, um diese Struktur zu ermitteln. Die Strukturaufklarung wird als

Dekonvolution bezeichnet und erfolgt durch klassische chemische Analytik. Bei
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Peptiden wird beispielsweise mit automatisiertem Edman-Abbau oder
sequenzierende MS-MS-Messungen die Sequenz des Peptids ermittelt. Durch
eine geschickte Wahl der Bausteine ist es mdglich, dass jede Verbindung eine
einzigartige Masse besitzt, so kann sehr einfach Uber die Bestimmung der Masse
die Struktur ermittelt werden.

Es wurden umfangreiche Anstrengungen unternommen, um die Dekonvolution
von kombinatorischen Kollektionen einfach und rationell zu gestalten.
Beispielsweise wurden in einzelne Beads Barcodes " integriert und diese beim
Aufteilen registriert. In anderen Systemen verwendete man Farbstoffe oder DNA-
Sequenzen %71, Jedoch wurde bisher noch kein Konzept entwickelt, um diesen

Nachteil der kombinatorischen Festphasensynthese zu beseitigen.

3.5 Pam;Cys-OH und Biomimetik

Biomimetik und Bionik ist die Ubertragung, Nachahmung und Anwendung von
biologischen und natlrlichen Prinzipien in der Technik. Wohl am bekanntesten ist
hierbei der Lotos-Effekt. Da auf der mikrostrukturierten Oberflache weder Staub
noch Erde haften kann, reinigt jeder Tropfen Wasser die Lostosblute und die
Blatter. Eine Nachahmung dieser Strukturen findet man heute auf
schmutzabweisenden Armaturen und in entsprechender Farbe mit ,Lotos-Effekt®.

Bei der Bionik Ubernimmt man dabei das Funktionsprinzip als solches und
transferiert es oft in neue technische Bereiche, wie beispielsweise die
Stromungswiderstand senkende ,Delphindelle” die heute bei Sportflugzeugen
Einsatz findet. In der Biomimetik versucht man nahezu identische Kopien
zumindest bezuglich einer Eigenschaft des naturlichen Originals herzustellen, sei

es in chemischer Hinsicht oder in Form oder Struktur.

3.5.1 Das Braunsche Lipoprotein

Membranstrukturen sind in allen biologischen Systemen zu finden. Sie sind
sowohl Teil innerer Strukturen wie Mitochondrien und dem Zellkern als auch
aulerer Strukturen, wie die Zellmembran, die die Zelle von ihrer Umgebung

abschlief3t. Bakterien sind durch eine komplexe Hulle geschutzt. Sie besitzen eine
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innere cytoplasmatische Membran, die das Cytosol umschliet und eine
mureinhaltige Peptidoglykanschicht.

Je nach der Zusammensetzung der Zellwand und damit auch der Moglichkeit
diese anzufarben unterscheidet man nach Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien. Die Dicke der anfarbbaren Peptidoglykanschicht betragt bei Gram-
negativen Bakterien 10-40 nm und kann bei Gram-positiven Bakterien (Abb.3.25b)
bis zu 200 nm dick sein. Nur Gram-negative Bakterien besitzen eine weitere
aullere Membran, die die Peptidoglykanschicht umschlie3t und auf der
Aulenseite hydrophile Lipopolysaccharide enthalt (Abb.3.25a).

Bei allen Bakterien vermittelt die duRerste Schicht ?*° sowohl Léslichkeit und

Funktionalitat als auch physikalischen Schutz des Bakteriums.

Lipopoly- P)

saccharid

—AuRere
Membran

Lipoprotein

—Peptidoglykan-—
Murein-Schicht

— Cytoplasma- —
Membran

Prolein Porin N\ Phospholipid

Abb.3.25: Schema der Bakterien-Zellwand: Gram-negativ (a) und Gram-positiv (b) 5]

Allen Bakterien besitzen eine innere cytoplasmatische Membran und eine Murein-
haltige Peptidoglykan-Schicht. Bei der Gram-Farbung wird die Murein-haltige Schicht
angefarbt. Diese Schicht bei Gam-negativen Bakterien so diinn, dass die Farbung nicht
wahrnehmbar ist.

Zu den bekanntesten Proteinen der auReren Membran zahlt wohl das Murein-
Lipoprotein  (Braunsches Lipoprotein). Braun isolierte es als erstes
Membranprotein 1969 aus dem Bakterium E. coli ['? und es vergingen einige
Jahre bis die Struktur (Abb.3.26) aufgeklart wurde 260261}

Das Braunsche Lipoprotein hat eine molare Masse von 7200 D. Der Proteinanteil

bestent aus 58 Aminosauren und kann Uber die e-Aminogruppe seines C-
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terminalen  Lysin-Rests  kovalent mit einer  Carboxygruppe  eines
Diaminopimelinsaure-Rests der Mureinschicht verknupft werden. Das Lipopeptid
liegt in E.Coli in etwas weniger als einer millimolaren Konzentration vor. Obwohl
nur ein Drittel des Braunschen Lipoproteins kovalent an die Mureinschicht

gebunden ist %%

, geht man davon aus, dass es die auf’ere Membran an die
Mureinschicht bindet und zugleich als Abstandshalter fungiert.

Besonders ist, dass in seiner Sequenz weder His-, Trp-, Gly-, Pro- noch Phe-
Reste zu finden sind und dass seine Sekundarstruktur einen aul3ergewdhnlich

hohen « -helikalen Anteil besitzt 2622631,

C16:0 6%

C1B:1(%c) 1% o T ocHelx
C18:1(11c) 1% q A0
/\/\/L—/\/\/\/YN‘*QH
o O
C160  45% ? $-Glyceryl
C18:1(1c) 24% 0 (I‘,H2 Cystein
O—*(IZH
MM/\/\WO—CHZ
Fettsauren 0

Abb.3.26: Das Braunsche Lipoprotein ['?

Das Lipoprotein besitzt 58 Aminosauren und etwa ein Drittel ist kovalent an die Murein-
schicht gebunden.

Strukturell bemerkenswert ist, dass an das N-terminale Cystein eine Fettsaure
gebunden und die Thiolgruppe in einer Thioether-Bricke mit einem
2,3-Dihydroxypropyl-Rest verbunden ist, an den wiederum zwei weitere
Fettsauren verestert sind.

Die beiden esterartig an das S-Glycerylcystein gebundenen Fettsauren sind
hauptsachlich Palmitinsaure (45%), cis-Vaccensaure (24%), Cyclopropanhexa-
decansaure (12%), Palmitoleinsaure (11%) und Cyclopropanoctadecansaure

(8%).Die Fettsauren, die N-terminal an das Cystein gebunden sind, sind vor allem
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Palmitinsaure (63%), Palmitoleinsdure (11%) und cis-Vaccensaure (11%), also
langkettige Fettsduren %%,

Das Braunsche Lipoprotein ebenso wie viele andere strukturahnliche Lipoproteine
sind starke mitogene Stoffe und kénnen bei allen B-Zellen und Makrophagen eine
Immunantwort auslosen oder eine beginnende Immunantwort um bis zum
Hundertfachen verstarken ?°. Der Lipidteil aus den 3 Fettsduren verankert das
Lipoprotein in der auleren Bakterienmembran. Nicht nur in Gram-negativen,
sondern auch in Gram-positiven Bakterien, und aus Zellmembranen von
Mycoplasmen und aus der Cytochromuntereinheit des photoreaktiven Zentrums

von Rhodopseudomonas viridis wurden Lipoproteine isoliert [26°26¢],

3.5.2 Pam;Cys-OH

Ein Proteaseverdau von Lipoproteinen lieferte Lipopeptide mit 3-6 Aminosauren,
die ebenfalls mitogene Wirkung zeigten und in ihrer Aktivitat vergleichbar zum
unverdauten Lipoprotein waren [263:264:267]

Unter Berlcksichtigung der Haufigkeit der einzelnen Fettsauren (3.5.1) wurde der
Lipoprotein-N-Terminus als synthetisches Analogon hergestellt 2642682591 Dgpei
wurden die Fettsauren am S-Glycerylcystein-Rest durch Palmitinsaure ersetzt

(Abb.3.27).

0
/\/\/\/\/\/\/\)‘\O_CH2
\/\/\/\/\/\/\/\H/O—*CH
O  cH,
S
CH,
o)

Abb.3.27: Struktur von N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-[2RS]-propyl]-[R]-cystein
Pam;Cys-OH st ein synthetisches Analogon des N-Terminus des Braunschen
Lipoproteins. Hierbei wurden alle Fettsduren durch Palmitinsaure ersetzt.
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Wird Pam3;Cys-OH zu Pam3;Cys-Ser-Ser-Asn-Ala, der natirlichen Sequenz des
Braunschen Lipoproteins erweitert, so zeigt es eine vergleichbare mitogene
Wirkung wie das Braunsche Lipoprotein [252:270-272]

Wird ein nicht immunogenes Peptid, beispielsweise aus dem EGF-Rezeptor, an
Pam3;Cys-OH gekuppelt, so wird man mit diesem Konjugat schon bei einmaliger
Immunisierung, sowohl in vitro als auch in vivo, polyklonale Anti-Peptid-Antikorper
(IgM und 1gG) erhalten #"*2™ Aus dieser Immunisierung wurden monoklonale
Antikdrper gegen den nativen EGF-Rezeptor erzeugt [(?7°.

Abgesehen von der mitogenen und der immunisierenden Wirkung der Pam3sCys-
Konjugate zeigt der hydrophobe Anteil der Verbindung weiterhin die Tendenz zur

[276] und

Myzellenbildung und zur Einlagerung in Zellmembranen
membranahnliche Vesikel #77.

Weiterhin zeigt es deutliche Interaktionen mit hydrophoben Membranen 7 und
hydrophoben Oberflachen #7827 Sollte es also mdglich sein, eine entsprechend
membranahnliche Umgebung zu schaffen, so kann davon ausgegangen werden,
dass sich die PamsCys-Konjugate in dieser Umgebung Uber hydrophobe
Wechselwirkungen integrieren.

Unter biomimetischen Gesichtspunkten sollte es moglich sein, die Pam;Cys-
Konjugate als Membrananker zu verwenden, um so die Konjugate in einer

Membran zu fixieren.

3.6 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Vor der Aufklarung des Ubiquitin-Proteasom-System wurde angenommen, dass
der Proteinpool in einer Zelle statisch ist, indem die Zelle ihre Aminosauren, die
sie benotigt, selbst produziert und nicht auf Aminosauren von auf3en zuruckgreift.
Ebenso war es unvorstellbar, dass es ein System geben sollte, das einen
gezielten Abbau von zellinternem Protein durchfiihren kann ['®'! Ende 1970
wurde Ubiquitin entdeckt und erst viel spater wurde aufgeklart, dass Ubiquitin eine
zentrale Rolle im Abbau intrazellularer Proteine besitzt. Man erkannte, dass die
Proteinhomoostase auf einem &ulerst komplexen und dynamischen
Zusammenspiel aus Synthese und gezieltem Abbau ist. Den Entdeckern und
Aufklarern des Ubiquitinsystems Aaron Cienchenover, Avram Herhko und Irwin

Rose wurde 2004 der Nobelpreis in Chemie verliehen.
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3.6.1 Ubiquitin — uberall zu finden

Ubiquitin wird von dem lateinischen Wort ubique abgeleitet und bedeutet ,uberall”.
Es kommt in allen Lebewesen, genauer Eukaryonten, und in einigen Prokaryonten
und Archaen vor. Es ist sowohl in jeder Hefezelle wie auch in jeder einzelnen
menschlichen Zelle zu finden.

Ubiquitin (Abb.3.28) besitzt eine molare Masse von 8.600 D %% und besteht aus
76 Aminosauren. Es hat eine fassartige globulare Struktur, die sehr
warmebestandig ist, und wird langsam proteolytisch abgebaut. Ubiquitin ist ein
sehr starres Molekul. Der einzige flexible Teil des Ubiquitins ist der C-Terminus mit
den beiden Glyzinen G75 und G76 "%,

[10]

Abb.3.28: Molekulare Darstellung von humanem Ubiquitin

Ubiquitin hat eine molare Masse von 8,6 kD und besteht aus 76 Aminosauren. Alle
Saugerubiquitine zeigen eine fast identische Aminosaurensequenz und entsprechend
dieselbe Struktur. Es ist ein kleines, hitzestabiles, globulares Molekil, das Uber 5 B-
Faltblatter (ocker) und 2 a-Helices (magenta) verflgt. Der C-Terminus mit 2 Glycinen
(blau) wird an andere Proteine geknlpft. Die 5 Faltblatter und die Iangere Helix bilden
eine fassartige Struktur, die die Stabilitdt des Ubiquitins bedingt. Die Abbildung wurde
mit dem pdb-File 1XD3 erstellt.

Noch vor Cytochrom C, dem Zentralmoleklil in der Energieerzeugung und
Oxidation, ist Ubiquitin das konservierteste Protein auf diesem Planeten.
Beispielsweise unterscheidet sich das Ubiquitin des Menschen von dem der Hefe
(oder dem der Karotte) in nur 3 Aminosauren. Heute sind an nur 6
Aminosaurepositionen im Ubiquitin insgesamt 17 Aminosaurepositionen bekannt.
Seit dem ,gemeinsamen® Vorfahren der Hefe, der Karotte und des Menschen hat
sich die Aminosauresequenz des Ubiquitins damit um nur 4% verandert, was fur
Ubiquitin eine Mutationsrate von etwa einer Aminosaure pro 1.000.000.000 Jahre

bedeutet.
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Diese geringe Mutationsrate zeigt deutlichst, welche essentielle Wichtigkeit
Ubiquitin in der Chemie des Lebens besitzt 22%%" Hinzu kommt, dass heute mehr
als 1000 Enzyme bekannt sind, die mit Ubiquitin interagieren. Dies entspricht ein
paar Prozent des gesamten Proteinpools der Zelle ['"?%2 Hieran kann man die

fundamentale Rolle des Ubiquitins in der Zelle erkennen.

3.6.2 Die biochemische Rolle des Ubiquitins und die E-Familien

Trotz seiner enormen Wichtigkeit in der Zellhomdostase und in der Regulierung
des Proteinpools blieb die Bedeutung von Ubiquitin lange Zeit unerkannt. Es
wurde anfangs sogar als ,extrem unwichtig* eingestuft !16:283-2861,

Ubiquitin ist in eine Vielzahl grundsatzlicher biologischer Prozesse involviert.
Hierzu zahlen bisher die Bereiche der Kontrolle der Zellteilung, Signal-
Transduktion, Regulation der Transkription, DNA-Reparatur-Mechanismen,
~Qualitatskontrolle“ der Proteinsynthese im Endoplasmatischen Retikulum, Stress-

[287:288] | |d

Regulation, Induktion und Regulation von Immunantworten
Entziindungsreaktionen #*%1, Apoptose, embryonale Entwicklungsstufen und die
circadiane innere Uhr, um nur einige wenige Hauptbereiche aufzulisten ['®'7),

Die Hauptfunktion von Ubiquitin ist seine Verwendung als Marker im
intrazellularen Proteinabbau. Kovalentes Anbinden eines Ubiquitins an ein Protein
terminiert dieses zum Abbau im 26S Proteasom %" Wie schnell und iber
welche Zwischenstadien dieser Abbau erfolgen wird, hangt allerdings noch von
der Ankniipfung weiterer Ubiquitine ab 2922,

1980 wurde erkannt, dass Ubiquitin Uber eine Isopeptidbindung kovalent an das
abzubauende Protein geknlpft wird. In einem energieverbrauchenden Prozess
wird Ubiquitin mittels ATP aktiviert. Initial bildet sich eine extrem energetische
Ubergangsverbindung, ein Acyladenylat zwischen dem C-Terminus des Ubiquitins
und AMP unter Freisetzung von Pyrophosphat. Dieser Ubergangszustand kann
nicht zufallig ohne Hilfe eines enzymatischen Aktivierungssystems entstehen oder
substratspezifisch Ubertragen werden, da der Energiegehalt dieser Verbindung
extrem hoch ist 29730,

Bereits zwei Jahre spater wurde das erste Ubiquitin-aktivierende Enzym isoliert

und charakterisiert. Es aktiviert Ubiquitin in ahnlicher Weise wie die Aminoacyl-
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tRNA-Synthetase P*°l. Heute werden alle Ubiquitin-aktivierende Proteine dem
Enzym E1 zugeordnet.

Bei der Ubiquitinaktivierung wird zunachst das C-Terminale G76 des Ubiquitins
zum Monophosphat-Acyladenylat-Ester aktiviert und dann auf ein Cystein des
aktivierenden E1-Enzym unter Abspaltung von AMP selbst Ubertragen.
Energetisch steht die Ubiquitinierungsreaktion also gleichauf mit der DNA-
Polymerasereaktion.

Aus chemischer Sicht ist schon dieser E1/Ubiquitin-Thiolester kompetent genug,
um auf nahezu jede Aminogruppe transferiert zu werden. Dies geschieht auch bei
der nicht-ribosomalen Polypeptidsynthese, die etwa zeitgleich zum Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) entdeckt wurde %2,

Jedoch erwies sich die Ubiquitinaktivierung sehr komplex (Abb.3.29). Nach und
nach wurde zunachst entdeckt, dass Ubiquitin Uber Enzyme der Familie E1
aktiviert wird. Diese werden dann auf Ubiquitin-Trager-Proteine der Familie E2
ubertragen, die ihrerseits das Ubiquitin auf Ubiquitin-Ligase-Proteine der Familie
E3 Ubertragen. Dabei wird jeweils der Thiolester mit dem Ubiquitin erhalten und
von einem Protein zum anderen weitergereicht. Erst die E3-Proteine Ubertragen
dann das Ubiquitin auf die abzubauenden Proteine. Hierbei wird dann kein
Thiolester gebildet sondern eine Peptidbindung, die entweder Uber den N-
Terminus des Zielproteins oder Uber eine e-Aminogruppe eines Lysins etabliert
wird.

Den E3-Proteinen fallt somit die Substratspezifitat zu, wohingegen die E2-Proteine
fur die Regulierung und Aktivierung verschiedener E3-Subfamilien zustandig sind.
An die Lysine des ersten Ubiquitins, das an ein Protein gebunden wurde, werden
nun mittels eines Enzyms aus der E4-Familie weitere Ubiquitine kovalent
gebunden. Es entsteht eine Polyubiquitinkette. Je nach dem Uber welche Lysine
des Ubiquitins die Polyubiquitinkette aufgebaut wird, entscheidet sich das
Schicksal des markierten Proteins. Diese ,Etikettierung® kann vom Abbau, Uber
weitere Modifikationen bis hin zum Erhalt des Proteins fuhren. Weiterhin wird das
Protein, je nach Form und Lange der Polyubiquitinkette, in verschiedene
Kompartimente der Zelle transferiert *°*l. Zumeist endet jedoch die Reise des
markierten Proteins am 26S Proteasom, in dem es abgebaut wird. Das

Polyubiquitin wird dabei abgespalten und in das Cytosol entlassen.
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Zwei weitere Familien erganzen und komplettieren die E-Familien. Die E5-Familie
enthalt Deubiquitinierungs-Enzyme, die entweder ein Ubiquitin oder eine
komplette Polyubiquitinkette entfernen oder diese innerhalb eines Proteins auf
einen anderen Aminosaurerest Ubertragen.
Die Enzyme der E6-Familie zerlegen schlieB3lich die Polyubiquitinketten, die nach
dem Proteinabbau im Proteasom freigesetzt werden, wieder in einzelne
Ubiquitine. Hierdurch schlieRt sich dann der Kreis fiir das Ubiquitin %4307,

Aktivierung

)J -
2 1’) \ é— ,_,,Jj""

qﬁj Protein-
} Markierung

%’ Mono-
Ubiquitin

Ketten-’
verkiirzung

“Ubiquitin
Aminosauren-

Recycling K J - ]

MHC- B - J

Beladung D Peptid-
» fragmente

26S
Proteasom

Abb.3.29: Der Ubiquitin-Konjugations-Pathway

Ubiquitin wird zunachst unter ATP-Verbrauch und Pyrophosphat-Abspaltung aktiviert
und von E1 (Ubiquitin-aktivierendes Enzym) auf sich selbst Ubertragen. Dann an E2
(Ubiquitin-Trager-Enzym) und letztendlich an E3 (Ubiquitin-Ligase-Enzym) Ubertragen.
Der Transfer von Ubiquitin findet stets Giber das C-Terminale G76 des Ubiquitins und
dem Thiol eines Cysteins des Tragerproteins aus den E-Familien unter Bildung eines
Thiolesters statt. Erst am ,Zielprotein® wird das Ubiquitin in Form einer Peptidbindung
gebunden. E4-Proteine verlangern die Ubiquitinkette, E5verkirzen sie. Sobald die
Polyubiquitin eine bestimmte Lange erreicht hat wird das so markierte Protein im
Proteasom abgebaut. E6-Proteinezerlegen freie Polyubiquitinketten in Monoubiquitine.
Die Abbildung wurde nach 081 modifiziert.
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Das 26S Proteasom (Abb.3.30) ist ein Multienzym-Komplex, das je nach Spezies
eine Molekularmasse zwischen 1.500.000 und 2.500.000 D besitzt und aus
insgesamt 64 Untereinheiten besteht. Man unterteilt das 26S Proteasom in das

katalytisch aktive 20S Proteasom und die beiden 19S Deckel-Kontrolleinheiten %

312]

Die proteolytisch aktive 20S Proteasom-Einheit ist in Eukaryonten %

Prokaryonten ' oder Archaen P'*?*"® also in allen Lebewesen dieses Planeten,
zu finden und besteht aus insgesamt 28 Untereinheiten, jeweils 14 a- und -
Einheiten. Die Untereinheiten lagern sich zu heptameren Ringen zusammen, die
sich wiederum zum fassférmigen 20S Proteasom in der Stochiometrie « 1.781-7B1-
7a 1.7 zusammenlagern. Die « -Ringe besitzen ATPase-Aktivitat und die B-Ringe
sind die proteolytisch aktiven Zentren. Im Falle von Prokaryonten sind nahezu alle
a - und B-Einheiten identisch, bei Eukaryonten sind alle 7 « - und B-Einheiten

unterschiedlicher Natur.

Abb.3.30: Aufbau des 26S Proteasoms "%

Das 26S Proteasom besteht aus einem fassférmigen, katalytisch aktiven 700 kD
schweren 20S Proteasomkern und ein bis zwei 19S Deckel-Kontrolleinheiten. In der
20S-Einheit werden Proteine in 7 bis 8 Aminosauren lange Peptide zerlegt. Die 19S
Deckeleinheiten schiitzen vor zufalliger Proteolyse, indem sie nur Proteine, die mit
einem Polyubiquitin markiert sind, in das Proteasom leiten. Das Protein wird entfaltet, in
das Proteasom eingefadelt und dort abgebaut. Die Polyubiquitinkette selbst wird
abgespalten und unabgebaut in das Cytosol entlassen. Seitansicht (links), Blick ins
Proteasom (rechts). Die Abbildung wurde mit dem PDB-File 1FNT generiert.
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Trotz dieses unterschiedlichen Aufbaus zwischen Pro- und Eukaryonten erzeugt
das 20S Proteasom zumeist Peptide von 7 bis 8 Aminosauren Lange. Diese
Lange ist unabhangig sowohl von der Anzahl, Anordnung oder dem Abstand der
aktiven proteolytischen Zentren des Proteasoms als auch der Aminosauresequenz
des abgebauten Proteins P%3"® Nach dem Abbau wird ein GroRteil dieser kurzen
Peptide weiter in Aminosauren zerlegt. Ein kleiner Anteil dieser Peptide wird auf

MHC-Klasse | Rezeptoren P73

gebunden und dient dem adaptiven
Immunsystem als Kontrolle des zellinternen Proteinpools """, Durch die

Gegenwart von Interferon y oder dem PA28-Aktivator (Uber den nur Lebewesen

mit adaptiven Immunsystem verfugen) kann das Schnittverhalten des Proteasoms
modifiziert werden, wodurch andere Peptidsticke entstehen. Hierdurch ergibt sich
eine andere Beladung der MHC | Rezeptoren und damit ein verandertes antigenes
Muster.

Die 19S-Deckel-Kontrolleinheit versiegelt unter ATP-Verbrauch die aktive
20S-Einheit und schutzt so den Proteinpool vor zufaligem Abbau durch das
26S Proteasom %% Die Deckeleinheit besteht aus 18 Untereinheiten, deren
Struktur und Funktion noch nicht vollstandig aufgeklart ist *2". Ebenso ist noch
nicht geklart, wie ein Protein durch die Deckel-Kontrolleinheit in das Innere des
20S-Proteasoms befordert wird. Bisher wurden 6 Untereinheiten als ATPasen
identifiziert, die flr die Anbindung an das S20 Proteasom notwendig sind
[[309;310;322]'

Weitere 8 Untereinheiten bilden zusammen eine Struktur, die Polyubiquitinketten
erkennt und das daran gebundene Protein, dann wie ein ,reverses Chaperon®
entfaltet und in das katalytische Zentrum beférdert. Wahrend des ,Einfadelns®
spaltet eine weitere Untereinheit die Polyubiquitinkette ab und entlasst sie ins

(04 Das 26S Proteasom ist nur aktiv, wenn es Uber eine

Cytosol
Polyubiquitinkette aktiviert wurde und ohne die Polyubiquitinkette findet kein

Abbau im 26S Proteasom statt 323,
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Gerate und Software

Bei allen Geraten wurde die jeweils mitgelieferte Software verwendet.
Plasmareinigung Plasma System 100

TePla AG (www.tepla.com), Deutschland
Kontaktwinkelmessung  KSV CAM 200

KSV instruments (www.ksvinc.com); USA
Mikropipettier-Roboter GESIM Nanoplotter 2.0

GESIM, Dresden, Deutschland

Epifluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 100

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Laser-Scanning LSM510
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
FCS-Mikroskop Confocor 2

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
RiFS-Messungen Eigenbau

Arbeitskreis Gauglitz, Tibingen, Deutschland
Isothermale Kalorimertie Thermal Activity Monitor TAM2277

Thermometrics AB, Jarfalla, Sweden
NMR-Messungen Bruker DRX 600

Brucker Daltoniks, Bremen, Deutschland

Metamorph Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland
Image Pro Plus Media Cybernatics, Silver Springs, USA
ELISA-Reader SpectraMax 340

Molecular Devices, Albertville, USA
Kontaktbelichter Proximitybelichter

Karl Suss GmbH, Deutschland
ESI-MS VG Quattro Il

Fisons Instruments, England
HPLC-MS HPLC MS NGM11
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Micromass (MS), Gilson (HPLC)

HPLC (praparativ)

RP-C18, Reprosil 100, C18, 5 ym, 125 x 20 mm

Dr. Maisch GmbH, Deutschland

CCD-Kamera

Sensicam 1200

PCO Computer Optics, Kelheim, Deutschland

Ultraschall-Lanze

Sonoplus GM70

Bandelin GmbH, Berlin, Deutschland

Reinraumanlagen

Daltrop, Deutschland

4.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Standardchemikalien wie Ldsungsmittel,

Salze, Kupplungsreagenzien und

Farbstoffe wurden sofern nicht anders beschrieben als Feinchemikalien bei Fluka

(Deisenhofen, Deutschland),

Merck (Darmstadt, Deutschland), Novabiochem

(Laufelfingen, Schweiz), Senn Chemicals (Dielsdorf, Schweiz), and Orpegen

Pharma (Heidelberg, Deutschland) bezogen.

Aminoslides

Silane

Hydrophobe Trager
Fmoc-Aminosauren
Fmoc-Ado
Syntheseharze
S0387

FluoreszenZfilter

FCS-Mikrotiterplatten

Pam3Cys-OH
ELF-97-Phosphat

PDMS (Sylgard 184)
Photolithographische Maske
Aluminiumlegierungen

Tesafilm
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Nunc, Arraylt, BD Biosciences, Genetix

ABCR Research Chemicals, Deutschland
IMPLEN, Minchen, Deutschland

Novabiochem, Heidelberg, Deutschland
Neosystem, StralRburg, Frankreich

Rapp Polymere, Tubingen, Deutschland

FEW, Wolfen, Deutschland

AHF Analysentechnik, Tubingen, Deutschland
Chroma, Deutschland

Molecular Machines & Industries AG, Glattbrugg,
Schweiz

EMC microcollections GmbH, Deutschland
Molecular Probes, Deutschland

Dow Corning Chemicals, England

ML&C GmbH, Jena, Deutschland

Klett Aluminiumtechnik, Duf3lingen, Deutschland

in jedem Schreibwarenladen
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Streptavidin-HRP

Primarer IL8-Antikorper
Sekundarer IL8-Antikorper
RPMI 1640 Medium

TMB

10 x PBS-Puffer
Rekombinanter IL8 Standard
Tris

Mikrotiterplatten

Siebdrucknetze

Pierce, Bonn, Deutschland

clone G265-5, BDPharMingen, San Diego, USA
clone G265-8 BDPharMingen, San Diego, USA
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Greiner, Flacht,, Deutschland

Koenen GmbH, Ottobrunn, Deutschland

Bopp und CoAG, Zurich, Schweiz

Sporl KG, Sigmaringendorf, Deutschland

4.1.3 Puffersysteme und Losungen

PBS-Puffer

e 1:10 Verdiinnung des 10 x PBS-Puffers mit Wasser

Block-Puffer

e 4% BSA (w/v) in PBS-Puffer

Waschpuffer

e 6,06 gTris

e 200 pl Tween20

e Auffullen auf 1000 ml

e Einstellen auf pH 8,0
AP-Puffer

e 9,0gNaCl

e 1,2gNaH,PO,4

e 150 pl Tween 20

e Auffullen mit H,O auf 1000 ml, pH 9,0

Kaisertest

e Loésung A: 0,66 mg KCN, 1 ml H,O, 49 ml Pyridin
e Lo6sung B: 2,5 g Ninhydrin, 50 ml n-Butanol

e Losung C: 20 g Phenol, 40 ml n-Butanol
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4.1.4 Zellkultur

THP-1 ATCC Nummer: TIB-202)
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ) (Braunschweig, Germany)

4.2 Allgemeine Methoden
Diese Methoden wurden in allen Teilbereichen der Doktorarbeit verwendet.
4.2.1 Peptidsynthesen

Die Peptidsynthesen wurden mit Fmoc/Boc-Schutzgrupppen-Chemie durchgefuhrt
[112;246;247]

4.2.1.1 Vorquellen der Beads

Synthesebeads mit 20 ym Durchmesser zeigten ein anderes Verhalten wahrend
der Synthesen als die Ublicherweise verwendeten 90-130 ym durchmessenden
Beads. Um die Reaktivitat der 20 um Beads komplett zu aktivieren, wurden diese
aus dem trockenen Zustand mit 80% DM und 20% DCM fir 15 min vor einer
Reaktion inkubiert.

4.2.1.2 Kupplung von Fmoc-Aminosauren

Fir die Synthese wurden Fmoc-Aminosauren eingesetzt. Fir die
Kupplungsvorschrift gilt allgemein:

e 3 eqg. Fmoc-Aminosaure

e 3 eq. Isopropylcarbodiimid (DIC)

e 3 eq. 1-Hydroxybenzotriazol Monohydrat (HOBT)

e 3 eq. N,N"-Diisopropylethylenamin (DIPEA)

e Ldsen in DMF mit Endkonzentration von mind. 0,3 M

e 90 min Inkubationszeit

e 8 x Waschen mit DMF
Mit einem Kaiser-Ninhydrin-Test kann die Vollstandigkeit der Kupplung gepruift

werden.
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4.2.1.3 Kupplung von Pam3;Cys-OH

e 2 eq. Pam3;Cys-OH gesattigt in DCM l6sen
e 3 eq. Isopropylcarbodiimid (DIC) zusammen mit
e 3 eq. 1-Hydroxybenzotriazol Monohydrat (HOBT) gesattigt in DMF I6sen
e Mischen der beiden Lésungen und Inkubation flr 5 min
e trockenes Harz mit der Losung uUberschichten und Inkubation fur 12 h bei
30°C
e Waschen 3 x DCM, 3 x DMF, 3 x Diethylether, 3 x DMF
Mit einem Kaiser-Ninhydrin-Test kann die Vollstandigkeit der Kupplung gepruft

werden.

4.2.1.4 Kupplung von Farbstoffen

Die Verbindungen wurden mit Farbstoffen wie 5/6-Carboxyfluorescein, 5/6-
Carboxy-TAMRA, S0387 aber auch Biotin markiert.

e 2 eq. Farbstoff

e 3 eq. Isopropylcarbodiimid (DIC)

¢ 3 eq. 1-Hydroxybenzotriazol Monohydrat (HOBT)

e 3 eq. N,N"-Diisopropylethylenamin (DIPEA)

e Losen in DMF/DCM (50:50) mit Endkonzentration von mind. 0,3 M

¢ 4 h Inkubationszeit

e Waschen 4 x DMF, 4 x DCM

Dies stellt wieder einen negativen Kaiser-Ninhydrin-Test dar.

4.2.1.5 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Durch Zugabe von 30% Piperidin in DMF wird die Fmoc-Schutzgruppe
abgespalten.

e 500 pl 30% Piperidin fur 5 min

e 1 x Waschen mit DMF

e 500 pl 30% Piperidin fur 10 min

e 8 x Waschen mit DMF
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Ein positiver Kaiser-Ninhydrin-Test bestatigt das Vorhandensein einer NH,-Gruppe

und damit die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe.

4.2.1.6 Abspaltung der Aloc-Schutzgruppe

Die Abspaltung der Aloc-Schutzgruppe P! wird unter Schutzgas durchgefiihrt.
e 2 eq. Pd(PPh3)4 geldst in DCM/Essigsaure/Morpholin (92.5: 5 : 2.5)
e Inkubation des Harzes unter Schutteln fur 2 h
e Waschen 6 x DCM, 6 x DMF, 6 x DCM, 6 x Methanol und 6 x DMF
Ein positiver Kaiser-Ninhydrin-Test bestatigt das Vorhandensein einer NH,-Gruppe

und damit die Abspaltung der Aloc-Schutzgruppe.

4.2.1.7 Abspaltung der Seitenschutzgruppen auf dem Harz

Nach Ende der Synthese werden die Seitenschutzgruppen entfernt.
e Inkubation mit Trifluoressigsaure/Wasser/Triisoproplysilan (95 : 2,5 : 2,5) fur
90 min
e Waschen mit4 x DCM, 4 x DMF, 4 x Wasser, 4 x Ether
e Suspendieren der Beads in warmen tBu-OH (60°C)
e Ultraschall fur 5 min und Schockfrieren mit flissigem Stickstoff
e Lyophilisieren fir 40 h
Die so erhaltenen Beads werden licht- und feuchtigkeitsgeschutzt gelagert.

4.2.1.8 Abspaltung vom Harz mit UV-Licht

Im Falle der LIPODOT-Verbindungen werden diese mit UV-Licht abgespalten.
e Suspendieren der Beads in tBu-OH/Wasser (80:20)
e unter Ruhren fur 90 min mit UV-Licht bestrahlen
e Filtrat auffangen und Beads erneut in 80% tBu-OH und 20% Wasser
suspendieren
e unter Ruhren fur 90 min mit UV-Licht bestrahlen
o Filtrate vereinigen und lyophilisieren

Das erhaltene Pulver wird trocken und lichtgeschutzt gelagert.
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4.2.1.9 Abspaltung vom Harz mit Saure

Falls kein Photolinker bei der Synthese verwendet wurde, werden die Peptide vom

Harz abgespalten und parallel dazu die Seitenschutzgruppen entfernt.

Inkubation mit Trifluoressigsaure/Wasser/Triisoproplysilan (95 : 2,5 : 2,5) fur
90 min

Filtrat in Ether aufnehmen (Peptide fallen aus) und abzentrifugieren

2 x Zentrifugat mit Ether waschen und jeweils abzentrifugieren

Zentrifugat in tBu-OH/Wasser (80:20) I16sen und lyophilisieren.
So kann das Peptid gekunhlt gelagert und portioniert werden.

4.2.1.10 Kaiser-Test

Der Kaiser-Test ist eine empfindliche Farbreaktion
(Abb.4.1) zum Nachweis von freien Amino-
gruppen und wird jeweils zur Uberprifung einer
vollstandigen  Kupplung  oder  Freisetzung
verwendet.

e Vorlegen des Syntheseharzes in einem

Eppendorf-Cup .

e Zugabe je eines Tropfens der Losungen A,

B und C und gutes Durchmischen Abb.4.1: Farbung des Kaiser-
Tests
e Erhitzen auf 105°C fur 10 min Negative Reaktion (links),

- . . Positive Reaktion (rechts
e Uberprufen der Farbreaktion ( )

Eine vollstandige Kupplung mit einer Fmoc-Aminosaure ergibt einen negativen
(leicht gelblichen) Kaisertest. Nach einer Entschutzung der Aminogruppe wird der

Kaisertest positiv (tief dunkelblau).

4.2.1.11 Aufreinigung

Die hergestellten Verbindungen zeigten als Rohprodukt zwischen 80% und 95%
Reinheit. Sofern dieser Reinheitsgrad nicht ausreichte wurde die Verbindung

mittels praparativer HPLC-MS aufgereinigt.
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4.2.1.12 Analytik der Verbindungen

Die Analytik der Verbindungen wurde mit ESI-MS oder HPLC-MS durchgefuhrt.
Hierfur wurden die Verbindungen in einem Gemisch aus ACN/MeOH (97,5:2,5)
geldst und 100 pl fur die Analytik verwendet.

4.2.2 Mikroskopie

4.2.2 1 Epifluoreszenz-Mikroskopie

Fir die Epifluoreszenz wurde ein Axiovert 100 M (Zeiss) zusammen mit der
mitgelieferten Software Axiovision 3.2 (Zeiss) verwendet. Fur die Bildaufnahme
wurde eine Sensicam 1200 und als Lichtquelle eine Quecksilberdampflampe
verwendet. Ein vollautomatischer, sowohl Uber die Software als auch manuell
steuerbarer, xy-Tisch (Merzhauser, Deutschland) liefert an die Software eine
Positionsangabe. Als weitere Software wurden Metamorph und Image Pro Plus
verwendet. Zusatzlich wurden zu Metamorph kompatible Softwaremodule flr

automatische Positionierung, Bilderfassung und Einscannen entwickelt™.

Filtersatze Anregungsfilter Strahlteiler Emissionsfilter
Fluorescein HQ470/40 Q495LP HQ525/50
Rhodamin HQ548/10 Q565LP HQ610/75
S0387 HQ620/60 Q660LP HQ700/75
ELF-97 D350/50 400LP 420LP
Beads D350/50 450LP 500LP
Objektive

5-fach Plan Neofluar 5 x NA 0,15

10-fach Plan Neofluar 10 x NA 0,3 (DIC I)

20-fach Plan Neofluar 20 x NA 0,5 (DIC II)

40-fach C-Apochromat 40 x NA 0,75 (DIC 1l)

63-fach Plan-Apochromat 63 x NA 1,4

* Umsetzung der Programmkonzepte durch Frau Regina Bohnert (Arbeitsgruppe Priv. Doz. Brock,
Tlbingen)
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4.2.2.2 Laser-Scanning-Mikroskopie

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie wurde mit einem invertierten LSM510
Laser Scanning Mikroskop (Zeiss, Deutschland) verwendet. Fur die Anregung der
Fluorophore standen ein HeNe-Excimer-Laser und ein Argonionenlaser zur
Verfugung.

Aufgrund der komplexen Optik war es mit diesem Instrument mdglich, bis zu 3
Fluorophore parallel zu detektieren. Die Anregungslaser wurden stets parallel

eingekoppelt.

Filtereinstellungen

Fluorescein HFT UV/488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem
NFT 545 Strahlteiler und einem BP 505-530 Bandpassfilter

Rhodamin HFT UV/488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem
NFT 635 Strahlteiler und einem BP 560-615 Bandpassfilter

S0387 HFT UV/488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem
LP650 Langpassfilter

ELF-97 HFT UV/488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem
NFT 545 Strahlteiler und einem BP 560-615 Bandpassfilter

Beads HFT UV/488/543/633 Strahlteiler in Kombination mit einem
NFT 545 Strahlteiler und einem LP650 Langpassfilter

Objektive

5-fach Plan Neofluar 5 x NA 0,15

10-fach Plan Neofluar 10 x NA 0,3 (DIC I)

20-fach Plan Neofluar 20 x NA 0,5 (DIC II)

40-fach C-Apochromat 40 x NA 0,75 (DIC 1)

63-fach Plan-Apochromat 63 x NA 1,4

4.2.2.3 FCS-Mikroskopie

Das Epifluoreszenz-Mikroskop (4.3.2.1) verfugte Uber ein FCS-Modul, das
dieselben Filtersatze und Objektive nutzte. Zur Anregung standen ein Argon- und
ein HeNe-Excimer-Laser zur Verfigung. Samtliche Berechnungen wurden mit der

ausgelieferten Software durchgefuhrt.
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Filtersatze Anregung Strahlteiler Emissionsfilter
Fluorescein 488 nm Argon HFT488 HQ525/50
Rhodamin 543 nm HeNe HFT 488/543 HQ610/75
S0387 488 nm Argon HFT488 HQ525/50

Justage des Pinholes

Zur Erzeugung eines konfokalen Volumens musste das Pin-Hole nach jedem
Neustart des Mikroskops justiert werden.
e Vorlegen einer konzentrierten Fluorophorlésung
e Wiederholte Variation der x- und y-Position des Pinholes bis zum Erreichen
eines maximalen Detektorsignals

e Variation der z-Position zur Maximierung des Signals

Einstellung der Fluorophor-Konzentrationen

Far die Messung wurden jeweils 15 pl Losung in einer 384-Well-Platte (MMI,
Zurich, Schweiz) vorgelegt. Losungen mit Fluorophoren oder Fluorophor-
gelabelten Verbindungen wurden nun vorvermessen, um die mittlere Anzahl der
Fluorophore im konfokalen Detektionsvolumen zu bestimmen. Entsprechend der
Ergebnisse wurden die Losungen so verdunnt, dass im zeitlichen Mittel noch 1-2
Fluorophore im Detektionsvolumen vorlagen, um eine entsprechend hohe

Autokorrelation zu erhalten.

Ermittlung des konfokalen Volumens und der Fluorophoreigenschaften

Diese Werte wurden zuerst ermittelt, um spatere Autokorrelationsauswertungen
mit weniger Variablen bezlglich des Fluorophors und des konfokalen Volumens
berechnen zu konnen.
e Fokussierung des Lasers auf 200 ym oberhalb des Wellbodens
¢ 10 Messungen des ungebundenen Fluorophors fur je 45 s
e Autokorrelation und Berechnung der Fluorophoreigenschaften wie
Triplettzustand, Quantenausbeute, Anzahl der Fluorophormolekule und der
Diffusionszeit r,, und Mal3e des konfokalen Volumens
Diese Werte werden fur alle weiteren Messungen und Berechnungen konstant

gehalten.
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FCS-Messung
Alle Messungen und Versuche wurden als 3-fach Bestimmung durchgefuhrt.

e Fokussierung des Lasers auf 200 ym oberhalb des Wellbodens

¢ 10 Messungen der fluoreszenten Verbindung fir je 45 s

¢ Autokorrelation und Berechnung der Diffusionszeit r,, Triplettzustand,
Quantenausbeute, Anzahl der Fluorophormolekuile unter Beibehaltung der
zuvor ermittelten Werte des konfokalen Volumens

e Zugabe des Interaktionspartners und Durchmischen des Volumens

¢ 10 Messungen der fluoreszenten Verbindung fir je 45 s

e Autokorrelation und Berechnung der Diffusionszeit z,, Triplettzustand,
Quantenausbeute, Anzahl der Fluorophormolekile unter Beibehaltung der

zuvor ermittelten Werte des konfokalen Volumens

Die Diffusionszeit 7, aller 10 Messungen wurde gemittelt und die

Standardabweichung berechnet.

4.2.2.4 Auswertung mit Metamorph

Innerhalb der Software Metamorph wurden einige Routinen programmiert.
Entsprechend der Vorgaben wurden Routinen zur Steuerung des xy-Tisches, des
Abscannen von Arrays und der Bildaufnahme von Regina Bohnert programmiert.

Sofern vorhanden, wurden Subroutinen der Software direkt benutzt und zu

kleineren Routinen zusammengestellt.

Routine Funktion

Objects erfasst anhand eines Kantenkontrasts Strukturen im Bild und
erstellt pro Objekt eine separate Umrandungsmaske.

Size Nach Eingabe der GroRe eines Pixel in ym werden alle
erfassten Grofden in um umgerechnet.

Background |&sst alle Masken aus Objects um eine einstellbare Pixelzahl
anwachsen, verschmilzt sie zu einer einzigen Maske und

invertiert sie dann.
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Backintensity

Ellipse

Sizeexclusion

Structureexclusion

Intensity

Brightness

Darkness

Centre

Values

summiert die Helligkeit aller Pixel in der Maske aus
Background auf und dividiert sie durch die Anzahl der
Maskenpixel.

passt fur jede Maske aus Objects eine Ellipse mit minimaler
Flache an; die Langen der Halbachsen.

Nach Eingabe des minimalen und des maximalen Ausschluss-
wertes in ym werden alle Masken aus Objects geloscht, deren
(durch Ellipse bestimmten) Halbachsen groer als der
Maximalwert oder kleiner als der Minimalwert sind.

Nach Eingabe des maximalen Ausschlusswertes werden alle
Masken in Objects geloscht, deren Verhaltnis von (durch
Ellipse bestimmten) grof3er Hauptachse zu kleiner Halbachse
grolder als der eingegebene Wert ist.

summiert fur jede Maske aus Objects die Helligkeit aller Pixel
und dividiert sie durch die Anzahl der Maskenpixel.

eliminiert alle Masken aus Objects, deren Intensity hoher als
85% des maximal mdglichen Weillwertes sind oder die Uber
mehr als 5% Pixel mit einem Helligkeitswert von 90% des
Weildwertes enthalten.

eliminiert alle Masken aus Objects, deren Intensity geringer
als die 1,2-fache Backintensity ist oder die Uber mehr als 5%
Pixel mit einem Helligkeitswert von 90% der Backintensity
enthalten.

berechnet fur eine Maske den Schwerpunkt.

erfasst die Zuordnungsnummer der Maske aus Objects, die x-
und y-Position durch Centre, die Langen der Halbachse durch
Ellipse, das Verhaltnis der Halbachsen und die Intensity der

Maske und Ubertragt sie in ein Excel-importierbares wmf-File.

4.2.2.5 Wann ist ein Signal ein Signal?

Ab wann ein Signal als solches gewertet werden kann, ist seit langem ein

umstrittener Bereich in der Wissenschaft und gipfelte in der Unterscheidung

zwischen Sensibilitat und Sensitivitat einer Messung
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Ein Signal sollte etwa drei Mal so stark wie das Hintergrundrauschen sein.

Dies ist eine sehr hilfreiche Faustregel, wenn auch eine etwas ungenaue
Definition.
Fir absolute Intensitaten / wie im Falle von Mikroskopie und Bildaufnahmen

werden zwei Definitionen verwendet, die einander entsprechen.

Der Kontrast C
Die klassische Definition des Kontrasts C
1

i

Signal

2 2
2-1 2.1,
A C - Signal - + H int ergrund .
(ISignal + IH int ergrund) (ISignal + IH int ergrund)

Somit kann der Kontrast Werte zwischen -1 und 1 annehmen. Sofern die

ist [326:327]

Signal - [H int ergrund

+17

H int ergrund

Signalintensitat 7, groBer als das Hintergrundsignal 7, ..., ist, erhalt man

Kontrastwerte zwischen 0 und 1.

Bei einem perfekten Signal ist der Hintergrund nicht detektierbar und der Kontrast
betragt demnach 1. Ist das Signal nicht vom Hintergrund zu unterscheiden, so
erhalt man einen Kontrast von 0.

Die Faustregel mit dem dreifachen Signal gegentber dem Hintergrund entspricht
einem Kontrast von 0,5. Aufgrund der Messgenauigkeit heutiger Detektoren wie
CCD-Kameras und Scanner wird ein Kontrast von 0,1 noch als signifikant

angesehen, da das Detektorrauschen AS ca. 0,02 betragt.

Das S/N-Verhaltnis

Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (signal to noise ratio = S/N) ist ebenfalls ein

gebrauchliches Mal} fur die Qualitat eines Signals. Es gilt dabei

S _ ISignal

1

H int ergrund

o2 ()45
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Kontrast und S/N-Verhaltnis sind direkt ineinander umrechenbar. Es gilt dabei
S 1+C

N 1-C
Da der Kontrast zwischen -1 und 1 liegen kann, ist fur das S/N-Verhaltnis jede
reelle Zahl moglich. Ein S/N-Verhaltnis von 3 oder hoher gilt als gutes Signal, aber
schon ein Verhaltnis von 1,25 kann bei rauscharmen Detektoren als Signal

gewertet werden.

4.2.3 Softlithographisches Printing mit PDMS-Stempel

Fir die Herstellung des PDMS-Stempels wird ein Master bendtigt. Der Master wird
mittels Lithographie als Abbild einer Photolithographiemaske hergestellt und
besitzt ein wenige Mikrometer hohes Relief. Der flussige PDMS-Polymer wird auf
das Relief gegossen und erzeugt durch Polymerisation den PDMS-Stempel, der

strukturell ein Negativabdruck des Masters darstellt.

4.2.3.1 Herstellung des Masters

Mittels CAD wurden die Strukturen definiert und auf eine Chrom-beschichtete
Glas-Photolithographiemaske Ubertragen Diese Lithographiemaske wurde in
einem Kontaktbelichter auf einen Wafer Ubertragen, der zuvor mit Photolack
beschichtet wurde (Abb.4.2a bis f). Nach der Entwicklung des Photolacks wurde

der nun strukturierte Wafer mit einem Silan inertisiert und als Master verwendet.

Standardprotokoll

e Reinigen des Wafers in 10% wassriger Flusssaure

e Waschen mit 3 x Wasser und 3 x Isopropanol

e Ausheizen des Wafers bei 120°C fur 10 min

e Uberschichten mit 5% HMDS in Isopropanol

o Belacken des Wafers mit Photolack mittels Spin-Coating

e Ausheizen des Photolacks bei 95°C fur 5 min

e Kontaktbelichtung, Lichtdosis entsprechend der Lackdicke

e Entwickeln des Photolacks

e Ausheizen des strukturierten Photolacks bei 100°C fur 15 min
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e Gasphasensilanisierung mit einem Perfluorosilan fur 24 h

¢ staubfreie und lichtgeschitzte Lagerung der Master in einer Reinraumbox

a u ou N HH b) ) c)
~ Q/ \Q’ H""O: \Q,H -
H = 120°C
Mg o B ( CH, CH,__ CH,
-~ \O— ~ 7 3 3 3
=T & =g CH: | on, CL | cH, CL | CH,
A R e
I(l)l I?I I(IDI I(PI I(I}I I(Ijl I(I)I I(I]I ICI)I I(i)l I(i_)l I(I)I I(|]| I?l IC|)| I?| I(I)I Il?l
Si_ Si S si s S| | si s s s s osi| | si s si S S Si|
d) e) f)
95°C

g)

=

Abb.4.2: Herstellung des Masters

Der Wafer wird mit Flusssaure vorbehandelt und gereinigt (a), ausgeheizt (b), um das
Oberflachenwasser zu entfernen, und mit HMDS (c) hydrophobisiert. Nach einer
Spincoating-Belackung (d) wird der Lack ausgeheizt (e) und belichtet (f). Nach der
Entwicklung (g) wird der Lack ausgeheizt, mit einem Perfluorosilan inertisiert (h)

4.2.3.2 Herstellung des PDMS-Stempel

Die Herstellung ist ein einfaches Abguss-Verfahren "1 mit einem Zwei-
Komponenten-Polymer (Abb.4.3).
Komponente A Komponente B
CH CH CH CH CH CH CH
\ T o '3/ [T N [T T
ISi—O ISi—O ISi H3C—§i—0 \|Si—0) \|SI—O/ ISI—H
CH, \ CH, /x CH, CH, \H /vy \cCH, /zcCH,
+ x~250 y=3, z=3
:\ /:
Pt
Polymerisationsreaktion
H
CH
i - oo /\/
S Vi + s 12h bei 60°C S Si
CH, Pt

Abb.4.3: Polymerisationsreaktion von PDMS

Komponente A und B werden im Verhaltnis 1:10 gemischt und bei 60°C zu einem
hydrophoben Elastomer auspolymerisiert.
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Standardprotokoll

Vermischen der PDMS-Komponenten A und B im Verhaltnis 1:10

Einlegen des Masters in eine Petrischale

Uberschichten des Masters mit der PDMS-Mischung

Entgasen und Entfernen der Luftblasen durch Lagerung der Petrischalen
fur 45 min bei 1 mbar Druck

Polymerisation bei 60°C fur mind. 12 h

Vorsichtiges Abheben des PDMS-Stempels vom Master

Reinigen des Masters und des PDMS-Stempels mit Wasser

staubfreie und lichtgeschutzte Lagerung der Master und der PDMS-

Stempel in einer Reinraumbox

4.2.3.3 Stempeln von Molekilen

Der Stempelprozess mit PDMS-Stempeln wird auch als ,Softlithographisches

Printing“ oder ,Mikrokontakt Printing“ bezeichnet. Man kann damit maximal eine

molekulare Monolayer Ubertragen. Fur das Einfarben (Inking) des Stempels wird

eine 5 bis 20 nanomolare Losung bendtigt, die nur das zu Ubertragende Molekul

enthalt. Im Falle von DNA, Peptiden, Proteinen und Antikorpern durfen auch Salze

in der Einfarbe-L6sung enthalten sein.

Standardprotokoll

Zuschneiden des Stempels auf die gewunschte Grolie

Reinigen des PDMS-Stempels mit Wasser

Inkubation des Stempel-Reliefs flir 60 min mit der Einfarbe-Lésung
3 x Waschen des Stempels mit Wasser

Trockenblasen mit einem Gasstrom

Auflegen des Stempels auf eine planare Oberflache

Abheben des Stempels nach 15 s Kontakt

Waschen der Oberflache mit Wasser

Der Stempel kann mit derselben Einfarbe-Losung nochmals verwendet werden.
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4.2.4 Herstellung von Mikroarrays mit Nanopipettier-Roboter

Die Mikroarrays wurden mit einem GESIM Nanoplotter 2.0 (Abb.4.4) hergestellt”.

Die zu ubertragenden Verbindungen wurden moglichst konzentriert in einer 384-

Well-Mikrotiterplatte vorgelegt und die entsprechende Position eingespeichert. Die

Positionierung und Volumina der abgesetzten Tropfen auf den Mikroarray-Tragern

wurden vor der Herstellung einprogrammiert und fur spatere Verwendung wie

Reproduktionen eines identischen Arrays gespeichert.

Abb.4.4:Mikro-Pipettiereinheit des GESIM Nanoplotter 2.0

Bis zu 5 Mikroskopslides konnten temperaturreguliert und parallel mit bis zu 384
Verbindungen gefertigt werden. Die Verbindungen wurden jeweils einzeln Gbertragen.

Standardprotokoll

Programmieren des Arrays durch Festlegung der Abmessungen der
Mikroarrayslides, der Zahl der Verbindungen, Anordnung, Position und
Anzahl der Spots und der jeweils Ubertragenen Volumina (Tropfenanzahl)
sowie die Anzahl der Mikroarrays pro Slide.

Einlegen der Mikroarrayslides und der 384-Well-Mikrotiterplatte mit den zu
ubertragenden Verbindungen

Angleichen der Luftfeuchte in der Inkubationsbox bis zum Erreichen des
Taupunktes auf den Mikroarrayslides

Start des Pipettierprogramms

Entnahme der Slides und Lagerung in einer Klimakammer bis zur
vollstandigen Umsetzung der Bindungsreaktion

3 x Waschen mit Wasser und Trockenblasen

licht- und staubgeschitzte Lagerung der Arrays bei 4°C

* Einarbeitung und Betreuung durch Dr. Thomas Andre (Arbeitsgruppe Priv. Doz. Brock, Tibingen)
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4.3 Methoden im Teilbereich LIPODOT

4.3.1 Vereinzelung von Beads

Am Ende der Synthese liegen die Beads mit den Verbindungen in einem

Losungsmittel wie DCM oder DMF vor. Entzieht man das Lésungsmittel durch

einfaches Trocknen, Unterdruckverdampfung oder Filtration, verkleben die Beads

stabil miteinander und kénnen so nicht verwendet werden. Zur Generierung einer

Bead-Monolayer werden vereinzelte Beads bendétigt. Im Rahmen der Versuche

wurde kein Losungsmittel gefunden, aus dem die Beads direkt als einzelne Beads

gewonnen werden konnten. Einzig Uber einen Gefriertrocknungsschritt und

vorherige Behandlung mit verschiedenen Losungsmitteln war dies moglich.

Folgende Prozedur wurde letztendlich zur Vereinzelung von Beads eingesetzt.

Standardprotokoll

88

30 min Inkubation der Beads in NMP

3 x Waschen mit DMF

30 min Inkubation unter leichtem Schutteln in einem Gemisch aus ca. 70%
DMF und 30% DCM (dieses Gemisch entspricht in etwa der Schwebdichte
der verwendeten Beads).

3 x Waschen mit DCM

5 min Inkubation in DCM

3 x Waschen mit 65°C warmen tBu-OH

Aufnahme von 20 mg Beads in je 10 ml 65°C warmen tBu-OH und 2-5 min
Beschallung mit einer Ultraschall-Lanze (maximale Leistung fur
Dauerbetrieb), bis keine grélkeren Beadagglomerate mehr sichtbar sind
Die Beads sind ausreichend vereinzelt, wenn keine sichtbare Absenkung
mehr vorhanden ist.

Durch kurze Behandlung mit Ultraschall werden die Proben nochmals
durchmischt und danach sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Lyophilisierung bei 0,5 mbar Druck und -80°C fur 3 Tage und 6 h
Angleichung auf Raumdruck und Raumtemperatur
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Die Beads werden so als lockeres, feinkdrniges und streufahiges Pulver erhalten
und bis zur Verwendung unter Luft- und Lichtabschluss bei Raumtemperatur

eingelagert.

4.3.2 Bead-Monolayer auf der Carrier Plate

Um die fur den Transfer notwendige Bead-Monolayer herzustellen, werden
monodisperse Beads verwendet. Die Beads werden auf eine planare Oberflache
transferiert. Ubliche technische Verfahren zur Herstellung von Beschichtungen mit

Mikropartikeln sind Langmuir-Blodgett-Filme und Pulverbeschichtungsverfahren.

4.3.2.1 Langmuir-Blodgett-Filme

Fir Langmuir-Blodgett-Filme werden die Mikropartikel entweder in einer
Suspension vorgelegt oder schwimmen auf der Oberflache einer Losung, welche
die Mikropartikel nicht benetzen. Synthesepartikel missen per se mit moglichst
jedem Losungsmittel benetzbar sein, daher kann nur die Suspensions-Technik

angewendet werden.

Standardprotokoll

e Die Suspension enthalt 80 mg Beads pro ml und besteht aus 30% DCM
und 70% DMF.

e Die planaren Trager werden unter 30° Steigung mit 1 cm/min aus der
Ldsung gezogen.

e Beschichtete Trager werden unter Lichtabschluss trocken und staubfrei
gelagert.

4.3.2.2 Pulverbeschichtung

Pulverbeschichtung wird  fir Lackierung, Oberflacheninertisierung und

Feuerverzinkung in der Automobilindustrie eingesetzt. Hierbei stehen zwei

grundsatzliche Verfahren zur Verfliigung.

Beim Tauchverfahren wird der Trager in eine Klebstofflosung getaucht. Diese wird

angetrocknet und dann der Trager in eine Wirbelkammer, die das Pulver enthalt,
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getaucht. Bei der elektrostatischen Beschichtung wird der Trager aufgeladen und
das Pulver elektrostatisch beim Spruhen durch eine Duse aufgeladen. Hierdurch
haftet das Pulver an der Oberflache.

Eine elektrostatische Beschichtung eines Tragers mit Beads liel3 sich nicht
durchfiihren. Daher fand nur das Tauchverfahren Anwendung unter der
Einschrankung, dass die Klebstoffschicht dunner als der Durchmesser der
verwendeten Beads ist.

Standardprotokoll

e Der Trager wird entweder mit Spincoating und einem Klebstoff beschichtet
oder man nimmt kommerziell erhaltliche Polymertrager, die bereits Uber
eine Klebstoffschicht verfligen (Klebestreifen wie Tesafilm).

e Der Trager wird in eine Halterung mit 45° Neigung eingespannt und das
Pulver wird mittels Druckluft Gber eine Duse in den Halterungsraum
verspruht. Beads, die auf die Klebstoffschicht treffen, bleiben dort haften.

¢ Nach der Beschichtung wird der Trager mit Druckluft bestrahlt, um so die
Beads zu entfernen, die nicht hinreichend gut in der Klebstoffschicht
verhaftet sind.

e Beschichtete Beads werden unter Licht-, Staub- und Feuchtigkeits-

abschluss bei Raumtemperatur gelagert.

4.3.2.3 Zentrifugal-Pulverbeschichtung

Die Zentrifugalbeschichtung ist eine Variation der Pulverbeschichtung, die eigens
fur diese Aufgabenstellung entwickelt wurde. Dabei werden Synthesebeads
(Pulver) mittels Zentrifugalkraft auf die klebstoffhaltige Schicht Ubertragen
(Abb.4.5). Durch die Verwendung einer Beschichtungshalterung ist es zudem
moglich eine ortsaufgeldsten Beschichtung der Klebstoffschicht mit den beads zu
erzielen.

Danach wird die Beschichtungshalterung gewendet und nochmals zentrifugiert.
Hierdurch werden die Beads, die nicht in der Klebstoffschicht haften, wieder in den
Vorratsbehalter zurickbeférdert und konnen flir weitere Beschichtungen

verwendet werden.
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Standardprotokoll

Der klebstoffbeschichtete polymere Trager wird luftdicht auf die Halterung
aufgebracht.

Die Beschichtungszentrifugation findet mit 8000 g fur 3 min statt.

Nach Wenden der Beschichtungshalterung wird mit 6000 g fur 10 min
zentrifugiert.

Der so beschichtete polymere Trager wird von der Halterung abgezogen
und findet seine Verwendung als Carrier Plate.

Falls genug Beads noch in der Halterung vorhanden sind, kann eine

weitere Beschichtung durchgefihrt werden.

E
E
B
1

PO S Y N LW sae .
dig so oo oia

Abb.4.5: Zentrifugal-Pulverbeschichtung zur ortsaufgelosten Beschichtung

Der klebstoffbeschichtete Polymertrager wird auf der Lagerhalterung der Beads
aufgespannt (a). Einzelne Vertiefungen der Lagerhalterung enthalten unterschiedliche
Beads. Durch Zentrifugation werden die Beads in die Klebstoffschicht gedruckt (b). Die
Halterung wird gewendet und nochmals zentrifugiert (c). Somit werden Beads, die nicht
im Klebstoff haften, wieder zuriick in die Halterung beférdert und nur Beads, die tief im
Klebstoff sitzen, bleiben auf dem Trager haften. AbschlieRend wird die beschichtete
Carrier Plate von der Halterung getrennt (d) und die noch vorhandenen Beads kdnnen
fur eine weitere Beschichtung eingesetzt werden.
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4.3.2.4 Fixieren und Kammen

Die vereinzelten Beads, die entsprechend Kapitel 4.3.2.2 und 4.3.2.3 auf eine
Carrier Plate Ubertragen wurden, missen noch in der Klebstoffschicht fixiert und
zu einer Monolayer verarbeitet werden.

Dieses Fixieren und die Herstellung zur Monolayer erfolgt Uber das ,Kammen®.
Diese Technik entstammt der Textilindustrie und wird fur das Aufkleben von
Pailletten verwendet. Dabei wird der Stoff mit Klebstoff beschichtet und die
Pailletten werden vor eine Metallkante gegeben. Die Metallkante wird unter
spitzem Winkel und definiertem Abstand Uber den Stoff gezogen. Durch dieses
Kammen wird einerseits die Paillette in den Klebstoff gedrickt und fixiert,
andererseits Uberzahliges Material abgeschabt.

In ahnlicher Weise wird nun unter 60° Winkel und einer Kraft von 2-4 N/cm
Kantenlange des Metallkamms der Kammprozess durchgefiuhrt (Abb.4.6).
Hierdurch werden Mehrlagenbeads entfernt und die Beads, die sich in direktem
Kontakt mit der Klebstoffschicht befinden, darin fixiert. Der Kdmmvorgang wird
mehrmals wiederholt und die Carrier Plate nach jedem Kammvorgang
lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein von Mehrlagenbeads untersucht.

Sobald keine Mehrlagenbeads mehr sichtbar sind, ist das Kdmmen beendet.

a) b)

)

)

acon’  oneod
g

o 00

T § e B

Abb.4.6: Schematische Darstellung des Kimmvorganges

Uber die beschichtete Carrier Plate (a) wird ein Kamm unter 60° Neigung gefiihrt (b).
Durch die Bewegung des Kamms werden ,Mehrlagenbeads® entfernt und an freien
Stellen in die Carrier Plate integriert. Diese Integration eines Beads in die Monolayer
kann am Rand eines Kompartiments (c) oder schon im Kompartiment (d) stattfinden.
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4.3.2.5 Herstellen einer Carrier Plate

Nach der Auswahl der Bead-Kollektionen wurden kompartimentierte Carrier Plates

mit dem Pulverbeschichtungsverfahren hergestellt.

Standardprotokoll

e Vereinzeln der Beads

Beflllen der Mikrotiterplatten-Wells mit 8 mg Beads

o Aufkleben des Tesafilms, so dass die Wells komplett verschlossen sind

e Pulverbeschichtung nach 4.3.2.3

e Abziehen des Tesafilms und kurzes Abblasen mit der Waferguard-Pistole
bei 2 bar

¢ reihenweises Kdmmen der Kompartimente nach 4.3.2.4

e Lagerung bis zur Verwendung in einer Reinraumbox

4.3.3 Modifizierung von Oberflachen

Bei kommerziellen Aminoslides kann direkt ohne Reinigung eine
Oberflachenmodifizierung durchgefuhrt werden. Man kann klassische Reagenzien
wie Saurechloride oder aktivierte Carbonséuren verwenden 281,

Far die Durchfuhrung einer Silanisierung muss die Oberflache zuerst gereinigt und
die Oxide danach zu Hydroxy-Gruppen regeneriert werden. Alle Silane enthalten
eine entsprechende Abgangsgruppe, die die Anbindung katalysiert. Ublicherweise

sind dies Chloro-, Methoxy- oder Ethoxy-Gruppen (abnehmende Reaktivitat).

4.3.3.1 Hydrophobisierung von Aminoslides

FUr eine Ankupplung von Molekulen an oberflachennahe Aminogruppen bieten
sich Saurechloride und aktivierte Carbonsauren mit kleinen Abgangsgruppen an.

Saurehalogenide sind etwas reaktiver und besitzen eine deutlich kleinere
Abgangsgruppe als Intermediat-aktivierte Carbonsauren. Jedoch entspricht eine
Oberflachenmodifikation physikalisch einer Kristallisation, die umso hdhere Gulte

besitzt, je langsamer die Kristallisation erfolgt 159329331
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Abb.4.7: Kupplungsmethoden fiir die Modifikation von Oberflaichen mit freien Amino-
gruppen
Saurehalogenide (a) bieten die einfachste, aber auch reaktivste Chemie zur Kupplung
an Aminogruppen. Mit steigender Reaktivitdt werden an Oberflachen auch mehr
Flachendefekte, Inhomogenitdten und Nebenprodukte generiert. Eine weitere Methode
bietet die Aktivierung von Carbons&uren z.B. mit DIC (b).

Standardprotokoll flir Sdurechloride

e Losen des Saurechlorids in DCM (0,2 molar)

e 4h Inkubation durch Uberschichten

e Waschen der Oberflache, 2 x DCM, 3 x H20O, 3 x IPA, 2 x Aceton

e Trockenblasen der Oberflache mit einem N2-Gasstrahl

e staub- und lichtgeschiutzte Einlagerung der Oberflachen bis zur

Verwendung

Standardprotokoll fir Carbonsauren
e Loésen der Carbonsaure in DMF (3 M)
e Zugabe von 1 eq. DIC und 20 min Voraktivierung
e 4 h Inkubation durch Uberschichten
e Waschen der Oberflache, 2 x DCM, 3 x H20, 3 x IPA, 2 x Aceton

e Trockenblasen der Oberflache mit einem Gasstrahl
e staub- und lichtgeschitzte Einlagerung der Oberflachen bis zur

Verwendung
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4.3.3.2 Reinigung von Glasoberflachen mit Piranha-Losung

Eine Piranha-Losung ist eine frisch hergestellte Mischung aus Wasser,
Wasserstoffperoxid und Schwefelsdure. Das so aktivierte Wasserstoffperoxid
oxidiert samtliche organische Komponenten und die Schwefelsaure komplexiert
viele Metallionen. Die so gereinigte Oberflache wird dann mit Wasser regeneriert

und ist nach entsprechender Trocknung fur die Silanisierung einsetzbar.

Standardprotokoll

e Vorlage von 40% Wasserstoffperoxidldsung (stabilisierte 30% H20, in H,O)
in einem Glasgefal

e Zugabe von 60% konzentrierter H,SO4 (extreme Warmeentwicklung!!!)

e Bei Gasblasenbildung kann das zu reinigende Glas in die Losung gegeben
werden.

e Das Glas verbleibt fur 24 h in der Lésung.

e Das Glas wird fir 5 min in Wasser inkubiert und mehrfach grindlich mit
Wasser gesplilt, gefolgt von 3 x IPA, 3 x Aceton, mit einem Ny-Gasstrahl

trocken geblasen und wird umgehend silanisiert.

4.3.3.3 Reinigung von Glasoberflachen mit Sauerstoffplasma

Mit einem ,Plasma System 100” wird ein Sauerstoffplasma erzeugt. Hierbei wird
bei 20 mbar reiner Sauerstoff mittels Mikrowellenstrahlung in ein Plasma
umgewandelt. Die nominelle Temperatur des Plasmas betragt bei 300 W
Mikrowellenleistung 12.000 K. Die so erzeugten Sauerstoffradikale treffen auf die
Oberflache und oxidieren zu samtlichen organischen Verbindungen. Die
hochschnellen lonen Ubertragen ihre Energie auf die Oberflache und tragen so

einige nm ab. Dieser Vorgang entfernt die meisten Metallionen.

Standardprotokoll

e 0,2 mbar Sauerstoffdruck
e 300 W Mikrowellenleistung fur 30 s

e 5 cm Abstand zwischen Plasmakern und Glasoberflache
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e Das Glas wird grindlich mit Wasser gespult, mit einem Gasstrahl trocken

geblasen und umgehend silanisiert.

4.3.3.4 Gasphasensilanisierung

FUr diese Art der Silanisierung wird die zu silanisierende Oberflache bei 4 bis
8 mbar Druck mit einem flichtigen Chlorosilan in Reaktion gebracht. Die Reaktion

muss wasserfrei ablaufen.

Standardprotokoll

e Ein Exsikkator wird mit Aceton ausgewaschen.

e Eine Porzellanschale wird mit 500 pl eines Chlorsilans befullt.

e Die Oberflachen werden auf den Zwischenboden des Exsikkators
deponiert.

e Mit einer Diffusionspumpe wird ein Unterdruck von 4 mbar erzeugt, der
Exsikkator mit Stickstoff geflutet und nochmals ein Unterdruck von 4 mbar
erzeugt.

e Die Oberflachen verbleiben fur mind. 10 h im Exsikkator.

¢ licht- und staubfreie Lagerung bei Raumtemperatur

4.3.3.5 Flussigphasensilanisierung

Die Flussigphasensilanisierung ist deutlich langsamer als die Gasphasen-
silanisierung, erzeugt jedoch dichtere und homogenere Schichten ®*®. Ein
Methoxy- oder Ethoxy-Silan wird in einem organischen hydrophoben
Losungsmittel wie Toluol oder Hexan verdunnt. FUr die Reaktion sind geringe

katalytische Mengen Wasser notwendig.

Standardprotokoll

¢ In einem Kunststoffgefal® wird 30% Toluol vorgelegt und mit 70% Methoxy-
Silan vermischt.

¢ Inkubation der Oberflache in diesem Gemisch fur mind. 40 h

e mehrfaches Waschen mit Toluol, bis kein Silan mehr auf der Oberflache

sichtbar ist
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o weitere Waschschritte mit 3 x Isopropanol, 3 x Ethanol, 3 x Wasser und 3 x
Aceton
e Die Oberflachen werden mit einem Gasstrahl trocken geblasen und licht-

und staubfrei bei Raumtemperatur bis zur Verwendung gelagert.
4.3.4 Kontaktwinkelmessung

Ein Mald fur die Hydrophobizitat liefert die Kontaktwinkelmessung mit Wasser.
Hierfur wird ein KSV CAM 200 und Wasser mit einer Leitfahigkeit von 18 MQ/cm
verwendet. Der Messwinkel wurde stets im ,statischen Modus® gemessen. Hierbei
wird ein kleiner Tropfen (Droplett) mit 0,4 bis 3 ul Volumen auf der Oberflache
abgesetzt. Mit Hilfe einer monochromen CCD-Kamera und einem Stroboskop-
Rotlicht wird ein Profilbild des Tropfens aufgenommen, indem mind. 10
Aufnahmen des Tropfens zu einem Durchschnittbild verrechnet werden.

Die Oberflachenkurve des Tropfens wird mit Hilfe einer ,Young-Laplace-Kurve*
erfasst und verschiedene Parameter wie Kontaktwinkel (Abb.4.8),
Oberflachenspannung, Schiefe und Volumen des Tropfens kénnen so berechnet
werden.

Hydrophile Oberflachen besitzen einen Kontaktwinkel unterhalb von 60°,
hydrophobe Oberflachen einen Kontaktwinkel groRer als 90°. Mittels wachshaltiger
Oberflachenschichten konnen Kontaktwinkel bis 130° erreicht werden. Fur grofiere

Kontaktwinkel ist eine Oberflachenstrukturierung unumganglich.

Abb.4.8: Darstellung des Kontaktwinkel

Ein Wassertropfen bildet mit einer Oberflache und der umgebenden Luft an dieser Drei-
Phasen-Grenze einen Kontaktwinkel & aus. Misst man den Winkel eines ruhenden
Tropfens, spricht man von einer statischen Kontaktwinkelmessung.

97



MATERIAL UND METHODEN

Standardprotokoll

e Die Oberflache wird zuerst mit IPA, dann mit Aceton gereinigt und mit
einem Gasstrahl trocken geblasen.

e Auf 5 verschiedenen Stellen der Oberflache wird je ein je 1 ul groRRer
Tropfen auf die Oberflache aufgesetzt und ein Durchschnittsbild aus 10
Einzelbildern aufgenommen.

e Mit Young-Laplace wird eine Oberflachenkurve berechnet und die
Parameter (Kontaktwinkel, Standardabweichung und Tropfenvolumen)
ausgegeben.

e Bei Tropfenvolumen unterhalb von 0,4 pl und oberhalb von 3 ul wird der
automatisierte Algorithmus nochmals manuell Uberpruft (haufig nétig bei
Kontaktwinkeln unter 30°) und die zuerst erhaltenen Werte werden

nachgepruft.

4.3.5 LIPODOT-Transfer von der Carrier Plate zur Assay Plate

Beim LIPODOT-Transfer wird von jedem einzelnen Bead einer Bead-Monolayer
auf der Carrier Plate die jeweilig enthaltene Verbindung abgespalten und auf die
hydrophobe Assay Plate transferiert. Wie jeder ,Stempelprozess® bendtigt man
einen bestimmten Anpressdruck um einen Transfer vom ,Stempel® auf die

,Oberflache* durchzufiihren. Hierfiir wurde eine entsprechende Apparatur gebaut”.

4.3.5.1 Transferapparatur

Die Transferapparatur besteht aus 3 Komponenten. In eine Halterung wird die
Assay Plate eingelegt, in eine weitere die Carrier Plate eingespannt. Die dritte
Komponente ist eine pneumatische Druckdose, die Uber eine elastische Membran
sowie ein Einlassventil, einen Druckminderer und ein Auslassventil verfugt.

Nach dem Einlegen der Assay Plate wird die Carrier Plate Halterung aufgelegt und
die gesamte Apparatur mit der Druckdose verschlossen. Schnellspannschrauben
verriegeln die Druckdose mit der Assay Plate Halterung.

Durch Offnen des Einlassventils stréomt Druckluft auf die elastische Membran und

presst diese gegen die Carrier Plate, die so wiederum gegen die Assay Plate

* Umsetzung der Entwiirfe und Bau der Transferapparaturen durch Walter Schaal (Feinmechanik-
Werkstatt des Instituts fir Angewandte Physik, Tubingen)
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presst. Danach wird das Einlassventil geschlossen, das Ventil zum Bellften
geoffnet und die Apparatur gedffnet. Die Carrier Plate wird von der Assay Plate

abgehoben und die Assay Plate enthommen.

4.3.5.2 Standardprotokoll eines LIPODOT-Transfers

Vorbereitung
e Einspannen der Carrier Plate in die Halterung.

e Inkubation der Carrier Plate fir 120 s mit Wasser oder einer wassrigen
Lésung mit 1 mg/ml LIPODOT-Ankerverbindung (ergibt eine ca. 1 zu 5
Verdinnung der LIPODOT-Verbindungen an der Oberflache).

e Trockenblasen

Druckzyklus

e Einlegen der Assay Plate in die Halterung.

e Spaltung des Photolinkers mit einer UV-Belichtungsdosis von 120 pJ/cm?
bei gesattigter Luftfeuchtigkeit.

e Einlegen der Carrier Plate Halterung in die Assay Plate Halterung.

e Auflegen der Druckdose und Verriegeln der Apparatur.

e Anlegen von 3 bar Druckluft an die Druckdose fur 30 s.

e Abriegeln der Druckluft, Entliften und Offnen der Apparatur.

e Befeuchten der Carrier Plate fur 10 s und anschlielfendem Trockenblasen.

e Entnahme der ,bedruckten” Assay Plate.

e Fir eine weitere Kopie der Carrier Plate auf eine Assay Plate wird der
gesamte Zyklus wiederholt.

Beenden des Druckens

e Die Carrier Plate wird grindlich mit einem Gasstrahl trocken geblasen und

dann trocken und dunkel gelagert.

4.3.6 LIPODOT-Ankerverbindung und Aufbau einer Kollektion

Fur die Synthesen wurde Tentagelharz mit NH2-Funktionalisierung verwendet. Die
Beads besalien einen Durchmesser von 20 ym und eine Belegung von 0,19-0,24

mmol/g.
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4.3.6.1 LIPODOT-Ankerverbindung

Die Ankerverbindung besitzt 4 verschiedene Funktionalitaten (Abb.4.9).

e Die Freisetzung der Ankerverbindung erfolgt Uber den Photolinker, der
die Ankerverbindung auf dem Bead festgesetzt, aber durch Bestrahlung mit
UV-Licht zerfallt, wodurch die Ankerverbindung freigesetzt wird.

e Die spatere Immobilisierung der Ankerverbindung erfolgt Uber die stark
hydrophobe Pam;Cys-Gruppe. Sie sorgt zudem dafur, dass hydrophile
Derivate dieser Grundverbindung trotzdem auf einer hydrophoben
Oberflache festgestzt bleiben.

e Fur eine entsprechende Wasserloslichkeit der Ankerverbindung sorgt eine
SK4-Gruppe, die auch bei hydrophoben Derivaten eine entsprechende
Wasserloslichkeit gewahrleistet.

e Als orthogonale Schutzgruppe zum Aufbau einer Verbindungskollektion
wird eine Aloc-Schutzgruppe verwendet. Sie erlaubt den Aufbau der
Ankerverbindung mit klassischer Fmoc/Boc-Schutzgruppenchemie. Durch
Abspaltung der Aloc-Gruppe wird eine NH,-Gruppe entschitzt, an der ein
weiterer  Peptidstrang oder eine  Kollektion mit  Fmoc/Boc-
Schutzgruppenchemie aufgebaut werden kann.

Die geschutzte (Abb.4.9) Ankerverbindung enthalt noch tBu-OH und Boc-
Schutzgrupppen.

boc
‘ boc )
‘ NH \ Resin
‘S NH
Photolinker
CH, A4
o | I o N
* H H
WA __"CH q y N
N Y N N °
H H N
o o]
Hl\‘l Hl‘\l

boc aloc

Abb.4.9: Strukturformel der Ankerverbindung

Auf dem Harz wird zuerst eine photospaltbare Gruppe (Photolinker) angekuppelt,
gefolgt von einem Fmoc-Lysin (Aloc-seitengeschitzt), 3 mal Fmoc-Lysin (Boc-
Seitenketten geschitzt). Nach Kupplung eines Serins (tBu-OH-Seitenketten geschitzt)
wird abschlieRend Pam;Cys-OH gekuppelt.

Zur Synthese der Ankerverbindung wurde zuerst die photospaltbare Gruppe 4-
Bromomethyl-3-Nitrobenzoesaure wie eine Fmoc-Aminosaure 4.2.1.2 an das Harz

gebunden.
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Danach wurde das Brom durch eine Aminomethylgruppe substituiert ()
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Anschlieend wurde mit Fmoc-Aminosauren gekuppelt (4.2.1 2)
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N
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o]

Zuerst wurde ein Fmoc-Lys-(Aloc)-OH, gefolgt von 3 Fmoc-Lys-(Boc)-OH und
einem Fmoc-Ser-OH gekuppelt. AbschlieRend wurde ein Pam3Cys-OH (4.2.1.3)
auf den entschutzten C-Terminus gekuppelt. Entsprechend dem Synthese-
Schema (Abb.4.10) kann die im Weiteren als Ankerverbindung bezeichnete

Grundstruktur synthetisiert werden.

v v
Tentagel Bead Entschiitzung Fmoc Entschutzung Fmoc

, v
Kupplung Fotospaltgruppe Kupplung Fmoc-K(Boc) Kupplung Pam;Cys-OH
Kupplung Methylamin Entschiitzung Fmoc Entschltzung Alloc
Kupplung Fmoc-K(Aloc) Kupplung Fmoc-K(Boc) Weitere Kupplung
Entschitzung Fmoc Entschiltzung Fmoc Weitere Entschutzung
Kupplung Fmoc-K(Boc) Kupplung Fmoc-S(tBu)

| | I

Abb.4.10: Synthese-Schema zum Aufbau der Ankerverbindung

Kupplungsschritte (dunkelgrau) und Entschiitzungsschritte (hellgrau) entsprechen
zumeist der klassischen Fmoc-Chemie zum Aufbau von Peptiden. Besonders kritische
Reaktionen sind dick umrandet. Nach der Entschiitzung der Aloc-Gruppe ist die
Ankerverbindung fertiggestellt und eine Kollektion kann aufgebaut werden.
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4.3.6.2 Aufbau der Kollektion

Alle Kollektionen wurden mit dem Split & Mix Verfahren generiert.
Split-Schritt
e Vorquellen der Beads fur 10 min in 50% DMF / 50% DCM
e Abfiltrieren des Losungsmittels und Suspendieren der Beads in 30% DCM
70% DMF
e gleichmalliges Verteilen der Beads in die Reaktionsgefalle
e Abfiltrieren des Losungsmittels
e Zugabe der Kupplungsreagenzien (entsprechend der Peptidsynthese nach
421) und Zugabe einer Fmoc-geschiutzten Aminosaure pro
Reaktionsgefal®
o Abfiltrieren der Kupplungsreagenzien und Waschen mit 3 x DMF, 3 x DCM,
3 x DMF
e Suspendieren der Beads in DMF
Mix-Schritt
e Vereinen aller in DMF suspendierten Beads
e Durchmischen der Suspension
e Abfiltrieren des DMF
e Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe durch Piperidin (entsprechend 4.2.1.5)
o Abfiltrieren der Piperidinlosung und Waschen mit 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x
DMF
Danach kann ein weiterer Split-Schritt erfolgen. Nach Generierung der Kollektion

werden (entsprechend 4.2.1.7) alle Schutzgruppen entfernt.

4.3.7 Durchfiihrung eines LIPODOT-Assays

Fur einen LIPODOT-Assay wird zuerst ein LIPODOT-Transfer einer LIPODOT-
Verbindung auf eine hydrophobe Oberflache durchgefuhrt. Danach wird die
Oberflache entsprechend eines Fluorometrischen Immunoassays (Abb.4.11)
behandelt. Die verwendeten Konzentrationen entsprechen dabei ebenfalls denen,
die in einem Fluorometrischen Immunoassay verwendet werden.

e \Waschen der Oberflache mit HoO1sma
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e Uberschichten der Oberflache mit einer Block-Losung aus 2% BSA (w/v)
und 2% TopBlock (w/v) fur 60 min

e 3 x Waschen mit H2O1guq und Trockenblasen mit einem Gasstrahl

e Uberschichten mit einer Block-Losung, die zuséatzlich den interagierenden
gelabelten Bindungspartner enthalt (Rezeptor)

e 3 x Waschen mit physiologischem PBS-Puffer und Trockenblasen mit
einem Gasstrahl

e Uberschichten mit einer Block-Lésung, die zusatzlich einen Fluorophor
enthalt, der an das Label bindet

e 3 x Waschen mit H2O1guq und Trockenblasen mit einem Gasstrahl

e Vermessung der Probe mit einem Fluoreszenzmikroskop

Theoretisch konnten auch Rezeptoren verwendet werden, die anstelle des Labels

uber einen kovalent gebundenen Fluorophor oder ein Enzym verfligen. Daher ist

der LIPODOT-Assay prinzipiell mit allen in Kapitel 3.2 beschriebenen

%

Detektionsmethoden kompatibel.

a)

c) d)

85,58 ¢

S

MAAAL

i G

Abb.4.11: Durchfiihrung eines LIPODOT-Assays

Nachdem die LIPODOTs (a) auf der hydrophoben Oberflache mit einem LIPODOT-
Transfer erzeugt wurden, wird die Oberflache geblockt (b). Durch Zugabe eines
gelabelten interagierenden Proteins (c) bindet dieses an den LIPODOT. Das Label kann
dann mit einem fluoreszent markierten Binder nachgewiesen werden. Der LIPODOT
weist nur dann Fluoreszenz auf, wenn das zuerst zugegebene Protein tatsachlich an
den LIPODOT bindet.
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4.3.7.1 Detektion

Die Detektion der Bindung wurde ausschlief3lich durch Fluoreszenz durchgeflhrt.

Als Fluorophore wurden QDots, Cy5, Cy3, Rhodamin, Fluorescein sowie S0387

eingesetzt. Die Datenerfassung wurde entsprechend 4.2.2.1 durchgeflhrt.

4.3.7.2 Auswertung

Die Auswertung wurde mit Metamorph durchgefltihrt. Hierfir wurden die erfassten

Bilder zuerst eingelesen und die Funktionen entsprechend 4.2.2.4 verwendet.

Standardprotokoll

Einlesen des Bildes

Erkennen der Strukturen (Objekte) mit Objects

Erstellen der Hintergrundmaske mit Background

Bestimmen der Hintergrundfluoreszenz mit Backintensity

Verwerfen der Objekte mit Durchmessern grof3er als 20 um und kleiner als
4 pm durch Sizeexclusion

Verwerfen von unférmigen Objekten mit Structureexclusion

Bestimmung der Fluoreszenz der verbleibenden Objekte mit Intensity
Verwerfen von dunkeln Objekten, die gegenutber der Hintergrund-
Fluoreszenz nicht als Signal gewertet werden sollen, mit Darkness
Erfassung der verbleibenden Objekte nach Kreisférmigkeit, Kontrast,
Helligkeit und Homogenitat mit Values

Berechnen von Durchschnittwerten dieser erfassten Objektwerte, sowie die

entsprechenden Standardabweichungen

Die erhaltenen Durchschnittswerte wurden in ein Excel-File exportiert und weiter

verwendet. Es konnten maximal bis zu 50.000 Objekte erfasst werden.
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4.4 Methoden im Teilbereich Diffusionsvorrichtung

4.4.1 Einfillen der Diffusionsmatrizen

4.4.1.1 Agarose

e Erhitzen der Agaroselosung bis zum vollstandigen Schmelzen
e EingielRen von 800 ul Agaroseldsung (0,5-5%) in eine 12-Well-Platte

e Einsetzen der Diffusionsvorrichtung nach 5 bis 10 min Gelierzeit

4.4 1.2 Gelatine

e Erhitzen der Gelatinelésung auf 60°C
e Eingie3en von 800 ul Gelatineldsung (4-15%) in eine 12-Well-Platte

e Einsetzen der Diffusionsplatte nach vollstandigem Gelieren der Gelatine

4.4.2 Herstellung der Diffusionsvorrichtung

Zur Herstellung® der Diffusionsvorrichtung wurde eine Aluminiumlegierung mit
99% Al, 0,5% Mg und 0,5% Si verwendet, da diese Uber eine hinreichende Harte
und zugleich geringe Schwermetallbelastung (Zelltoxizitat!) verfugte. Auflerdem
kann diese Legierung bei Bedarf eloxiert werden.

Die Vorrichtung (Abb.4.12) hat eine Hohe von 5 mm und 19 mm Durchmesser. Als
Reservoir und Startpunkt fur die Diffusion dienen zwei 1 x 10 mm grofR3e Schlitze,
in die Losungen mit zu diffundierenden Inhaltsstoffen pipettiert werden konnen. Im
Mittelbereich der Diffusionsvorrichtung ist ein 10 x 10 mm Bereich gedffnet, um
nach Einstellung des Diffusionsgradienten darauf Zugriff zu haben oder um vor Ort
einen Zellassay durchzufihren.

In den Bereich der Offnung kann ein Deckel eingesetzt und verschraubt werden,
um eine Membran oder ein Siebdrucknetz zu fixieren.

Die Unterseite der Diffusionsvorrichtung besitzt scharfe Grate mit 0,4 mm
(Innenbereich) und 0,8 mm (Aulenbereich). Beim Aufsetzen auf die

Diffusionsmatrix schneiden sie diese ein und verankern so die Vorrichtung in der

* Umsetzung der Entwiirfe, CAD-Programmierung und CNC-Frasen durch Frau Antje Trefftz
(Feinmechanik-Werkstatt der Angewandten Physik, Tubingen)
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Matrix. Zudem versiegeln sie die Vorrichtung gegenuber der Diffusionsmatrix,
damit die einpipettierte Diffusionslosung nicht auslaufen kann und nur in den
Zugabeschlitzen in die Matrix einsickert. Die auferen Grate begrenzen die
Diffusion und sorgen so daflir, dass mdglichst viel Material in den offenen
Mittelbereich diffundiert.

Eine seitliche Nut in der Vorrichtung ermdglicht nach dem Versuch ein Anheben
der Vorrichtung aus dem Well der 12-Well-Platte, da die Vorrichtung nahezu

nahtlos seitlich mit dem Well abschliefit.

/]

~19 mm

Abb.4.12: Erster Entwurf der Diffusionsvorrichtung in Auf- und Seitenansicht

Die Vorrichtung ist 5 mm hoch und passt mit 19 mm Durchmesser in eine 12-Well-
Platte. Uber zwei Zugabeschlitze (schwarz) kdnnen die Diffusionsldsungen zugegeben
werden. Im Mittelbereich ist ein 10 x 10 mm groRer Durchbruch (hellgrau), um Zugriff
auf den Gradienten zu erhalten oder darauf Zellen zu pipettieren. Ein Deckeleinsatz
(mittelgrau) ermdglicht es, zudem in die Vorrichtung eine Membran oder ein
Sieddrucknetz einzuspannen. Der Deckel kann mit Schrauben fest mit der Vorrichtung
verschraubt werden (Aufsicht schwarz, Seitansicht dunkelgrau). Die Unterseite der
Vorrichtung enthalt scharfe Grate, um die Vorrichtung fest in der Diffusionsmatrix zu
verankern und den Gradienten seitlich zu begrenzen.

Entsprechend des ersten Prototyps (Abb.4.12) wurde unter Berlcksichtigung der
technischen Begrenzungen der CAD-Frase und der Stabilitat des verwendeten
Materials die Materialstarken und Abmessungen der Diffusionsvorrichtung
(Abb.4.13) und des Deckels (Abb.4.14) entsprechend angepasst.
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. Hintergrundkaro = 5 mm
BOdentell (3/- 4) = 3mm vom Mittelpunkt nach rechts

und 4mm nach unten

(9-10/3)

e ————

K (-5/0) (5/0) 3

21,5 mm

(0/L-9)

(0/-5)
= (0/-5,5-6.5)

3
(-5.5-6/-6-7) (@=2=7)

®0/-745-8,5)

“(-3/-9-10) ~(3/-9-10)

| . 1 | Hohe so dasp man den
i L | } Deckel "verdenken” kann

o P T _
! ' / ! <
b [ > ] ) 4

E B ) 4 i ") MHohe so dass mar

[ \¢ ] )y schrauben kann

[ I v ! 4

i ! - - mmm e s e e e e —1

| ] i | Hohe cinige Zehnt

1

/- N\
Abb.4.13: Aufbau der Diffusionsvorrichtung

Die Diffusionsvorrichtung wurde aus einer Zylinderscheibe gefrast. Die Ortskoordinaten
im Bezug auf den Mittelpunkt sind eingetragen.
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Abb.4.14: Aufbau des Deckels

Der Deckel wurde aus denselben Zylinderscheiben wie die Diffusionsvorrichtung
gefrast. Die entsprechenden Ortskoordinaten in Bezug auf den Mittelpunkt sind
eingetragen.
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Es wurden ca. 50 Diffusionsvorrichtungen (Abb.4.15) seriell und automatisch
gefertigt.

Abb.4.15: Diffusionsvorrichtung und Deckel

Entsprechend der Plane (Abb.4.13 und 4.14) wurden Diffusionsvorrichtungen und
dazugehorige Deckel gefrast.

4.4.3 Erzeugung eines Gradienten

Nach dem Einsetzen der Diffusionsvorrichtung (Abb.4.16) wurden zwischen 2 pl
und 20 pl Lésung in die Schlitze eingefullt. Nach dem Einsickern der Losungen
wurde die 12-Well-Platte mit einem feuchten Tuch bedeckt, um ein Austrocknen
der Diffusionsmatrix durch Verdunstung zu unterbinden, und dann verschlossen.
Die Diffusionszeit betrug bei konstant gehaltener Temperatur zwischen 4 und
120 h.

N

Abb.4.16: Entstehung des Gradienten durch Diffusion

Sobald die Lésungen in die Schlitze pipettiert werden, entsteht ein Gradient durch
Diffusion. Der Schlitz dient als Quelle und der Gradient bildet sich senkrecht zur
Langsachse des Schlitzes aus.
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4.4.4 Nachweis der Zellaktivierung

THP1-Zellen reagieren auf die Stimulation mit Pam3sCys-SK4 durch Ausschuittung
von Interleukin 8 (IL8) ins umgebende Medium. Mittels eines quantitativen ELISAs

wurde diese Aktivierung der Zellen vermessen.

4.4.4.1 IL8-ELISA

Der ELISA wurde im Sandwich-Verfahren (Abb.4.17) mit Meerrettich-Peroxidase
(HRP) oder Alkalischer Phosphatase (AP) durch Substratumsatz photometrisch

quantifiziert.

Alk. Phosphatase

am ——— Streptavidin

Biotin

sekundarer Antikorper

IL8

primérer Antikorper

Oberflache

.

Abb.4.17: Aufbau des IL8-ELISAs mit AP-Detektion

Die Oberflache der ELISA-Platten wurde mit primaren Antikoérpern beschichtet und
geblockt. Danach wurde der Zelliberstand zugegeben und das ausgeschuttete IL8 vom
Antikorper gebunden. Ein weiterer sekundarer Antikorper (mit Biotin gelabelt) bindet
dann an eine andere Stelle des IL8. Abschliefend kann dieses Biotin mit einem
Streptavdin-gekuppelten Enzym wie Alkalische Phosphatase oder HRP quantifiziert
werden, indem man den Substratumsatz des Enzyms photometrisch vermisst.

Standardprotokoll

e Beladen der Platten durch 16 h Inkubation mit 100 pl gereinigtem Anti-IL8-
Antikorper (1 ug/mlin PBS)
e 3 x Waschen mit je 250 pl Waschpuffer
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Blockieren der Oberflache durch 60 min Inkubation mit 200 ul Blockpuffer
(4% BSA in PBS)

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Vorlegen von 50 ul Blockpuffer und Zugabe von 50 ul zu untersuchender
Probe bei 60 min Inkubation

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Inkubation fur 60 min mit 200 ul biotinyliertem Anti-IL8-Antikdrper (1 pg/ml
in Blockpuffer)

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Es kann sowohl mit Streptavidin-gelabelter Alkalischer Phosphatase als auch mit

Meerrettich-Peroxidase detektiert werden.

Detektion mit Meerrettich-Peroxidase

Inkubation fir 60 min mit 100 pl Streptavidin-gelabelter Meerrettich-
Peroxidase (0,25 pg/ml in Phosphatasepuffer)

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Inkubation mit 100 pl MTB-L6sung (unverdinnt) fur 5 min

Stoppen der Reaktion mit 100 ul einer 1 M wassrigen Schwefelsaure

Detektion eines Aliquots von 150 pl im ELISA-Reader bei 450 nm

Detektion mit Alkalischer Phosphatase

110

Inkubation fiur 60 min mit 100 pl Streptavidin-gelabelter Alkalischer
Phosphatase (0,25 ug/ml in Phosphatasepuffer) oder Antibiotin-Antikdrper
gelabelt mit Alkalischer Phosphatase (0,5 ug/ml in Phosphatasepuffer)

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Inkubation fur 10 min mit ELF-97 Losung (1:50 Verdlinnung der
Stammldsung)

Stoppen der Reaktion mit 0,1 molarer wassriger Schwefelsaure

3 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

Detektion im ELISA-Reader bei 350 nm oder durch quantitative

Bildaufnahme in einem Fluoreszenzmikroskop
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4.4.4.2 Siebdruck-ELISA

Ein Siebdruck-ELISA wurde nicht in einer Mikrotiterplatte, sondern auf einem

Siebdrucknetz in der Diffusionsvorrichtung durchgefuhrt

Standardprotokoll

e Zuschneiden der Siebdrucknetze in Quadrate mit ca. 0,5 cm Kantenlange
fur den Einsatz in Mikrotiterplatten oder 1,1 cm fur die Verwendung in der
Diffusionsvorrichtung

¢ Reinigen der Siebdrucknetze in Ethanol/lsopropanol/Aceton (1:1:2)

e Beladen der Netze durch 16 h Inkubation mit 100 ul aufgereinigtem Anti-
IL8-Antikorper (1 pg/mlin PBS)

e Entnahme des Netzes mit einer Pinzette

e 3 x Waschen mit je 250 pl Waschpuffer und Trockenschutteln des Netzes

e Blockieren der Netze durch 60 min Inkubation in Blockpuffer (4% BSA in
PBS)

e Entnahme des Netzes mit einer Pinzette

e 3 x Waschen mit je 250 pyl Waschpuffer und Trockenschutteln des Netzes

Alternativ kann das Siebdrucknetz in einer Diffusionsvorrichtung oder in einer

Mikrotiterplatte verwendet werden.

Anwendung in einer Mikrotiterplatte
e Blocken der Mikrotiterplatte fur 60 min mit 250 yl Blockpuffer (4% BSA in
PBS)
e 3 x Waschen der Platte mit je 250 ul Waschpuffer

e Einlegen des vorbehandelten Netzes in ein Well der Platte

e Inkubation fur 60 min mit IL8-haltiger Losung (100 pl zu untersuchende
Probe mit 100 pl Blockpuffer)

e Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer

e Trockenschutteln des Netzes

e Einlegen des Netzes in ein weiteres Well

e Inkubation fur 60 min mit 200 ul biotinyliertem Anti-IL8-Antikdrper (1 pug/ml
in Blockpuffer)
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e Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer

e Trockenschutteln des Netzes

Anwendung in einer Diffusionsvorrichtung

e Einlegen des vorbehandelten Netzes in die Diffusionsvorrichtung

e Aufsetzen und Verschrauben des Deckels

e Einsetzen der Diffusionsvorrichtung in ein mit Agarose vorbefulltes Well
einer 12-Well-Platte

e Einpipettieren der Diffusionslosungen in die Zugabeschlitze

e Bedecken der 12-Well-Platte mit einem feuchten Tuch und luftdichtes
VerschlieRen der Platte

e Lagern der Platte bei Raumtemperatur fur 3 bis 120 h bis zur Einstellung
des Gradienten

e Inkubation fur 1 bis 6 h mit 400 pl Zellsuspension im Mittelbereich der
Diffusionsvorrichtung mit einer Zelldichte von 600.000 Zellen pro mi

e Entnahme und Offnen der Diffusionsvorrichtung

e Entnahme des Siebdrucknetzes und 3 x Waschen mit Waschpuffer

e Trockenschutteln des Netzes

e Einlegen des Netzes in ein mit BSA geblocktes Well einer 12-Well-Platte

e Inkubation fur 60 min mit 400 ul biotinyliertem Anti-IL8-Antikdrper (1 pug/ml
in Blockpuffer)

e Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer

e Trockenschutteln des Netzes

Wie beim Sandwich-ELISA in Kapitel 3.2.1 kann nun entweder mit Streptavidin-
HRP oder einem AP-gelabelten Antibiotin-Antikorper weitergearbeitet werden. Je
nach Grole des Netzes wird eine 96-Well-Mikrotiterplatte oder eine 12-Well-Platte
verwendet, wobei die Wells mit BSA-L6sung vorinkubiert werden.

Die bendtigten Mengen fir die grolleren Netze (Anwendung in der

Diffusionsplattform) werden fiir den Detektionsschritt in Klammern angegeben.
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Detektion mit Meerrettich-Peroxidase

Inkubation in einem Well fir 60 min mit 200 pl (400 ul) Streptavidin-
gelabelter Meerrettich-Peroxidase (0,25 ug/ml in Phosphatasepuffer)
Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer
Trockenschutteln des Netzes

Inkubation mit 100 pl (300 ul) MTB-L6sung (unverdinnt) flr 5 min

Stoppen der Reaktion mit 100 y einer 1 molaren wassrigen Schwefelsaure
Detektion von 150 pl Uberstand im ELISA-Reader bei 450 nm

Detektion mit Alkalischer Phosphatase

Inkubation flr 60 min mit 100 pl (300 pl) Antibiotin-Antikorper gelabelt mit
Alkalischer Phosphatase (0,5 pg/ml in Phosphatasepuffer)

Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer
Trockenschutteln des Netzes

Inkubation fur 3 bis 10 min mit ELF-97-Phosphat L6sung (1:50 Verdunnung
der Stammlosung)

Stoppen der Reaktion mit 0,1 molarer wassriger Schwefelsaure

Entnahme des Netzes mit einer Pinzette und 3 x Waschen mit Waschpuffer
Trockenschutteln des Netzes

Detektion der Fluoreszenz auf der Netzgitteroberflache im ELISA-Reader
bei 350 nm oder durch quantitative Bildaufnahme in einem

Fluoreszenzmikroskop

4.4.5 Auswertung der Gradienten

4.4.5.1 Auswertung von Bildern

Alle Bilder wurden mit Image Pro Plus ausgewertet, indem in jedem der Bilder je

neun Messzonen (9-Zonen-Messung) mit 100 x 100 Pixel Gro3e auf die mittlere

Pixelintensitat vermessen wurde (Abb.4.18). Um eventuelle Inhomogenitaten in

der Ausleuchtung des Fluoreszenzaufnahme auszugleichen, wurden Bilder eines

homogen fluoreszenten Substrats aufgenommen und Kalibrationswerte berechnet,

womit man die einzelnen Zonen-Intensitaten ineinander umrechnen konnte. Die

mittlere Zone wurde stets als Referenzwert 1 gesetzt.
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Abb.4.18: Nicht kalibrierte Primardaten einer Bildreihe
Die Intensitaten der einzelnen Messzonen wurden fur jedes Bild einzeln aufgetragen.
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Abb.4.19: Kalibrierte Daten der Bildreihe aus Abb.4.18

Die Kalibrierung der Messzonen gegeneinander zeigte, dass nahezu identische Kurven
generiert wurden. Abweichungen entstanden nur bei ,geséttigten Werten, wenn die
Primarwerte hoher als 4096 waren (waagrechte Linien, Bild 1-7).

Mit dieser Kalibrierung wurden die einzelnen Bilder dann vermessen und
entsprechend ihrer Position im Gradienten eine ortsabhangige Intensitatskurve
erstellt (Abb.4.19). Die verwendete CCD-Kamera (PCO Computer Optics,
Kelheim, Deutschland) arbeitete mit 12 Bit Pixeltiefe und lieferte damit eine
maximale Intensitat von 4095. Daher wurden nur Primarwerte bis maximal 3250

(80% der Maximalsattigung) verwendet. Nach der Kalibrierung wurden die Bilder
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den entsprechenden Konzentrationen zugeordnet und die erzeugte Intensitat pro
Pixel und Millisekunde Belichtungszeit berechnet (Abb.4.20).
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Konzentration in yg/ml

Abb.4.20: Zugeordnete Konzentrationen zur Bildreihe Abb.4.19

Nach Kalibrierung und L&schung der gesattigten Werte wurden die Bilder den
Konzentrationen zugeordnet. Die Intensitdten wurden auf 1 ms Belichtungszeit
zuruckgerechnet.

Durch Variation der Belichtungszeit war es so moglich uber 6 Gré3enordnungen
hinweg den Gradienten zu vermessen. Das erhaltene Kamerasignal wurde

entsprechend der Aufnahmezeit mit dem Dunkelstrom verrechnet.

4.4.5.2 Auswertung eines Gelgradienten

Fur Bilder von Gelen wurde das Mikroskop zuerst auf die Oberflache des Gels
scharf gestellt und dann der Fokus 200 pym in das Gel hineinverschoben. In dieser
Tiefe wurden dann die Bildaufnahmen gemacht.

Der xy-Tisch des Mikroskops wurde in die linke untere Ecke des abzurasternden
Bereichs gefahren und die aktuelle Position auf (0/0) gesetzt. Dann wurden mit
dem Rasterprogramm die Abstande und die Anzahl der Bilder pro Reihe und
Spalte festgelegt. Die Bilderfassung und Speicherung erfolgt dann
vollautomatisch. Die Namen der Bilddateien enthielten die jeweilige Position des
Bildes im Raster, wodurch die genaue Lage im Gradienten (Abb.4.21 und

Abb.4.22) zugeordnet werden konnte.
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Abb.4.21: Bildaufnahme eines Gelgradienten

Die Bildaufnahme erfolgte automatisiert. Einzelne Bildpositionen oder abzurasterndes
Gebiet, mit Angabe des Bildabstandes und der Zahl der Bilder, wurden vor dem Start

eingegeben.
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Abb.4.22: Beispiel eines zugeordneten Konzentrationsgradienten

Entsprechend der Namen der Bilddateien konnte jeder Position eine Konzentration im
Gradienten zugeordnet werden.

Die Bilder wurden dann entsprechend Kapitel 4.5.5.1 mit der 9-Zonen-Messung

ausgewertet und die Werte in ein Excelfile Gbertragen.
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4.4.5.3 Auswertung eines Netzgradienten

Wurde ein Gradient der auf einem Siebdrucknetz erzeugt, dann wurde dieses Netz
planar zwischen zwei Objekttragern eingespannt und im Fluoreszenzmikroskop
sowohl ein Fluoreszenzbild, als auch ein Durchlichtbild aufgenommen.
Um den Gradienten zu erfassen, wurde die Einheitszelle des Gitters anhand des
Durchlichtbildes mit einem Raster-Suchalgorithmus bestimmt. Dieser zerlegt das
Gitter in Einheitszellen und bestimmt das Intensitatssignal dieser Zellen. Stimmt
die projizierte Einheitszelle nicht mit der wirklichen Einheitszelle Uberein so
entsteht ein Moiré-Muster. Der Algorithmus”™ variiert die Einheitszelle so lange bis
dieser Moiré-Effekt minimiert ist (Abb.2.23).
b) B ke TNy,
*%ﬂéﬂé%ilt[éff?h
ﬁv SUSLLLLITTT R
*###%&&LLEEEHFHF
TPl M

TR
A N iy

T

o g o A

PFHHHHHJJJAI]T
Pfefinfod e £ AT T TT T
Pl S A L IITT T
M L ALY T T

Abb.4.23: Anwendung des Einheitszellenalgorithmus (programmiert von F. Wilks)

Der Algorithmus zerlegt das Bild (a) in Einheitszellen (b) und ermittelt das Helligkeits-
integral (c+d). Ist die angenommene Einheitszelle zu grof3 (c) oder zu klein, entsteht
stets ein Moiré-Muster, das durch regelmaflige ,Maserung“ ins Auge sticht. Bei einem
homogen ausgeleuchteten Bild erzeugt nur eine Einheitszelle des Gitters auch ein
homogenes Signal. Nach Ermitteln der Einheitszelle wird das Netz ortsaufgeldst
ausgewertet (d) und man erhalt ein homogenes Signal.

* Programmierung nach entsprechenden Vorgaben durch Frank Wilks
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Mit der so erhaltenen Einheitszelle wurde dann das Fluoreszenzbild (Abb.4.24)
ausgewertet und die Werte in ein Excelfile transferiert.

a) D b)

Abb.4.24: Auswertung eines Gradienten

Nach Ermittlung der Einzelzelle wurde die Fluoreszenz (a) des Netzes ausgewertet und
die mittlere Pixelhelligkeit in Form einer Matrix (b) abgebildet.
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4.5 Methoden im Teilbereich Ubiquitinligand

Insgesamt wurden 4 unterschiedliche Messmethoden verwendet. Die Bindung des
Ubiquitin-Liganden fand bei den FCS-Messungen knapp innerhalb des
Detektionsbereiches statt und wurde erst durch die RIfS-Messungen hinreichend
bestatigt. ITC-Messungen wurden zum Vergleich des hier identifizierten Binders
mit Literaturwerten 83371 durchgefiihrt.

AbschlieRend konnte mittels HCSQ-NMR die Interaktionsflache von Ubiquitin mit
dem Liganden identifiziert werden.

4.5.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die FCS-Messungen wurden in 3-fach Bestimmung entsprechend 4.2.2.3
durchgefuhrt. Gesattigte Ldosungen aller Verbindungen wurden mit PBS-Puffer
hergestellt und mit einem identischen Volumen an Puffer verdinnt. Die so

erzeugten Stammldsungen wurden fur alle folgenden Messungen verwendet.

4.5.2 Reflektometrische-Interferenz-Spektroskopie (RIfS)’

Fir die kovalente Anbindung auf die Transduceroberflache wurden Cystein-haltige

Peptide synthetisiert.

4.5.2.1 Herstellung der Transducer

Vor der Messung wurden die Peptide kovalent auf die Lichtwellenleiter

(Transducer) gebunden.

Standardprotokoll
e Waschen des RIfS-Lichtwellenleiters mit 6 N NaOH fir 1 min

e Mehrfaches Waschen mit HyO4suma

* Durchfiihrungen der Messungen durch Dr. Bernd Méhrle und Goran Markovic (Arbeitskreis Prof.
Dr. Gauglitz, Tubingen)
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Ultraschall-Behandlung mit einer Losung aus Schwefelsaure/30%
Wasserstoffperoxid (3:2) zur Aktivierung der Oberflache

Mehrfaches Waschen mit H,O1guq und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Silanisierung mit GOPTS flir 60 min

Waschen in wasserfreiem Aceton und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Kupplung mit einer wassrigen AMD-L&sung fur 12 h

Mehrfaches Waschen mit H2O1smq und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Inkubation der Oberflache mit 6-Maleinimidokapronsaure-N-
succinimidylester in wasserfreiem DMF (200mg/ml) fir 12 h in einer
Inkubationskammer, die zuerst mit Schutzgas geflutet und dann mit DMF-
Dampf gesattigt wurde.

Mehrfaches Waschen mit DMF und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Inkubation der Oberflache mit Cystein-haltigem Peptid in wasserfreiem
DMF (200 mg/ml) far 12 h in einer Inkubationskammer, die zuerst mit
Schutzgas geflutet und dann mit DMF-Dampf gesattigt wurde.

Mehrfaches Waschen mit DMF und Trockenblasen mit einem Gasstrom

Licht- und staubfreie Lagerung der Transducer bis zur Verwendung

4.5.2.2 Durchfuhrung einer RIfS-Messung

Fir die Messung wurde eine Durchflusszelle verwendet.

Standardprotokoll

Einlegen des Transducers und verschlie3en der Durchflusszelle
Aquilibrierung des Transducers fiir 30 min mit dem verwendeten Puffer
Einleiten der Ovalbuminlésung und Messung der unspezifischen Interaktion
Einleiten der Hochsalzlésung zur Regenerierung

Einleiten des verwendeten Puffers bis zur Aquilibrierung

Wiederholtes Einleiten von Ubiquitinlosungen mit unterschiedlicher
Konzentration und Messung. Jeweils gefolgt von Regenerierung und

Aquilibrierung

Die Messdaten wurden in ein Origin-File Gbertragen.
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4.5.3 Mikroarrays

Auf den Mikroarrays wurden Alanin-Scans und X-Scans, des als Ubiquitinbinder

identifizierten Peptids Uber eine N-terminal gekuppeltes Cystein immobilisiert.

4.5.3.1 Herstellung der Mikroarrays

Standardprotokoll

e Waschen des Glastragers mit H,O1sma

e Ultraschall-Behandlung mit einer Losung aus Schwefelsdure/30%
Wasserstoffperoxid (3:2) zur Aktivierung der Oberflache

¢ Mehrfaches Waschen mit H,O1gmq und Trockenblasen mit einem Gasstrom

e Silanisierung mit APTES fir 120 min

e Waschen in wasserfreiem Aceton und Trockenblasen mit einem Gasstrom

¢ Inkubation der Oberflache mit 6-Maleinimidokapronsaure-N-
succinimidylester in wasserfreiem DMF (200 mg/ml) fur 12 h in einer
Inkubationskammer, die zuerst mit Schutzgas geflutet und dann mit DMF-
Dampf gesattigt wurde.

e Mehrfaches Waschen mit DMF und Trockenblasen mit einem Gasstrom

o Herstellen des Mikroarrays durch Absetzen von konzentriertem Cystein-
haltigen Peptid in DMF mittels des GESIM Nanoplotter 2.0 auf der
Oberflache

e Mehrfaches Waschen mit DMF und Trockenblasen mit einem Gasstrom

e Licht- und staubfreie Lagerung der Mikroarrays bei 4°C bis zur Verwendung

4.5.3.2 Anwendung der Mikroarrays

Die Bindung von Ubiquitin wurde durch Fluoreszenz detektiert. Hierflr stand ein
Fluorescein-gelabelter  Antiubiquitin-Antikrper und  Fluorescein-gelabeltes
Ubiquitin zur Verfugung, die jeweils im Mittel mit einem Fluorescein gelabelt

waren.
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Standardprotokoll fiir Fluorescein-gelabeltes Ubiquitin

Uberschichten des Mikroarrays mit Blockpuffer fir 60 min

3 x Waschen mit Waschpuffer und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Inkubation mit 20 uM Fluorescein-gelabeltem Ubiquitin in Blockpuffer fir 60
min

3 x Waschen mit Waschpuffer und Trockenblasen mit einem Gasstrom

Vermessen im Fluoreszenzmikroskop

Standardprotokoll fiir ungelabeltes Ubiquitin

Uberschichten des Mikroarrays mit Blockpuffer fir 60 min

3 x Waschen mit Waschpuffer und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Inkubation mit 20 uM Ubiquitin in Blockpuffer fur 60 min

3 x Waschen mit Waschpuffer und Trockenblasen mit einem Gasstrom
Inkubation mit Fluorescein-gelabeltem Antiubiquitin-Antikorper

3 x Waschen mit Waschpuffer und Trockenblasen mit einem Gasstrom

Vermessen im Fluoreszenzmikroskop

4.5.4 Isothermale Kalorimetrie (ITC)"

Fir die Messungen wurden Cystein-haltige und fluoreszente Peptide synthetisiert.

Die Messungen wurden im Reinraum mit einem Thermal Activity Monitor

TAM2277 und einer eingebauten 500 ul Hamilton-Spritze sowie einem 650 pl

Reaktionsgefal durchgefihrt.

Standardprotokoll

Lésen von Ubiquitin (1-40 uM) in PBS

Ldsen des Peptids (20-40 uM) in PBS

Vorlegen einer der beiden Losungen im Reaktionsgefaly

Beflllen der Hamilton-Spritze mit der jeweils anderen Losung

Thermale Aquilibrierung bis eine konstante Basislinie gemessen wird
Wiederholte Zugabe eines Tropfens (10-20 ul) aus der Hamilton-Spritze in

das Reaktionsgefal® und Vermessung des Temperaturverlaufs

* Durchfiihrung der Messung durch Frau Karin Wollner (Arbeitskreis Prof. Dr. Gauglitz, Tibingen)
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e Auswertung mit der mitgelieferten Software DIGITAM 4.1

Die Messungen wurden Kkalibriert und Kkorrigiert anhand von identisch
durchgefuihrten Messungen, in denen die Ubiquitin-Lésung bzw. die Peptid-

Lésung ,nur gegen PBS-Puffer vermessen wurden.

4.5.5 Kernresonanz-Messungen (HSQC-NMR)*

Es wurde ein Bruker DRX 600 Spektrometer mit einem Kryoprobenkopf flr
['°N,"H]-Heteronukleare-Einzel-Quanten-Korrelations-Messungen  (HSQC)  ver-
wendet. Die Storungen der chemischen Verschiebung wurden mit Spektralweiten
von 8.333 Hz ("H) und 2.189 Hz ("°N) und einer Auflésung von 14.859 komplexen
Datenpunkten aufgenommen.

Die ["°N,"H]-HSQC-Spektren von Ubiquitin in Gegenwart von Peptid wurden stets
gegen Spektren mit identisch behandeltem Ubiquitin ohne Peptid referenziert.

Es wurde stets 150 yM Ubiquitin in 150 mM PBS-Puffer, pH 6,8 vermessen und im

Falle einer Zugabe von Peptid ein 20-facher Peptidiberschuss erzeugt.

* Durchfiihrung der Messungen durch Dr. Stefan Freund (Arbeitskreis Prof. Dr. Fersht, MRC Centre
for Protein Engineering, Cambridge, England)
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5 Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse und Resultate fur die drei Themen-

Teilbereiche getrennt dargestellt:

e Entwicklung, Herstellung und Anwendung von LIPODOT-Arrays
e Entwicklung und Anwendung der Diffusionsvorrichtung

¢ |dentifizierung eines Ubiquitin-interagierenden Peptids

Zu Beginn jedes Kapitels wird zuerst die grundsatzliche Idee bzw. die
Modellvorstellung des Aufbaus skizziert und die wesentlichen technischen
Erfordernisse aufgezeigt. Deren Entwicklung wird in den Unterkapiteln dann

jeweils ausfuhrlich besprochen.

5.1 LIPODOT-Array und SMA

Folgende Namensdefinitionen werden in diesem Teilbereich verwendet.

Ein LIPODOT ist eine meist kreisformige Struktur (DOT) auf einer hydrophoben
Oberflache, die ihrerseits durch hydrophobe bzw. lipophile Interaktion (LIPO) auf
dieser Oberflache fixiert ist.

Eine LIPODOT-Verbindung ist ein Molekll, das in der Lage ist, sich uber
hydrophobe Wechselwirkungen auf einer hydrophoben Oberflache zu verankern
und besitzt Ublicherweise eine Komponente, die eine molekulare Wechselwirkung
eingehen kann, und damit als Interaktionspartner verwendet werden kann.

Ein Statistisches Mikroarray (SMA) ist ein Mikroarray, das im Gegensatz zu
ublichen Mikroarrays keine (zumeist rechteckige) periodische Ordnung besitzt,
sondern eine rein statistische (aber noch quasiperiodische) Anordnung der

chemischen Komponenten besitzt.
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5.1.1 Modellvorstellung des LIPODOT-Transfer

Bisherige Mikroarraytechniken sind dadurch limitiert, dass man die
interagierenden Molekile einzeln vor Ort synthetisiert oder an diesen Ort bringt.
Der Zeitaufwand dieses Vorgehens ist proportional zur Anzahl der
unterschiedlichen Verbindungen und der Anzahl der Spots auf dem Mikroarray.
Die hier entwickelte Methode ist unabhangig von der Anzahl der Verbindungen

oder der generierten Spots.

5.1.1.1 Grundkonzept der Transfertechnik

Auf Polymertragern (Beads) wird zuerst eine Verbindungskollektion nach der Split-
Mix-Methode (one bead — one compound — Konzept) aufgebaut. Die Synthese-
beads werden zu einer Monolayer auf einem planaren Trager, der Carrier Plate
(Abb.5.1a), angeordnet und dort immobilisiert. Die Anordnung selbst ist rein
statistisch. Es ist jedoch mdglich, eine partielle Ortsauflésung der Beads zu
erreichen, indem einzelne Bereiche der Carrier Plate mit jeweils nur einer
Teilkollektion beschichtet werden.

Die Beads werden befeuchtet und in Kontakt (Abb.5.1b) mit einem Trager, der
Assay Plate, gebracht auf den die synthetisierten Verbindungen Ubertragen
werden. Die Verbindungen werden durch einen aul3eren Trigger (Abb.5.1¢c) vom
Bead freigesetzt und diffundieren in den Flissigkeitsfilm *® um die Beads. Sobald
sie in Kontakt mit der Trageroberflache kommen, verankern sie sich selbststandig
[189:339 71, einer homogenen Monolayer (Abb.5.1d). So erzeugt jedes Bead an
seiner Kontaktstelle genau einen Dot mit jeweils einer Verbindung und alle Beads
ubertragen ihre Einzelverbindung zeitgleich. Hierdurch kann man von einem
one bead — one compound — one dot — Konzept sprechen. Jedem Spot kann sein
erzeugendes Bead und damit die Einzelverbindung zugeordnet werden
(Abb.5.1g). Die Carrier Plate wird dann von der Assay Plate getrennt (Abb.5.1¢)
und fur einen weiteren Druck einer weiteren Assay Plate eingesetzt. So kdnnen
von einer Carrier Plate mehrere Kopien hergestellt werden. Die Assay Plate selbst
wird fur Untersuchungen auf molekulare Interaktionen (Abb.5.1f), beispielsweise

mit Rezeptoren, Antikdrpern oder Enzymen eingesetzt.
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Die Carrier Plate wird getrocknet, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden und so
die Synthesebeads zu bewahren. Diese konnen im Idealfall fur eine spatere
Strukturaufklarung verwendet werden.

Nach Durchfihrung des Bindungstests auf der Assay Plate kdnnen als positiv
bewertete Dots auf der Assay Plate mittels einer 1-zu-1-Allokation ihren

Erzeugerbeads auf der Carrier Plate zugeordnet werden (Abb.5.1g).

a) /
0700 0000 0080 2
‘ : ,
/

b) )

Abb.5.1: Schematische Darstellung der Ubertragungstechnik

Eine chemische Kollektion wird mittels Festphasensynthese aufgebaut und die
monodispersen Beads werden auf einem planaren Trager (Carrier Plate) immobilisiert
(a). Die Beads werden mit der Oberflache der Assay Plate in Kontakt gebracht (b).
Durch einen aufleren Trigger werden die Verbindungen freigesetzt (c) und auf die
Assay Plate durch den Kontakt Ubertragen. Die Verbindungen besitzen eine chemische
Gruppe, durch die sie sich auf der Assay Plate verankert (d). Nach Abheben der Carrier
Plate bleibt ein chemischer ,Abdruck® der Beads auf der Assay Plate zuriick (e). Die
Assay Plate wird fir einen Bindungstest eingesetzt (f) und beispielsweise fluoreszente
Abdruckpunkte (Dots) werden ihren entsprechenden Beads zugeordnet (g).
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5.1.1.2 Umsetzung als LIPODOT-Transfer

Auf den Polymertragern wird zuerst eine UV-labile Gruppe (Photolinker)
aufgebaut, gefolgt von einer Pam3;Cys-SK4-Gruppe (Abb.5.2a). Erst danach erfolgt
die Synthese der Verbindungen, die auf molekulare Interaktion getestet werden
sollen. Mittels Pulverbeschichtung werden die Beads auf der Carrier Plate
immobilisiert. Als Carrier Plate wird ein mit Klebstoff beschichtetes Polymer
verwendet (Abb.5.2b).

Die hydrophilen Beads werden mit Wasser befeuchtet (Abb.5.2c) und die Carrier
Plate mit einer hydrophoben Assay Plate in Kontakt gebracht (Abb.5.2d). Mittels
UV-Licht wird die UV-labile Gruppe gespalten (Abb.5.2e) und die Verbindungen
von den Beads freigesetzt. Die SK4-Gruppe sorgt fur eine hinreichende Loslichkeit
in Wasser, so dass die Verbindung im Wasserfilm diffundieren kann und nicht auf
den Beads verbleibt.

Sobald die Verbindung jedoch auf die hydrophobe Oberflache trifft, interagiert die
Pam3sCys-Gruppe, vergleichbar dem Braunschen Lipoprotein, Uber hydrophobe
Wechselwirkungen und verankert sich auf der hydrophoben Assay Plate
(Abb.5.2f). Die Verankerung %% fiihrt zu einem Selbstorganisationsprozess, der
mit einer Monoschicht (self-assembled monolayer) aus Verbindungen [76:278l
abgeschlossen ist. Dieser als LIPODOT-Transfer bezeichnete Vorgang ist somit
im Grunde genommen ein Phasentransfer, der durch eine photolytische
Freisetzung initiiert wird. Die Monolayer besitzt dabei die Ausdehnung des
Wassermeniskus auf der Assay Plate und wird als LIPODOT bezeichnet.

Um die Allokation zwischen der Assay Plate und der Carrier Plate zu
gewahrleisten, werden Beads mit fluoreszenten LIPODOT-Verbindungen
beigefligt. Dieses dient als internes Koordinatensystem. Uber das Muster der
fluoreszenten LIPODOTs und das entsprechende Muster der fluoreszenten Beads
ist eine 1-zu-1-Zuordnung (Allokation) zwischen den Beads und den erzeugten
LIPODOTs méglich (Abb.5.2i).

Die Carrier Plate mit der Monolayer aus Beads kann nach nochmaligem
Befeuchten fiir die Ubertragung auf eine weitere Assay Plate verwendet werden.
Auf diese Weise konnen mehrfache Kopien einer Carrier Plate hergestellt werden.
Jede Assay Plate kann wie ein handelsubliches Mikroarray fur die Messung

molekularer Interaktionen **"! verwendet werden (Abb.5.2g+h).
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Abb.5.2: Darstellung der LIPODOT-Technik
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Eine Verbindungskollektion (blau) wird auf Beads (a) aufgebaut. Eine Pam;Cys-
Lipoaminosaure (ocker) dient spater als Ankergruppe und ein SKy-Pentapeptid (grin)
vermittelt die Ldslichkeit. Eine photoreaktive Gruppe (rot) dient zur Freisetzung der
Verbindung durch UV-Licht als Trigger. Die Beads werden auf einem planaren
klebstoffbeschichteten Polymer (Carrier Plate) immobilisiert (b) und befeuchtet, wodurch
sich ein Wasserfilm bildet (c). Dieser erzeugt im Kontakt mit einer hydrophoben Assay
Plate an jedem Bead einen Meniskus (d). Durch UV-Licht werden die Verbindungen
freigesetzt (e) und diffundieren im Wasserfilm. Beim Kontakt mit der hydrophoben
Assay Plate verankern sich die Lipoaminosauren selbststandig zu einer kreisférmigen
Monolayer (f), im Folgenden als LIPODOT bezeichnet. Danach kann ein Bindungstest
auf der Assay Plate durchgeflihrt werden (g) und man ordnet dann die positiven
LIPODOTs (h) ihren erzeugenden Beads durch eine 1-zu-1-Allokation zu (i).
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Prinzipiell sind auch andere Ausflihrungen der Transfertechnik entsprechend
5.1.1.1 denkbar. Jedoch ist die Kombination aus hydrophober Oberflache und der
Verwendung eines Wasserfilms als Diffusionsmedium eine sehr reizvolle Methode.
Durch die Hydrophobizitdt der Assay Plate werden gleichzeitig die
Kontaktmenisken des Wasserfims um die Beads minimal, sie verflieRen zudem
nicht und es kommt zu einer spontanen hydrophoben Verankerung der Pams;Cys-
Lipoaminosaure. Diese Kombination aus chemischen Eigenschaften der
Verbindung, dem Lésungsmittel und der Assay Plate Oberflache dient in optimaler

Weise der Lésung der Fragestellung.
5.1.2 Synthesen

In diesem Kapitel ist eine Auswahl der wichtigsten synthetisierten Verbindungen

dargestellt.

5.1.2.1 Synthese der Ankerverbindung

Die Ankerverbindung ist die Basis fur alle weiteren Synthesen. Der Aufbau der
SK4-Pentapeptid erfolgte mittels klassischer Fmoc/Boc-Schutzgruppen-Chemie.
Kritische Schritte dieser Synthese waren die quantitative Kupplung von Pam;Cys-
OH (4.2.1.3) und die quantitative Abspaltung der N*-Aloc-Schutzgruppe vom C-
terminalen Lysin (4.2.1.6).
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Abb.5.3: ESI-MS (Conespannung 35V) der Nebengruppen-entschiitzten Ankerverbindung
vor der Aloc-Abspaltung
Die kalkulierte Masse betragt 1607,1 D. Dabei entspricht 1608,0 [M+H]"; 804,2
[M+2H]*; 536,4 [M+3H]** den mehrfach geladenen lonen des Produkts. Die Peaks bei
832,3 und 555,3 entsprechen ebenfalls dem Produkt, jedoch mit tBu-OH-Schutzgruppe
am Serin. 685,1 ist ein MS-generiertes Despalmitoyl-Fragment des Produkts.

129



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Daher wurde von jedem Batch jeweils ein Probe analysiert, um eine hinreichende
Reinheit (Abb.5.3) fur spatere Synthesestufen zu gewahrleisten. Direkt vor Beginn
der Synthese einer Kollektion wurde die N*-Aloc-Schutzgruppe auf den Beads mit
der Ankerverbindung entfernt und analysiert (Abb.5.4). Bei hinreichender Reinheit
wurden dann z.B. mit Fmoc-Aminosauren Peptide, Farbstoffe oder andere
Testverbindungen aufgebaut.
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Abb.5.4: ESI-MS (Conespannung 35V) der Nebengruppen und Aloc-entschiitzten
Ankerverbindung

Die kalkulierte Masse betragt 1522,6 D. Dabei entspricht 1524,5 [M+H]"; 762,2
[M+2H]2+; 508,4 [M+3H]3+ den mehrfach geladenen lonen des Produkts. Die Peaks bei
790,4 und 527,3 entsprechen ebenfalls dem Produkt, jedoch mit tBu-OH-Schutzgruppe
am Serin. 643,4 ist ein MS-generiertes Despalmitoyl-Fragment des Produkts.

5.1.2.2 Synthese ,definierter” Verbindungen

Zu Kontrolle des LIPODOT-Transfers wurden fluoreszente Komponenten bendtigt.
So kann man nach einem LIPODOT-Transfer mit einem Fluoreszenzmikroskop
direkt prufen, ob entsprechend fluoreszente LIPODOTs auf der Assay Plate
Oberflache generiert wurden. Hierfir wurden Pam;Cys-SK;K(Ahx-5/6-Carboxy-
Tetramethylrhodamin), LIPODOT-Rhodamin, und Pam3;Cys-SK3K(5/6-Carboxy-
Fluorescein)-NHMe, LIPODOT-Fluorescein, (Abb.5.6) synthetisiert und
analysiert. Es wurden weitere Rhodamin- (Abb.5.5) und Fluoresceinderivate

synthetisiert, die jedoch auf der gleichen Ankerverbindung basieren.
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Abb.5.5: ESI-MS von Pam;Cys-SK;K(Ahx-Isothiocyano-Tetraethylrhodamin) (LIPODOT-

Rhodamin)

Die kalkulierte Masse betragt 2124,1 D. Dabei entsprechen 1061,8 [M+2H]2+; 708,2
[M+3H]3+; 5314 [M+4H]4+ den mehrfach geladenen lonen des Produkts. 628,6 ist ein
dreifachgeladenes MS-generiertes Despalmitoyl-Fragment des Produkts.
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Abb.5.6: ESI-MS von Pam;Cys-SK;K(5/6-Carboxy-Fluorescein)-NHMe (LIPODOT-
Fluorescein)

Die kalkulierte Masse betragt 1881,1 D. Dabei entspricht 941,1 [M+2H]2+; 627,7
[M+3H]*"; 470,9 [M+4H]** den mehrfach geladenen lonen des Produkts. 969,3; 646,6;
und 485,3 enthalten noch die tBu-OH-Schutzgruppe am Serin. 821,8; 548,3 und 411,5
ist ein Despalmitoyl-Fragment, ebenso entsprechen 850,1 und 567,1 dem
Despalmitoyl-Fragment, besitzen aber noch eine tBu-OH-Schutzgruppe. Trotz dieser
unvollstédndigen Entschitzung ist das Derivat fir einen LIPODOT-Transfer geeignet.

FUr erste molekulare Interaktionen mit Antikorpern und Streptavidin wurden
unterschiedliche LIPODOT-Biotinderivate wie Pams;Cys-SK;K(B3-Ala-B-Ala-Ahx-
Ahx-Biotin)-NHMe  (Abb.5.7) oder = Pams3;Cys-SK3;K(Ahx-Ahx-Biotin)-NHMe
synthetisiert.

131



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

o

BIOPAM2B 1 (1.055) /\/\/\/\/\/\/\)j\och

.
707.1 \

\/\/\/\/\/\/\/YO*'TH

o CH,

S
\
[«
o

e Wﬁ/{fsz

Scan ES+

100.. 1.91e7

HN)J\NH ° NH
712.5 1059.7 MEMN o
N o

1067.8
7
717.6
4456  556.3 669.3 /7259 1075.5
540.3__ 7T 833.7g4g4 10034 7
it .
Oimmmmmmmwmm T U T T T T T \“ T T T \‘ T U A\ T T \Dale
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 ~ 1500 ~ 1600 ~ 1700 ~ 1800 1900 2000

Abb.5.7: ESI-MS von Pam;Cys-SK;K(B-Ala--Ala-Ahx-Ahx)-NHMe (LIPODOT-Biotin)

Die kalkulierte Masse betragt 2118,1 D. Dabei entspricht 1059,7 [M+2H]2+ 707,1
[M+3H]3+den mehrfach geladenen lonen des Produkts. 712,5 und 1067,8 ist das einfach
oxidierte Produkt. 1075,5 und 717,6 ist das zweifach oxidierte Produkt. Die Menge an
oxidierten Produkten nimmt mit der Bestrahlungsdauer des UV-Lichts zu.

Fur weitere Bindungsmessungen wurde zudem ein Vancomycin-TAMRA"
(Abb.5.8) und der zugehorige Bindungspartner Pam;Cys-SK;K(B-Ala-B-Ala-D-Ala-
D-Ala)-NHMe (Abb.5.9) synthetisiert.
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Abb.5.8: ESI-MS von Pam;Cys-SK;K(B-Ala-B-Ala-D-Ala-D-Ala)-NHMe

Die kalkulierte Masse betragt 1807,4 D. Dabei entspricht 904,5 [M+2H]2+ 603,5
[M+3H]*"; 452,9 [M+4H]** den mehrfach geladenen lonen des Produkts. 932,5; 622,2
und 467,2 enthalten noch die tBu-OH-Schutzgruppe am Serin. 524,1 ist ein
Despalmitoyl-Fragment. Trotz dieser unvollstdndigen Entfernung der Schutzgruppen ist
das Derivat fir einen LIPODOT-Transfer geeignet.

* Hergestellt von Herr Dr. Martin Elbs (Arbeitskreis Priv. Doz. Brock, Tiibingen)
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Abb.5.9: ESI-MS von Vancomycin-TAMRA

Die kalkulierte Masse betragt 1861,8 D. Dabei entspricht 931,1 [M+2H]2+; 621,2
[M+3H]** den mehrfach geladenen lonen des Produkts. Eine Verunreinigung mit einer
Masse von ca. 1720 D ist auch Uber Peaks 860,3; 574,4 und 431,3 nachweisbar und
konnte strukturell nicht ndher charakterisiert werden. Mittels FCS- und Mikroarray-
Messungen wurde die Aktivitdt des Derivats nachgewiesen..
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5.1.2.3 Dipeptid-Kollektion

Mit Tentagel-Harz (500 mg) wurde die Logistik flr eine Split & Mix-Kollektion mit
den proteinogenen 20 Aminosauren etabliert. Hierzu wurde zuerst auf dem
gesamten Harzbatch die Ankerverbindung aufgebaut. AnschlieRend wurde auf je
20 Reaktoren das Harz in Suspension gleichmafig verteilt und entsprechend je
eine Aminosaure pro Reaktionsgefald gekuppelt (4.2.1.2). Nach mehrmaligem
Waschen wurden die Harzportionen vereinigt und die Fmoc-Schutzgruppe
abgespalten (4.2.1.5). Identisch hierzu wurde der zweite Split & Mix-Schritt
durchgefuhrt und abschliefend alle Schutzgruppen abgespalten (4.2.1.7). Die
Beads wurden vereinzelt (4.3.1) und man erhielt insgesamt 572 mg Harz. Bei
einer mittleren Masse von ~2000 D und einer Belegung von 0,22 mmol/g Harz
liegt rechnerisch die Gesamtausbeute bei ~720 mg. Die 150 mg Materialverlust
lassen sich durch die Anlagerung der 20 pm durchmessenden Beads an
Oberflachen erklaren.

Von der erhaltenen Dipeptid-Kollektion mit der Diversitat 400 wurde eine Probe
abgespalten (4.2.1.8) und analysiert (Abb.5.10 und Abb.5.11).
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Abb.5.10: ESI-MS der Dipeptid-Kollektion (aa=beliebige Aminosaure)
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Die kalkulierte mittlere Masse betragt 1892 D. Das Spektrum ist typisch fur eine
Kollektion. Um die Masse 947 liegen alle [M+2H]2+ und um 632 alle [M+3H]3+ Peaks. Die
Verteilung der Peaks hat eine Gaul3form. Eine Verunreinigung mit den Peaks 833,6 und
556,1 entspricht einer Gesamtmasse von 1665,2. Dies wiirde einer Ankerverbindung
mit Aloc- und tBu-OH-Schutzgruppe entsprechen.
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Abb.5.11: VergroRerung des [M+3H]3+-Peaks aus Abb.5.10
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Die kalkulierte mittlere Masse betragt 1892 D. Einige der [M+3H]3+-Peaks wurden flr
einzelne Aminosaurenkombinationen der Kollektion zugeordnet. Es wurden hierflr die
Aminosauren G, T, N, L, E, R, W ausgewahlt. G ist die leichteste Aminosaure und W die
schwerste. N und L entsprechen der mittleren Masse einer Aminosaure. Die Héhe der

Peaks stimmt mit der Haufigkeit der moglichen Aminosdurenkombinationen (lsobare)
Uberein.
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Es ist davon auszugehen, dass bei der Synthese weiterer Kollektionen die
Gesamtmasse der Beads deutlich langsamer zunimmt, als zu erwarten ware. Die
Verluste an Beads durch Absorption an Oberflachen lassen sich dabei kaum
minimieren. Daher empfiehlt es sich stets, mit entsprechend groen Mengen an
Syntheseharz zu arbeiten.

Bei der Synthese auf 20 ym Beads mussten zudem, im Gegensatz zu den
Protokollen mit ahnlichen Synthesebeads von 90 bis 130 pm Durchmesser,
verlangerte Inkubationen bei den Wasch- und Kupplungsschritten eingehalten
werden.

Nach dieser MalRnahme konnte fir alle LIPODOT-Derivate, die nach 4.2.1
synthetisiert wurden, eine entsprechend hohe Reinheit fur den LIPODOT-Transfer

erreicht werden.

5.1.2.4 B-Tetrapeptid-Kollektion

Von der EMC microcollections GmbH wurde entsprechend den Angaben des
Kooperationspartners Novartis IST (Wien) eine B-Tetrapeptid-Kollektion [B42
synthetisiert. Hierfur wurde auf 5g Syntheseharz (Tentagel, 20 pm,
NH,-funktionalisiert, 0,19 mmol/g) zuerst die Ankerverbindung aufgebaut und nach
der Abspaltung der Aloc-Gruppe die nun freie e-Aminogruppe des Lysins mit zwei
mal Fmoc-3-Ala umgesetzt.

Auf diesem Pam3;Cys-SKsK(B-Ala-B-Ala)-NHMe Grundkorper wurde dann eine
Tetrapeptid-Kollektion der Form PamsCys-SKsK(B-Ala-B-Ala-R'-R?*-R3-R*-NH,)-
NHMe aufgebaut. Hierbei waren R, R? und R* jeweils eine B*-Homo-Aminoséure
und R® eine ,gewdhnliche* a-Aminosiure. Fir jede Position wurden je 17
Aminosauren verwendet. Die B-Homo- und a-Aminosauren lle, His und Cys
wurden nicht verwendet. /le wegen seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Leu. His, da
es bisher als geschutztes Derivat nicht erhaltlich ist. Cys, da es wahrend der
photolytischen Freisetzung Nebenreaktionen eingehen kann.

Fir die komplette Kollektion ergibt sich somit eine Diversitat von 83.521 (17%)
verschiedenen Tetrapeptiden. Die Kollektion wurde durch Split & Mix-Synthese
erzeugt. Jedoch wurde nach der Kupplung der Positionen R® und R* kein Mix-
Schritt mehr durchgefuhrt, sondern in getrennten Reaktionsgefallen die weiteren
Syntheseschritte durchgefihrt (Tab5.1).
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Tab.5.1: Nummerierung der LIPODOT-Teilkollektionen

Eine kombinatorische Kollektion der Form Pam;Cys-SK;K(B-Ala-B-Ala-R'-R*-R*-R*-
NH;)-NHMe wurde hergestellt. Die Nummerierung erfolgte anhand der beiden N-
terminalen Aminosaurepositionen.

P
'
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Es wurden 289 (17%) verschiedene Teilkollektionen erzeugt, die durch ihre beiden
N-terminalen Aminosduren charakterisiert werden (Tab.5.1) und je 289 (177
unterschiedlichen Verbindungen enthalten. Diese Kollektion wurde flir Messungen

molekularer Bindungenan ein Protein (Target) verwendet.

5.1.3 Oberflachenmodifizierungen

Zu Beginn der Doktorarbeit waren hydrophobe Oberflachen mit einem
Kontaktwinkel von mehr als 95° kommerziell noch nicht erhaltlich. Fur die
Verankerung der LIPODOT-Verbindungen wird ein mdglichst hoher Kontaktwinkel
bendtigt. Daher wurden zwei Methoden zur Herstellung von hydrophoben
Oberflachen evaluiert.

Zum einen sollten kommerziell erhaltliche Aminoslides hydrophobisiert werden,
zum anderen sollte mittels einer Silanisierung direkt eine hydrophobe Schicht auf

Mikroskopslides aufgebracht werden.
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5.1.3.1 Funktionalisierung von kommerziellen Aminoslides

Von den Herstellern Nunc, Arraylt, BD Biosciences und Genetix wurden
freundlicherweise jeweils 5 Aminoslides aus der Mikroarray-Herstellung kostenlos
zur Verfigung gestellt. Keiner der Hersteller konnte Angaben Uber die Dichte der
funktionellen Aminogruppen auf der Oberflache geben. Die Qualitat wird von den
Herstellern stets Uber gleichbleibende Kontaktwinkel geprift %2 der bei
Kontrollmessungen (4.4.4.) bei allen Aminoslides zwischen 27° und 31° liegt.

Die erhaltenen Proben waren unter Schutzgas luftdicht in einem Reinraum
verpackt worden und wurden daher direkt vor der Reaktion aus dem Behaltnis
entnommen.

Entsprechend 4.4.3.1 wurden Modifikationen der Aminoslides mit Saurechloriden
und DIC aktivierten Carbonsauren durchgefihrt. Exemplarisch wurden hierfur

Hexadekansaure und Dodecansaure ausgewahlt (Abb.5.12).
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Abb.5.12: Kontaktwinkelmessungen von hydrobhobisierten Aminoslides

Die Aminoslides wurden mit Saurechloriden, Hexadekansaurechlorid (1a) und
Dodecanséaurechlorid (1b) und den entsprechenden DIC aktivierten Carbonsauren,
Hexadekansaure (2a) und Dodecansaure (2b) modifiziert.

Mit den Saurechloriden war es moglich Kontaktwinkel zwischen 65° und 90° zu
generieren. Die Mittelwerte lagen um die 75°. Mit den aktivierten Carbonsauren
ergaben sich mittlere Kontaktwinkel um 45°.

Geht man vom urspringlichen Kontaktwinkel der Aminoslides von 30° vor der

Modifikation aus, so ist keine der beiden Methoden wirklich zufrieden stellend.
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5.1.3.2 Erste Silanisierungen

Silanisierungen 32 werden fiir permanente Oberflachenmodifikationen verwendet.

Dabei bindet das Silan stets an eine Hydroxy- oder Oxo-Gruppe an (Abb.5.13).
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Abb.5.13: Reaktion von Silanen mit Glas

Oxide besitzen, wie Glas und unedlere Metalle beispielsweise Aluminium, Titan
bis hin zu Chrom. Vor einer Silanisierung muss die Oberflache jedoch gereinigt
werden, um freie Hydroxy-Gruppen zu erzeugen. Als Reinigungsverfahren wurden
entweder die physikalisch-chemische Reinigung durch ein Sauerstoffplasma oder
die nasschemische Reinigung durch Piranha-Lésung verwendet. Beide Verfahren
wurden mit je 3 Glasern pro Methodenkombination erprobt und die in 4.3.3

beschriebenen Silanisierungsverfahren wurden angewendet (Abb.5.1)

W Sauerstoffplasma
110 H Piranha
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Kontaktwinkel in °

Gasphase Silan (rein) Silan (verdiinnt)
Silanisierungsmethode

Abb.5.14: Kontaktwinkelmessungen von zwei Reinigungs- und drei Silanisierungs-
methoden

Die Glaser wurden zuerst entweder mit Piranha oder Plasma gereinigt. Danach wurde
die Silanisierung mit Hexadecyl-trimethoxy-silan entweder Uber Gasphase, mit reinem
Silan oder in Toluol verdiinntem Silan durchgefiihrt.
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Vergleicht man die Kontaktwinkel mit den Ergebnissen der modifizierten
Aminoslides ist klar, dass eine Silanisierung eine deutlich hydrophobere
Oberflache generiert. Weiterhin scheint es keinen Unterschied zwischen den
beiden Reinigungsverfahren zu geben. Im Hinblick auf die Durchfiihrung ist jedoch
die Reinigung mit Piranha-Lésung im Labor deutlich weniger zeitaufwandig als die
Plasmareinigung im Reinraum. Silanisierung Uber die Gasphase ist aufgrund des
niederen Dampfdrucks des Silans deutlich ineffektiver als
FlUssigphasensilanisierung. Weiterhin scheint es keinen Unterschied zu machen,
ob das Silan unverdiinnt oder mit Toluol verdiinnt angewendet wurde.

Daher wurden alle weiteren Silanisierungen mit Piranha-Losung und verdinntem
Silan durchgefuhrt.

5.1.3.3 Reinigung von Glasoberflachen mit Piranha-Losung

Hierfur muss die Oberflache zunachst gereinigt werden, da sich aus der Luft
Kontaminanten 3% ablagern. Diese zumeist organischen Molekiile (Abb.5.15)
bendtigen zwar Minuten bis hin zu Jahren, um sich kovalent auf die Oberflache zu
binden, doch besetzen sie schon innerhalb von Sekunden die Oberflache. Daher
werden fur hochhomogene wund hochreine Oberflachen entsprechende

Fertigungsstrassen im ,weilen Bereich® eines Reinraumes verwendet.
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Abb.5.15: Luftiibertragene organische Kontaminationen 1]

Die natilrlichen Hydroxy-Gruppen von Glasern (hier: Siliziumoxid) und Metallen
reagieren mit unterschiedlichen zumeist biologischen Molekilen. Hierzu zahlen (von
links nach rechts) Fettsauren, Aminosauren, Schwefelaustausch, Polyalkohole, Zucker
und komplexierte Kationen.
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Zur Reinigung von Oberflachen von organischen und metallischen
Kontaminationen stehen zwei gleichwertige Verfahren zur Verfigung. Bei beiden
Verfahren ist der Kontaktwinkel direkt nach der Reinigung bei 10° bis 15°.
Ungereinigte Glaser besitzen einen Kontaktwinkel zwischen 60° und 70°.

Zur Optimierung des Gesamtprozesses war es notwendig, die Parameter der
Piranha-Reinigung in Hinblick auf den Kontaktwinkel zu optimieren.

Far jeden Datenpunkt wurden jeweils zwei Glaser gereinigt, silanisiert und
vermessen. Zuerst wurde die Zusammensetzung der Piranha-Losung variiert
(Abb.5.16) und dann die Aktivierungszeit mit der Piranha-Lésung (Abb.5.17)

IR
“ }
70-: +

65—_ E +

60— T T T | T | T | T T
0 20 40 60 80 100

Anteil an 30%iger Wasserstoffperoxid-Losung

Kontaktwinkel in °

Abb.5.16: Optimierung des H,0,-Anteils in der Piranha-Lésung

Verschiedene Anteile aus Schwefelsaure und 30%iger Wasserstoffperoxidldsung
wurden verwendet, um Glasoberflachen zu reinigen. Nach der Silanisierung ergab sich
ein optimaler Kontaktwinkel bei einem Anteil von 40% Wasserstoffperoxidlésung. Reine
Schwefelsaure oder reines Wasserstoffperoxid zeigten einen Kontaktwinkel, der
ungereinigtem silanisiertem Glas entspricht.
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Abb.5.17: Optimierung der Aktivierungszeit mit Piranha-L6sung

Mit langer werdender Aktivierungszeit erhéht sich nach der Silanisierung auch der
Kontaktwinkel. Bereits nach 3 Stunden ist der maximale Kontaktwinkel erreicht.

Damit ergab sich eine optimale Zusammensetzung der Piranha-Lésung aus 12%
Wasserstoffperoxid, 60% Schwefelsaure und 28% Wasser. Die minimale
Aktivierungszeit wurde zunachst auf 3 h festgelegt. Unter Berucksichtigung
spaterer Ergebnisse der Silanisierung und Abstimmung einzelner Zeitschritte

wurde die Aktivierungszeit auf 24 h verlangert.

5.1.3.4 Optimierung der Flissigphasensilanisierung

Nach Optimierung der Aktivierung und Reinigung der Glasoberflache mit Piranha-
Ldsung wurde die Silanisierungsreaktion genauer untersucht. Hierzu gehort die
Handhabung und Lagerung der Oberflachen zwischen Aktivierung und
Silanisierung (Abb.5.20) sowie die Silanisierungszeit (Abb.5.19) und Zusammen-
setzung der Silanisierungslosung (Abb.5.18).

Fur jeden Messpunkt wurden nun jeweils 4 Glastrager hergestellt und die
Kontaktwinkel vermessen. Fur die Silanisierung wurde Hexadecyl-trimethoxy-silan

verwendet.
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Abb.5.18: Optimierung der Zusammensetzung der Silanisierungslosung

Die Silanisierung wurde mit verschiedenen Verdinnungen des Silans mit Toluol fir 48 h
durchgefiihrt. Reines Silan erwies sich schon bei diesem Schritt aufgrund seiner
Zahigkeit als schwer handhabbar. Ein Toluolanteil von 5% lieferte optimale Ergebnisse.
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Abb.5.19: Optimierung der Silanisierungszeit

Eine Silanldsung mit 5% Toluolanteil wurden zur Silanisierung bis zu 14 Tagen
durchgefiihrt. Schon innerhalb der ersten 3 Stunden nimmt der Kontaktwinkel deutlich
zu. Nach 48 Stunden wurde der ,grenzwertig maximale“ Kontaktwinkel erreicht.

142



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Es war offensichtlich, dass das reine Silan aufgrund seiner hohen Zahigkeit nicht
direkt anwendbar ist und zudem durch die Luftfeuchtigkeit zur Polymerisation
neigt. Schon nach 12 h bildete sich eine trube fettartige Schicht auf dem Silan.
Dies konnte unter Luftabschluss und mit Verwendung von Argon als Schutzgas
zwar verringert, aber nicht unterbunden werden. Die Schichtbildung kann durch
Zugabe von einigen yl Wasser deutlich beschleunigt werden.

Durch Zugabe von Toluol (Toluen) wird die Mischung wasserabweisend. Ab einem
Toluolanteil von 2% bildet sich eine Phasengrenze zu Wasser. Daher wurde unter
Berucksichtigung der Ergebnisse aus den Kontaktwinkelmessungen stets die
Silanisierungslésung mit einem Toluolanteil von 5% angesetzt und fir 48 h
silanisiert.

Da die aktivierten Hydroxy-Gruppen der Oberflache schnell inaktiv wurden oder
mit luftibertragenen Kontaminationen abreagierten, wurde abschlieRend die
Handhabung zwischen Piranha-Aktivierung und Silanisierung untersucht.
Zwischen der Aktivierung und der Silanisierung muss die Oberflache grundlichst
gereinigt werden, da ein Verschleppen der Schwefelsdure zu einer Polymerisation
des Silans fuhrt.

In der Halbleitertechnik werden zwei Verfahren zur Handhabung zwischen
nasschemischen Prozessschritten verwendet. Entweder wird der Trager in
FlUssigkeit gelagert, um so einen Luftkontakt zu vermeiden und direkt vor dem
nachsten Prozessschritt getrocknet, oder der Trager wird gleich physikalisch
getrocknet und dann unter Schutzgas oder in einer Reinraumbox bis zum
nachsten Prozessschritt gelagert. Fur die physikalische Trocknung stehen
entweder das Abblasen der Flussigkeit mit einem Gasstrahl (Trockenblasen) oder
ein Trocknen mittels des Marangoni-Effekts zur Verfligung.

Da eine Marangoni-Trocknung nur mit einer entsprechend komplizierten
Automatisierung in einer Fertigungsstral’e maoglich ist, wurde von der Firma
Mykrolis eine Waferguard-Gaspistole zur Reinigung und Trocknung von Wafern
erworben. Diese Gaspistole erzeugt mit Druckluft ein Stromungsprofil, das
besonders effizient Partikel und Flissigkeitstropfen von Oberflachen entfernt.

FUr die Untersuchung der Handhabung wurden die Glaser nach der Aktivierung
entweder unter Wasser gelagert und vor der Silanisierung trocken geblasen
(Abb.5.20 Dreiecke), direkt getrocknet und unter Argon bis zur Silanisierung

gelagert (Abb.5.20 Quadrate) oder mit Wasser gewaschen, ohne Hilfsmittel an der
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Luft getrocknet und bis zur Silanisierung ohne Schutzgas (Abb.5.20 Kreise)

gelagert.
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Abb.5.20: Abhdngigkeit des Kontaktwinkels von der Handhabung

Mit zunehmender Lagerungszeit der Glaser zwischen Aktivierung und Silanisierung
nimmt der Kontaktwinkel der erhaltenen Hydrophobisierung ab. Die Lagerung unter
Wasser ergab dabei die héchste Hydrophobizitat nach der Silanisierung.

Aus diesen Experimenten wurde das endgultige Protokoll fur die

Hydrophobisierung und Silanisierung festgelegt.

Standardprotokoll fur Silanisierung von Glasern

e 24 h Aktivierung in frisch angesetzter Piranha-Losung (2 Anteile 30%
Wasserstoff-peroxid, 3 Anteile Schwefelsaure)

e 5-10 min Lagerung in Wasser

e je 3 x Waschen mit Wasser, IPA und Aceton

e Trockenblasen mit Waferguard-Pistole

e 48 h Silanisierung (reines Silan mit 5% Toluol)

e je 3 x Waschen mit Toluol, IPA, Ethanol, Wasser und Aceton

e Trockenblasen mit Waferguard-Pistole

luft-, staub- und lichtgeschitzt lagern bis zur Verwendung
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5.1.3.5 Lagerbestandigkeit der Oberflachen

Zur Prufung der Lagerbestandigkeit (Abb.5.21) der Oberflachen wurden je 2
Objekttrager (Slides) einzelner Oberflachenmodifikationen und Zwischenschritte in

einer Reinraumbox unter Stickstoff gelagert.
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Abb.5.21: Verdnderung des Kontaktwinkels durch Lagerung

Alle Proben wurden in einer verschlossenen Reinraumbox unter Stickstoff gelagert.
Zum Vergleich wurde gereinigtes Glas an Luft (dunkelblau) gelagert. Unabhangig von
der Lagerung strebt der Kontaktwinkel stets in Richtung ,schmutziges Luftglas®, was
einem Winkel von 60° bis 70° entspricht.

Es zeigte sich, dass bei geschutzter Lagerung in einer Reinraumbox unter
Stickstoff oder Argon der Kontaktwinkel Uber ca. 2 Monate entsprechend stabil
bleibt. Es darf dabei nicht vergessen werden, dass die untersuchten Proben fur
jede Kontaktwinkelmessung wieder der Raumluft ausgesetzt waren und dass
dadurch bei jeder Einlagerung Kontaminanten verschleppt wurden.

Bei einmaliger Wiedereinlagerung ist davon auszugehen, dass in der
verschlossenen Reinraumbox nach etwa einer Woche keine Anderung des
Kontaktwinkels mehr auftritt und man mit maximal 5° Erniedrigung des

Kontaktwinkels pro Monat rechnen kann.
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5.1.3.6 Qualitatskontrolle selbst hergestellter hydrophober Glastrager

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden mehr als 400 hydrophobe Glastrager
hergestellt.Fir eine Uberwachung der Qualitat wurde bei jedem 20. Glastrager der

Kontaktwinkel vermessen.
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Abb.5.22: Kontrolle des Kontaktwinkels der selbsthergestellten Slides

Etwa jeder zwanzigste der selbsthergestellten Glastrdger wurde auf seine
Hydrophobizitat mittels Kontaktwinkel untersucht. Nach entsprechender Einibung des
Protokolls verbesserten sich stetig die Kontaktwinkel. In dem Zeitraum, in dem die
Glastrager 100 bis 140 hergestellt wurden, traten Kontaminationen im Silan auf. Ab
Trager 141 wurden diese Kontaminationen ausgeschlossen.

Durch die regelmaBige Uberprifung (Abb.5.22) des Kontaktwinkels konnte
gewahrleistet werden, dass die Silanisierung fehlerfrei funktionierte. So konnte
auch eine Kontamination durch Phenole im Zeitbereich, in dem die Trager 100 bis
140 produziert wurden, entdeckt und unterbunden werden. Die Hydrophobizitat
konnte schon direkt wahrend der Waschprozesse durch das ,Laufverhalten® der
Waschflissigkeiten abgeschatzt werden (Abb.5.23)

Abb.5.23: Veranschaulichung der Hydrophobizitat

Auf jedes Glas wurde jeweils 1 ml rhodaminhaltige L6sung aufpipettiert. Es wurde ein
mit Piranha gereinigtes Glas (links), ein ungereinigtes Glas (mitte) und ein frisch
silanisiertes Glas (rechts) verwendet. Weiterhin bemerkenswert ist, dass gereinigte
Glaser eine hohe Reflektivitat besitzen und silanisierte Glaser nahezu nicht reflektieren.
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5.1.3.7 Qualitatskontrolle der hydrophoben Implen-Slides

Fir die Etablierung der LIPODOT-Technik waren die selbstproduzierten
hydrophoben Slides ausreichend, zeigten jedoch einen ca. 3 bis 4 mm breiten
inhomogenen Rand. Im Rahmen der Kooperation mit Novartis IST (Wien) wurde
jedoch eine hydrophobe Oberflache mit weniger als 1 mm Rand bendtigt.

Bei Herstellern von Mikroarray-Tragern waren 2004 keine hydrophoben Trager
erhaltlich, die fir Fluoreszenzmessungen verwendbar waren. Zudem betrug der
hdchste lieferbare Kontaktwinkel 95° (TOPAS-Kunststoff, Nunc).

Ende 2005 konnten bei der Firma Implen 50 experimentelle hydrophobe
Oberflachen erworben werden, die einen Kontaktwinkel (Abb.5.24) von 125° bis
130° aufwiesen und damit eine noch bessere Verankerung der LIPODOT-

Verbindungen gewahrleisteten.

135
130 o
3 . = * g .
o [
c 125 4
2
-5120—
=
X 115 4
©
el
=
O 110 -
X
105 —
100 T T T 4 T T T v T v T
0 10 20 30 40 50

Glastrager #

Abb.5.24: Kontrolle des Kontaktwinkels der Implen-Slides

Von sieben der 50 gelieferten hydrophoben Implen-Slides wurden Kontaktwinkel
bestimmt.

5.1.4 Bead-Monolayer

Als Bestandteil des LIPODOT-Transfers wird eine Carrier Plate bendtigt, auf der
die Synthesebeads immobilisiert sind. Dabei ist eine Monolayer aus
monodispersen Synthesebeads Grundvoraussetzung fur einen homogenen

Transfer. Jede ,Unebenheit, die Uber die Monolayer hinausragt, sorgt flr eine
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inhomogene  Druckverteilung und damit Inhomogenitaten bei  den
Wassermenisken wahrend des Transfers. Damit werden die erzeugten LIPODOTs
ebenfalls inhomogen oder entstehen Uberhaupt nicht, falls kein Kontakt zwischen
Assay Plate und Carrier Plate zustande kommt.

Es wurden insgesamt 3 Methoden zur Erzeugung von Monolayern evaluiert.

5.1.4.1 Langmuir-Blodgett-Filme

Zur Erzeugung von Langmuir-Blodgett-Filmen bendétigt man eine Suspension, in
der die Mikropartikel ,schweben”. Diese Schwebdichte (Abb.5.25) wurde mit
unterschiedlichen DCM/DMF-Gemischen ermittelt.
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Abb.5.25:Bestimmung der Schwebedichte durch Sinkgeschwindigkeiten

DCM, DMF und 20 pm Beads wurden in einem 10 cm hohen Volumen durchmischt. Die
Absinkgeschwindigkeit der Beads wurde anhand der H6he der klaren Phase nach 5, 15
und 30 min bestimmt (rote Linie, negative Werte bedeuten ein Absinken). Nach 60 min
wurden 100 pl aus der Bead-haltigen Phase entnommen und in der Mitte eines
Steigrohres mit identischer DCM/DMF-Mischung als Tropfen eingebracht. Die
Geschwindigkeit der Tropfenmitte wurde entsprechend vermessen und invertiert
aufgetragen um den Schnittpunkt zu bestimmen (schwarze Linie, negative Werte
bedeuten ein Aufsteigen). Der Schwebepunkt ist bei einem DCM-Anteil von 27%
erreicht.

Bei einer Mischung aus 27% DCM und 73% DMF wurde die Schwebdichte von
20 um Beads erreicht. Durch diese Schwerelosigkeit in Lésung kann der Phasen-
Transfer der Beads an die Glasoberflache leichter stattfinden. Ob sich jedoch eine
Monolayer bildet, hangt stark von der Adhasion der Mikropartikel zur Oberflache
ab. Es zeigte sich im Verlauf mehrerer Beschichtungsversuche, dass es nicht

mdglich war eine dichte Bead-Monolayer herzustellen (Abb.5.26).
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Abb.5.26: Langmuir-Blodgett-Film aus 20 ym Beads

Nur einzelne Beads haften auf der Oberflache und kénnen durch stringentes Waschen
auch von dieser entfernt werden.

Es zeigte sich zudem, dass die Beads kaum Adhasion auf der Glasoberflache
zeigten, unabhangig davon ob hydrophobe, hydrophile oder geladene
Glasoberflachen verwendet wurden. Es ist anzunehmen, dass die Beads aufgrund
ihrer Grolde durch Scherkrafte nicht auf der Oberflache verbleiben.

Aufgrund der schlechten Ergebnisse der Beschichtung und der unzureichenden
Immobilisierung der Beads auf den Oberflachen wurde diese Technik nicht weiter
verfolgt, zumal je nach Verbindungskollektion eine andere Schwebedichte

resultiert.

5.1.4.2 Pulverbeschichtung klebstoffbeschichteter Glastrager

Es wurde eine einfache ,Pulverbeschichtungsanlage“ aufgebaut (Abb.5.27).
Mittels einer Druckluftdiise wird ein Uberdruck erzeugt, der aus dem Bead-
reservoir die Synthesebeads aufwirbelt. Diese treffen auf den klebstoff-
beschichteten Trager und beschichten ihn gleichmaflig. Nur Beads, die in die

Klebstoffschicht eindringen, bleiben darauf haften. Die restlichen Beads fallen in
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das Reservoir zurtick. Ein Siebdrucknetz mit 10 um Maschenweite hinter dem

Trager verhindert das Austreten der Beads.
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Abb.5.27: Aufbau der Pulverbeschichtungsanlage

Mit Stickstoff werden die Beads aus dem Reservoir aufgewirbelt. Diese treffen auf den
Trager und beschichten diesen. Ein Siebdrucknetz ermdglicht das Abstromen der Luft
und halt die Beads zurtick.

Es wurden sowohl UV-initierbare als auch Zwei-Komponenten-Klebestoffe*
untersucht. Die Klebstoffe wurden aufgrund ihrer geringen Eigenfluoreszenz, der
Aushartungszeit im Minutenbereich und ihrer hohen Adhasion und Klebekraft
gegenuber Glas und Kunststoffen wie amorphes Polystyrol und Polypropylen
ausgewahlt. Die fur die Pulverbeschichtung notwendige Klebstoffschicht wurde
anfanglich durch Spincoating-Belackung auf planare Trager aufgebracht. Hierflr
wurden von Panacol und von Arccure freundlicherweise entsprechende
Kunststoff-Klebstoffe zur Verfugung gestellt. Mit 700 bis 800 rpm konnten alle
diese Klebstoffe zu Schichten von 8 bis 10 um Dicke aufgebracht werden. Diese
Klebstoffschichten wurden unter UV-Initiierung innerhalb der von den Herstellern

angegebenen 20 bis 60 min ausgehartet.

* Klebstoffproben wurden von den Firmen Panacol und Arccure zur Verfligung gestellt.
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So sollte es moglich sein die Beads, die hauptsachlich aus Polystyrol bestehen,
auf einer Glasoberflache zu verkleben. Die Flussigklebstoffe wurden mit
Spincoating auf Glasoberflachen zu einer 5 bis 10 pm dicken Schicht
aufgeschleudert. Innerhalb von 5 min wurde dann die Pulverbeschichtung
durchgefuhrt (Abb.5.28).

Uberraschenderweise war es nicht moglich, die so verarbeiteten Klebstoffe
auszuharten, nachdem sie mit den 20 um Beads beschichtet waren. Weder der
UV-initiierte noch der Zwei-Komponenten-Klebstoff harteten in der vorgegebenen
Zeit aus. Zuerst wurden hier chemische Kontaminationen durch die Beads selbst
in Betracht gezogen. Doch selbst durch extensives Waschen der Beads vor der
Beschichtung war es nicht mdglich, die Klebstoffe auszuharten.

Eine gewaschene Beadprobe wurde an Panacol versandt und dort wurde gezeigt,

dass selbst Klebstoffe, die innerhalb von 10 s ausharten sollten, auch nach Tagen
[344]

keine Aushartung zeigten

¥ ’ X3 £ A . \ / b
Abb. 5.28: Pulverbeschichteter Glastrager mit einer Spincoat-Klebstoffschicht (Panacol)

Die Dicke der Klebstoffschicht betrug 9,4 um. Es wurde eine Beaddichte von ca. 55%
einer hexagonal dichtesten Kugelpackung erreicht. Allerdings bildeten sich auch
Multilayerschichten und Beadkluster (weil3e Kreise).
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Chemische Kontaminationen konnten allerdings ausgeschlossen werden, indem
aus klebstoffversetzten Beads der Klebstoff ausgepresst wurde. Dieser
ausgepresste Klebstoff hartete, entsprechend der technischen Angaben, innerhalb
von 15 min aus. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die amorphe
mikrostrukturierte Oberflache der Beads ein Ausharten unterbindet bzw. extrem
verlangsamt und somit dieser Ansatz nicht zum gewunschten Ergebnis fuhrt
indem beispielsweise die fur die Polymerisation bendtigten Radikale innerhalb des
Polymers eine zu starke raumliche Trennung erfahren.

Da mit einem aushartenden Klebstoff nicht die gewunschte Immobilisierung der
Beads erreicht werden konnte, wurden alternativ sogenannte ,latente“ Klebstoffe
verwendet. Hierzu gehdéren vornehmlich zahflissige Ole, die mit einem
Ldsungsmittel auf die Oberflache aufgespriuht werden und nach dem Verdampfen
eine klebrige Schicht bilden. Anwendung findet dieses Verfahren bei nahezu allen
Klebestreifen und Klebebandern.

Unter Berucksichtigung von Zellkompatibilitat, Eigenfluoreszenz, Polymerstabilitat
auf mechanische Belastung und wassrige Losungen sowie Klebfahigkeit und
Dicke der Klebstoffschicht wurde fur alle Experimente Tesafilm ,white“
(Beiersdorf) eingesetzt, dessen Klebstoffschicht zwischen 10 und 12 um dick ist.
Tesafilm ,clear” und ,crystal clear” konnten aufgrund hoher Eigenfluoreszenz nicht

verwendet werden.
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5.1.4.3 Pulverbeschichtung von Tesafilm

Besitzt ein Material eine permanente ,Klebrigkeit® wie der Klebstoff eines
Klebestreifens, so spricht man von einem latenten Klebstoff. Zumeist ist es ein
zahflissiges Ol, das (ber extreme adhasive Eigenschaften verfligt. Durch die
hohe Adhéasion des Klebestreifens konnte schon mit der ersten Beschichtung
eines Tesafilms ein deutlich besseres Ergebnis (Abb.5.29) als in 5.1.4.2 erreicht

werden.

Abb. 5.29: Pulverbeschichteter Tesafilm direkt nach der Beschichtung
Es wurden fast 95% der Dichte einer hexagonal dichtesten Packung erreicht.
Exemplarisch sind einige Multilayerbeads und Beadkluster mit einem weilRen Kreis
markiert.

Einzig in Hinblick auf Eigenfluoreszenz konnten aufgehellte Tesafilme wie
.1esafilm Clear” und ,Tesafilm Crystal Clear® nicht verwendet werden. Nur der
Lhaturtribe“, unbehandelte ,Tesafilm white“ zeigte kaum Eigenfluoreszenz, die
sich zudem unter UV-Licht komplett bleichen lieR. Fir alle weiteren
Beschichtungsversuche wurde daher ,Tesafilm white* mit 0,5 J/cm? UV-Licht in
einem Stratalinker gebleicht.

Zur Entfernung der Multilayerbeads und Beadkluster wurde die beschichtete
Probe, entsprechend Kapitel 4.3.2.4, ,gekdmmt®. Hierzu wird ein Metallgrat mit
leichtem Druck Uber die Oberflache gefuhrt, was die Multilayerbeads abschert und
die Beads aus der Monolayer zugleich im Klebstoff fixiert. Beim Kammvorgang
wird der Kamm (Metallgrat) nach einigen Millimetern angehoben, fast auf die

Ursprungsposition zuruckgesetzt und wieder in die ursprungliche Richtung
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geschoben. Dabei wird innerhalb eines Kdmmvorganges jede Position etwa 15 bis
20 Mal Uberfahren.
Nach jedem Kammen wurde das Ergebnis mikroskopisch Uberpruft. Zumeist

reichten zwei bis drei Kdmmvorgange aus, um die beschichtete Oberflache in eine

Die Probe aus Abb.5.29 wurde gekdmmt und es sind kein Bead-Multilayer mehr
sichtbar. Eine hochdichte Bead-Monolayer wurde erzeugt.

b

Abb. 5.31: Pulverbeschichteter Tesafilm nach dem Kadmmen
Auch im Ubersichtsbild (2,6 x 2,0 mm) der Probe aus Abb.5.30 sind kein Bead-
Multilayer zu entdecken (Die triben ,Flecken® sind Beschadigungen in der
Klebstoffschicht).
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FUr Untersuchungen der Fluoreszenz wurde eine Mischung aus Beads mit 98%
LIPODOT-Ankerverbindung, 1% LIPODOT-Rhodamin und 1% LIPODOT-
Fluorescein hergestellt. Die Mischung wurde zu einer Bead-Monolayer (Abb.5.32)

mit geringer Dichte ausgebracht und auf Fluoreszenz untersucht.
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Abb. 5.32: Bead-Monolayer mit geringer Dichte und fluoreszenten Beads

Anregung mit WeiBlicht (obere Reihe) und der Fluoreszenzwellenlange (untere Reihe).
Durchlicht (linke Spalte), Fluoresceinkanal (mittlere Spalte) und Rhodaminkanal (rechte
Spalte). Man sieht 3 ,rote“ Rhodaminbeads (ein Paar auf 10 Uhr, Einzelbead bei 2 Uhr),
die im Rhodaminkanal extreme Fluoreszenz zeigen und im Fluoresceinkanal noch
deutlich heller strahlen als die umgebenden Beads. Weiterhin ist ein Fluoresceinbead
(5 Uhr) sichtbar, welches im Fluoresezinkanal die starkste Fluoreszenz zeigt und im
Rhodaminkanal ebenfalls ein starkes Signal (wahrscheinlich Streulicht) produziert.
Unter Verwendung von zusétzlichem Weillicht (obere Reihe) kénnen die fluoreszenten
Beads den einzelnen Kanélen besser zugeordnet werden. Interessanterweise zeigen
die Beads mit der Ankerverbindung im Fluoresceinkanal (mitte unten) ein Verhalten wie
streuende Kugeln, im Rhodaminkanal (rechts unten) wie transparente Kugeln.

Somit konnte die erforderliche Bead-Monolayer mit Pulverbeschichtung und
anschlieRendem Kammen hergestellt werden.

Durch entsprechende Einstellung des Mikroskops und der Bildaufnahme war es
moglich, zwischen den einzelnen fluoreszenten Beads zu unterscheiden und

diese, je nach Fluorophor, einzeln anzuregen.

5.1.4.4 Zentrifugal-Pulverbeschichtung

Bei der bisherigen Pulverbeschichtung wurde stets die komplette Tragerflache
beschichtet. Fiir die Ubertragung mehrerer Kollektionen ist ein Verfahren zur

ortsaufgeldsten Erzeugung einer Bead-Monolayer notwendig. Eine solche
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Kompartimentierung kann entweder vor oder wahrend der Beschichtung
stattfinden, indem die Bereiche, die nicht beschichtet werden sollen, abgedeckt
werden. Dabei darf die Klebstoffschicht jedoch nicht beschadigt werden, damit
spatere Beschichtungen in diesen Bereichen noch mdglich sind.

Am einfachsten lie sich dabei die Kompartimentierung mit einer Mikrotiterplatte
erzeugen. In die einzelnen Wells wird eine kleine Menge der Synthesebeads
gegeben und der Tesafilm Uber die Platte geklebt (Abb.5.33a). Danach wird die
Mikrotiterplatte zentrifugiert, wodurch die Beads mit hoher Kraft in die
Klebstoffschicht des Tesafilms gedriickt werden (Abb.5.33b). Die Mikrotiterplatte
wird dann gewendet und nochmals zentrifugiert. Durch dieses ,Zurlck-
Zentrifugieren® l0sen sich Multilayerbeads, Beadkluster und Beads, die nur
schwach in der Klebstoffschicht verankert sind (Abb.5.33c). Man erhalt so eine
Beadschicht, die stark im Klebstoff verankert ist. Nach dem Abheben der Carrier
Plate (Abb.5.33d) sollte durch den Kammprozess eine kompartimentierte

Monolayer entstehen
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Abb. 5.33: Schematische Darstellung der Zentrifugal-Pulverbeschichtung
In verschiedene Wells einer Mikrotiterplatte wird je eine Kollektion aus Synthesebeads
gegeben und der Tesafilm lUber diese geklebt (a). Zunachst wird die Mikrotiterplatte so
zentrifugiert, dass die Beads in den Tesafilm gedrickt werden (b), dann wird die Platte
gewendet und die Beads durch nochmaliges Zentrifugieren bei geringerer Drehzahl
wieder in die Wells zuriickbefoérdert (c). Der so beschichtete Tesafilm (Carrier Plate)
wird abgezogen (d) und gekdmmt, wodurch eine kompartimentierte Monolayer entsteht.

156



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Es zeigte sich, dass die Methode ebenfalls zur Herstellung einer Bead-Monolayer
tauglich war (Abb.5.34), jedoch nicht die extreme Dichte der Pulverbeschichtung

erreichte.

G RO

Abb. 5.34: Mit Zentrifugaltechnik beschichteter Tesafilm nach dem Kammen
Ein Ubersichtsbild (2,6 x 2,0 mm) entsprechend Abb.5.31. Die Bead-Monolayer besitzt
eine etwas geringere Dichte im Vergleich zur Pulverbeschichtung.

5.1.5 Carrier Plate Herstellung

Auf einer Carrier Plate wurden entweder eine oder mehrere Verbindungs-

Kollektionen in Form von Synthesebeads immobilisiert.

5.1.5.1 Carrier Plates der ersten Generation

Es wurden etliche Carrier Plates hergestellt. Die erste Serie von Carrier Plates
wurde mit einer Mischung aus LIPODOT-Rhodamin, LIPODOT-Fluorescein und
unbehandelten Tentagelbeads beschichtet. Sie dienten zur Etablierung des
Pulverbeschichtungsverfahrens, des ersten LIPODOT-Transfers und des
Mikroskopaufbaus. Die GroRe der Carrier Plates betrug dabei Ublicherweise 0,5
bis 4 cm? (Abb.5.35) bis hin zur GréRe einer Mikrotiterplatte (Abb.5.36).
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Abb. 5.35: Beispiele kleiner Carrier Plates
Einzelne Carrier Plates wurden mit verschiedenen Beadmischungen (unbehandelt =
weil}, LIPODOT-Fluorescein = orange, LIPODOT-Rhodamin = pink) beschichtet und ein
LIPODOT-Transfer auf hydrophobe Oberflachen wurde durchgefiihrt. Inhomogenitaten
bei den Bead-Monolayer wurden bewusst erzeugt, um diese Strukturen nach dem
Transfer schneller wiederfinden zu kénnen.

Abb. 5.36: Carrier Plate in der GroRe einer Mikrotiterplatte
Um die GroRenunabhangigkeit der Beschichtungstechnik zu zeigen, wurden zwei
Carrier Plates in der GréRRe von Mikrotiterplatten hergestellt. Prinzipiell ist die GroRRe der
Carrier Plate nur durch die GroRe der Beschichtungskammer und des erhaltlichen
Tragers limitiert.
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Die Carrier Plates wurden auf Verunreinigungen uberprift (Abb.5.37). Das
Kammen selbst entfernte die meisten Kontaminationen. Des Weiteren wurde das

Mikroskopsystem auf die Aufnahme von Carrier Plates optimiert (Abb.5.38).

YES G ' 1535
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Abb. 5.37: Carrier Plate mit einer Haarkontamination
Trotz der Kontamination durch ein Haar erzeugte der Kdmmprozess auch im direkten
Umfeld um das Haar einen Monolayer. LIPODOT-Rhodamin Beads erscheinen in dieser
Aufnahme als weif3e Kreisflachen.

-1-"‘ L3

.. ‘O.. -

Abb. 5.38: 3-Kanal-Aufnahme einer Carrier Plate
Fluorescein (griin) und Rhodamin (rot) liefern ein starkes Signal. Durch Anregung mit
UV-Licht strahlen alle Beads in einem schwachen Blauton.
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Fir 3-Kanal-Aufnahmen wurden zuerst alle Beads mit UV-Licht zu unspezifischer
Fluoreszenz, die durch den Polystyrolkern entsteht, angeregt. Diese erzeugt ein
schwaches Signal (Aufnahmezeit ~200 ms) im Blaukanal. Fluorescein liefert ein
starkes Signal im Grinkanal (Aufnahmezeit ~20 ms) und Rhodamin ein extrem
starkes Signal im Rotkanal (Aufnahmezeit ~4 ms).

Nach der Etablierung des LIPODOT-Transfers wurden diese Carrier Plates fur die
Optimierung des Transfers, der Block-Protokolle, der Bindungsmessungen und fur

die Etablierung der Allokation verwendet.

5.1.5.2 Carrier Plates der zweiten Generation

Diese Carrier Plates wurden mit der Zentrifugal-Pulverbeschichtung
kompartimentiert. Jeweils 4 bis 16 unterschiedliche Beadmischungen wurden in je
ein Well der Mikrotiterplatte (Abb.5.39 bis Abb.5.41) eingeflllt und dann wurde mit
Zentrifugal-Pulverbeschichtung und anschlieRendem Kammen die entsprechende
Carrier Plate hergestellt. Es wurde dabei die Homogenitat der Bead-Monolayer der

einzelnen Kompartimente und die Kompartimentgrenzen untersucht, und der

Abb. 5.39: Kompartimentierte Carrier Plate
Durch Zentrifugal-Pulverbeschichtung wurden 4 Kompartimente beschichtet. 100%
LIPODOT-Rhodamin (C1), LIPODOT-Ankerverbindung 100% (B1), 30% Rhodamin und
70% Ankerverbindung (A1) sowie 10% Fluorescein und 90% Ankerverbindung (C2).
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Abb.5.40: Kompartimentierte Carrier Plates mit identischen Verdiinnungsreihen

Rhodaminbeads wurden mit nativen Syntheseharzbeads ,verdiunnt®. 100% (A1), 50%
(B1), 20% (C1), 10% (A2), 8% (B2), 5% (C2), 2% (A3), 1% (B3), 0,5% (C3), 0% (D3).
Des Weiteren wurden 100% Fluorescein (D2) und 10% (D1) aufgetragen.

Die rechte Carrier Plate wurde schon dem kompletten Zentrifugal-Pulver-
beschichtungsverfahren unterzogen und besitzt eine geringere ,Farbstarke” als die linke
Platte, die nur ein Mal zentrifugiert wurde.

Abb. 5.41: Mikroskopaufnahmen der rechten Carrier Plate aus Abb.5.40

Im Bereichs A1 mit 100% Rhodaminbeads (linke Aufnahme) sind keine
Kontaminationen durch andere Beads zu sehen. Jedoch konnten im Bereich D2 mit
100% Fluorescein (rechte Aufnahme) einige Rhodaminkontaminationen nachgewiesen
werden.
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Um Kreuzkontaminationen wahrend des Kammschritts zu vermeiden, wurde stets
nur eine Reihe von Kompartimenten gekammt und danach der Metallgrat mit
Druckluft gereinigt. Ebenso wurde nach der Beschichtung ein Reinigungsschritt
mittels Druckluft eingefluihrt, der die Beaddichte zwar erniedrigt, jedoch auch
Kreuzkontaminationen nahezu unterbindet.

Mikroskopische  Auszahlungen einzelner Bilder und Vermessung der
Kompartimente ergaben, dass zwischen 18.000 bis 22.000 Beads pro

Kompartiment auf der Carrier Plate immobilisiert wurden.

5.1.5.3 Carrier Plates der dritten Generation

Die Carrier Plates der dritten Generation wurden fir die hochparallele
Vermessung molekularer Interaktionen von uber 50 Teilkollektionen (nach 4.3.2.3)
eingesetzt. Ublicherweise umfassten sie 60 bis 65 Kompartimente (Abb.5.42) und
bedeckten somit nahezu ein komplettes Mikroskopslide (25 x 75 mm). Bei 20.000
immobilisierten Beads pro Kompartiment ergeben sich so 1,3 Millionen Beads pro
Carrier Plate und damit spater entsprechend viele LIPODOTSs pro Assay Plate.

Fur die ersten Carrier Plates dieser Generation wurden Rhodamin- und
Fluoresceinbeads in Mikrotiterplatten gefullt (Abb.5.42). Die erzeugten Carrier

Plates (Abb.5.43) wurden zur Entwicklung der Transferapparaturen verwendet.
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Abb. 5.42: Mit Fluorescein- und Rhodaminbeads befiillte Mikrotiterplatte
Der SMA-Schriftzug aus 5 x 13 Kompartimenten diente zur Etablierung eines LIPODOT-
Transfers im Format der Carrier Plates der 3. Generation und zur Entwicklung der
Transferapparaturen.
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Abb 5 43 Carrler PIate m|t 5 X 13 Kompartlmenten
Aufnahme der Carrier Plate direkt nach einem Transfer
Der einsetzende Trocknungsprozess ist an den helleren Kanten der orangenen
Quadrate zu erkennen. Die Carrier Plate enthalt 25 Rhodamin- und 40 Fluorescein-
Kompartimente und damit ca. 0,5 Millionen Rhodamin- und 0,8 Millionen
Fluoresceinbeads.

Eine weitere Carrier Plate (Abb.5.44) mit 5 x 13 Kompartimenten wurde aus 10
verschiedenen Beadmischungen erzeugt. Sie diente zur genauen Einstellung des
Transferapparates fur den LIPODOT-Transfer in Bezug auf Belichtungszeit,
Befeuchtungszeiten, Trocknungszeit, Transferdruck und Transferdruckdauer.
Diese Carrier Plate zeigte eine Bead-Monolayer mit einer Beaddichte von ca.
180.000 pro cm? und wurde analog zu den Carrier Plates der B-Tetrapeptid-
Kollektion hergestellt. Diese Carrier Plate (Abb.5.45 und Abb.5.46)) wird im
Folgenden als Grundeinstellungs-Carrier Plate bezeichnet. Sie wurde direkt vor
dem LIPODOT-Transfer der [-Tetrapeptid-Kollektion zur Ermittlung der

Prozessparameter verwendet.

Abb. 5.44: Mikrotiterplatte zur Herstellung der Grundeinstellungs-Carrier Plate
Der Tesafilmtrager ist bereits aufgeklebt und die Beschichtungszentrifugation wurde
bereits durchgefiihrt.
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Abb. 5.45: Grundeinstellungs-Carrier Plate mit 65 Kompartimenten

Diese Carrier Plate wurde zur Festlegung der LIPODOT-Transfer-Parameter verwendet
und enthalt 10 unterschiedliche Beadmischungen. Nach dem Kammen ist die Farbung
der Carrier Plate deutlich schwacher (im Vergleich zu Abb.5.44) da nur noch Bead-
Monolayer vorhanden waren, die das Licht deutlich schwacher streuten.

Abb. 5.46: Fluoreszenz verschiedener Kompartimente der Grundeinstellungs-Carrier
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Plate

Einzelne Kompartimente der Grundeinstellungs-Carrier Plate enthalten unter anderem
Kompartimente mit Mischungen aus LIPODOT-Rhodamin- und leeren Beads (oben
links), LIPODOT-Rhodamin- und LIPODOT-Fluorescein (oben rechts) sowie LIPODOT-
Fluorescein mit ~2% LIPODOT-Rhodamin (unten links). Zudem wurde auf die Dipeptid-
Kollektion Fluorescein gekuppelt und mit ~2% LIPODOT-Rhodamin versetzt (unten
rechts), was unter anderem den etwas ungleichmaRigeren Farbton der griinen Beads
im Vergleich zu dem deutlich homogeneren LIPODOT-Fluorescein (unten rechts). Es
war Uberall eine Bead-Monolayer vorhanden, die Uber eine ahnliche mittlere Dichte
verflgte.
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5.1.5.4 Carrier Plates zur Vermessung der B-Tetrapeptid-Kollektionen

Nach Entwicklung der Transferapparaturen wurde die B-Tetrapeptid-Kollektion
(5.1.2.4) mit ihren 289 Teilkollektionen, unter Rucksprache mit dem Kooperations-

partner Novartis IST (Wien) in das Format von 5 Carrier Plates mit je 5 x 13

Feldern aufgeteilt. Es wurde darauf geachtet, dass jede dieser ,Tetrapeptid”
Carrier Plate einen identischen Aufbau besitzt (Abb.5.47).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

A
B
C
D
E

o LIPODOT-Rhodamin e LIPODOT-Dekapeptid

o LTPODOT-Biotin o LIPODOT-EE

o Bead der Sub-Kollektion o LTPODOT-RR

Abb. 5.47: Aufbau der Tetrapeptid Carrier Plates
Jede dieser Carrier Plates enthalt jeweils 58 Bead-Teilkollektionen der B-Tetrapeptid-
Kollektion (5.1.2.4). Identisch sind 7 Kontrollfelder. Zwei LIPODOT-Rhodamin (A1 und
A5), zwei LIPODOT-Biotin (M1 und M5), zwei LIPODOT-Dekapeptid (N3 und E5) und
ein Mix aus LIPODOT-RR und LIPODOT-EE (G2).
Pro Carrier Plate konnten aufgrund der Wahl der Mikrotiterplatten und des manuell
durchgefuihrten Kdmmens maximal 65 Kompartimente erzeugt werden. Den 289
Teilkollektionen der B-Tetrapeptid-Kollektion wurden jeweils ~3% Beads mit
LIPODOT-Rhodamin zugesetzt. Jede einzelne Teilkollektion wurde danach 5 mal
mit 65°C warmem tBu-OH gewaschen, mit Ultraschall behandelt, schockgefroren
und flir 2 Tage lyophilisiert. Jeweils 8 bis 10 mg Beads wurden dann auf 5
Mikrotiterplatten aufgeteilt (Tab.5.2 bis Tab.5.6). Pro Carrier Plate wurden so 58
Teilkollektionen Ubertragen (Abb.5.48). Um die maximale Menge an
Kompartimenten zu Ubertragen, wurden die restlichen 7 Kompartimente fur
zuzsatzliche Kontrollen verwendet. Daher enthalt jede der 5 Tetrapeptid Carrier
Plates
e 58 Kompartimente mit Teilkollektionen der B-Tetrapeptid-Kollektion zur
Messung molekularer Interaktionen mit verschiedenen Bindungspartnern
o 2 Kompartimente mit LIPODOT-Rhodamin-Beads als Transfer-Kontrolle
e 2 Kompartimente mit LIPODOT-Biotin als Kontrolle der Bindung mit
Streptavidin
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
AA | AD AE AF AG AK AL AM | AN AP AQ | Biotin

2 Kompartimente mit PamsCys-SKsK(BAla-BAla-BhE-B*hF-B°hV-B3hK-
B*hW-B3hV-B*hE-B>hL-B>hV-B°hK)-NHMe (nach Angaben des
Kooperationspartners Novartis IST, Wien) als Kontrolle der Bindung mit
einem Rezeptor

1 Kompartiment mit 25% Pam3;Cys-SK;K(BAla-pAla-E-E)-NHMe und 75%
25% Pam3Cys-SK3K(BAla-BAla-R-R)-NHMe, als Kontrolle fur unspezifische
Bindungen durch elektrostatische Wechselwirkungen

Weiterhin wurden jeweils 4 Teilkollektionen mit unterschiedlichen Mengen
an LIPODOT-Dekapeptid versetzt, um dort ebenfalls die Rezeptor-Bindung
nachzuweisen

Jedes Kompartiment enthalt ~3% LIPODOT-Rhodamin Beads, welche
fluoreszenten LIPODOTs erzeugen, die als Transferkontrolle und internes

Koordinatensystem dienen.

- EV | EW | EY |Deka| WA | WD | WE | WF | WG | WK | WL |Biotin

12 | 13 ] 14 ] 15 | 16 | 17 . 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23
AR | As | AT | AV | AW | AY DA | DD | DE | DF | DG | DK
24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 35
DL | bM | DN | oP | pQ | DR | DS | DT | bv | bpw | DY |Deka| EA
36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48
ED | EE | EF | EG | EK | EL | EM | EN | EP | EQ | ER | ES | ET

49 50 51 256 | 2567 | 258 | 259 | 260 | 261 | 262

Tab.5.2: Verteilungsschema der Mikrotiterplatte 1 fiir Tetrapeptid Carrier Plate 1

Nummerierung entsprechend Tab.5.1

= 100% LIPODOT-Rhodamin
=75% LIPODOT-RR und 25% LIPODOT-EE

Biotin

= LIPODOT-Biotin

Deka

= LIPODOT-Dekapeptid

= Zugabe von 1; 2; 3 und 4-fachen Mengen an LIPODOT-Dekapeptid

- 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62

FA | FD | FE | FF | F6 | FK | FL | FM | FN | FP | FQ |Biotin

63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 . 69 | 70 | 71 | 72 | 73 | 74
FR | Fs | FT | BV | FW | FY GA | 6b | GE | 6F | GG | &K
75 | 76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 | 83 | 84 | 85 86
GL | oM | 6N | 6P | ca | GR | 6s | 6T | ov | 6w | GY |Deka| KA
87 | 88 | 89 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99
KD | KE | KF | KG | KK | KL | KM | KN | kP | KQ | KR | ks | KT

I 100 | 101 | 102 263 | 264 | 265 | 266 | 267 | 268 | 269
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. 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 110 111 | 112 | 113
LQ LD LE LF LG LK LL LM LN LP | LQ |Biotin
114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 120 121 122 | 123 | 124 | 125
LR LS LT LV LW LY MA MD Me | MF | MG | MK
126 | 127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 134 135 | 136 137
ML MM | MN | MP | MQ | MR | MS MT MV | MW | MY |Deka| NA
138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 145 146 147 | 148 | 149 | 150
ND NE NF NG NK NL NM | NN NP NQ | NR | NS NT
. 151 | 152 | 153 270 | 271 | 272 - 273 | 274 | 275
NV | NW | NY |Deka| WV | WW | WY YA | YD | YE |Biotin
Tab.5.4: Verteilungsschema der Mikrotiterplatte 3 fiir Tetrapeptid Carrier Plate 3
- 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162 | 163 | 164
PA PD PE PF PG PK PL PM PN PP PQ |Biotin
165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 . 171 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176
PR PS PT PV | PW | PY QA | QD | QE QF | QG | QK
177 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 186 | 187 188
QL QM | QN | QP | QQ | QR | @S QT | QV | QW | QY |Deka| RA
189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200 | 201
RD RE RF RG RK RL RM | RN RP RQ | RR RS RT
. 202 | 203 | 204 276 | 277 | 278 | 279 | 280 | 281 | 282
RV | RW | RY |Deka| YF YG YK YL YM | YN YP | Biotin
Tab.5.5: Verteilungsschema der Mikrotiterplatte 4 fiir Tetrapeptid Carrier Plate 4
. 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215
SA SD SE SF SG SK SL SM SN SP SQ [Biotin
216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 . 222 | 223 | 224 | 225 | 226 | 227
SR SS ST SV | SW | sY TA D TE TF TG TK
228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 239
TL ™ TN TP TQ TR TS 1T TV | TW | TY |[Deka| VA
240 | 241 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 | 250 | 251 | 252
VD VE VF VG VK VL VM | VN VP VQ | VR VS VT
. 253 | 254 | 255 283 | 284 | 285 | 286 | 287 | 288 | 289
VV | VW | VY |Deka| YQ | YR YS YT YV | YW | YY |Biotin

Tab.5.6: Verteilungsschema der Mikrotiterplatte 5 fiir Tetrapeptid Carrier Plate 5
Nummerierung entsprechend Tab.5.1

Biotin
Deka

=100% LIPODOT-Rhodamin

=75% LIPODOT-RR und 25% LIPODOT-EE
= LIPODOT-Biotin
= LIPODOT-Dekapeptid
= Zugabe von 1; 2; 3 und 4-fachen Mengen an LIPODOT-Dekapeptid

167



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Entsprechend des Verteilungsschemas wurden die Carrier Plates (Abb.5.48)

hergestellt.
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Abb. 5.48: Die 5 Tetrapeptid Carrier Plates
Die 5 Carrier Plates wurden entsprechend dem Verteilungsschema (Tab.5.2 bis
Tab.5.6) hergestellt. Die Aufnahmen wurden vor dem Kdmmen gemacht. Es zeigte sich,
dass das LIPODOT-Dekapeptid bei der Zentrifugal-Pulverbeschichtung deutlich
verklumpte. Diese Klumpen konnten aber durch das Kdmmen entfernt werden.

Die Tetrapeptid Carrier Plates wurden gekammt und danach umgehend flr den
LIPODOT-Transfer eingesetzt.
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5.1.6 LIPODOT-Transfer

Beim LIPODOT-Transfer sollen durch einen aufleren Trigger die LIPODOT-
Verbindung von den Synthesebeads auf der Carrier Plate abgespalten und Uber
einen Wasserfilm auf die Assay Plate Ubertragen werden. Diese sollen sich Uber

hydrophobe Wechselwirkungen dort verankern.

5.1.6.1 Erste LIPODOT-Transfers

Die ersten Versuche wurden mit kleinen Carrier Plates der ersten Generation
durchgefuhrt. Die Carrier Plate wurde dazu fir 2 min mit Wasser inkubiert, trocken
geblasen, direkt mit der Assay Plate in Kontakt gebracht und durch diese hindurch
fir 5 min mit insgesamt 1,8 mJ/cm? belichtet. Die erste transferierte Carrier Plate
enthielt Beads mit LIPODOT-Rhodamin, LIPODOT-Fluorescein und LIPODOT-
Ankerverbindung. Dementsprechend wurde fur das erste so erzeugte Statistische
Mikroarray (Abb.5.49) eine zufallige Anordnung von grun-fluoreszenten, rot-
fluoreszenten und nicht-fluoreszenten LIPODOTs auf der hydrophoben Oberflache

erwartet.

Abb. 5.49: Aufnahmen des ersten Statistischen Mikroarrays mit LIPODOT-Transfer-
Technik
Auf den ersten Blick erkennt man die kreisférmigen Strukturen. Jedoch zeigt sowohl der
Fluorescein-Kanal (links) als auch der Rhodamin-Kanal (Mitte) einen extrem starken
Hintergrund. In der Uberlagerung (rechts) sieht man sehr deutlich, dass einzelne
LIPODOTs nur rot oder griin gefarbt sind. Einige LIPODOTSs, die dunkler als der
Hintergrund sind, dirften durch Beads mit LIPODOT-Ankerverbindung entstanden sein.
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Die ersten Ergebnisse zeigten, dass der LIPODOT-Transfer grundsatzlich
funktionierte und dass die Dots mit Wasser nicht entfernbar waren. Dies war durch
die hydrophoben Eigenschaften der Pams;Cys-Gruppe zu erwarten, da sie sich wie
das Braunsche Lipoprotein in eine Lipidschicht integrieren sollte und damit den
LIPODOT fest auf der hydrophoben Oberflache verankert. Weder mit Wasser,
Aceton, Ethanol, Isopropanol, Hexan noch DCM liellen sich die LIPODOTs
vollstandig entfernen. Nur durch mechanische Einwirkungen, wie das Rubbeln mit
einem DCM befeuchteten Tuch, lief3en sich die LIPODOTSs weitgehend entfernen.

Allerdings zeigten diese LIPODOT-Arrays noch einen enorm starken Hintergrund
und Verwaschungen der fluoreszenten Komponenten Uber den Rand der
erzeugenden Carrier Plate hinaus. Weiterhin war noch nicht bestatigt, ob beim
LIPODOT-Transfer eine geordnete molekulare Monolayer aus LIPODOT-

Verbindungen erzeugt wurde.

5.1.6.2 Monolayer durch LIPODOT-Transfer?

Nach der Erzeugung der ersten Statistischen Mikroarrays mit Hilfe eines
LIPODOT-Transfers stellte sich die Frage, ob es sich um eine molekulare
Monolayer aus Pams;Cys-Ankern handelt, die absattigbar ist, oder ob sich
Multilayer #7933 pilden. Ein erster Schritt zur Beantwortung dieser Frage ist die
Verwendung von Softlithographischem Printing (4.2.3), mit dem man direkt
Monolayer hestellen kann. Bei diesem einfachen Stempelprozess P*% lagern sich
aus der Losung Molekule aufgrund hydrophober Wechselwirkungen auf dem
Stempel an. Nach Entfernen der Losung kann die Molekullage auf eine planare
Oberflache Ubertragen werden. Die bisherigen Experimente weisen auf eine
molekulare Monolayer hin [189:276:345:346]

Eine Ubertragung von LIPODOT-Verbindungen mittels Softlithograpischen
Printings auf eine hydrophile Glasoberflache war nicht mdglich, was in der
Hydrophobizitdt der Pams;Cys-Gruppe begrindet liegt. Daher wurde auf
hydrophobe Oberflachen gestempelt.

Stempel mit Strukturgroen zwischen 2 und 100 pm wurden entweder mit
LIPODOT-Fluorescein oder mit LIPODOT-Rhodamin inkubiert. Danach wurde auf
eine hydrophobe Oberflache gestempelt, damit der LIPODOT-Fluorophor auf

diese Ubertragen wird. Die so bestempelte Oberflache wurde mit dem jeweils
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anderen LIPODOT-Fluorophor Uberschichtet (Abb.5.50) und auf Colokalisation
gepruft.

Abb.5.50: Softlithograpisches Printing von LIPODOT-Verbindungen
Zuerst wurde ein LIPODOT-Fluorophor gestempelt (obere Reihe). LIPODOT-Rhodamin
(links) und LIPODOT-Fluorescein (rechts). Danach wurde die bestempelte Oberflache
mit dem entsprechend anderen Fluorophor Uberschichtet, wodurch sich dieser auf der
noch freien hydrophoben Oberflache anlagert (mittlere Reihe). Eine Farbkombination
beider Bilder zeigte keine Colokalisation der beiden Farbtdne.

Da die Strukturen mittels Softlithographischen Printings auf die Oberflachen
ubertragen wurden, ist davon auszugehen, dass eine Monolayer unabhangig von
der verwendeten LIPODOT-Verbindung erzeugt wurde. Es handelte sich dabei um
eine absattigbare Schicht, in die nahezu keine weiteren LIPODOT-Derivate
insertieren konnen. Abschatzungen der Fluoreszenzintensitaten (Abb.5.51)
zeigten, dass pro 800 LIPODOT-Molekiile, die bereits in einer Monolage vorliegen
ein ,externes* LIPODOT-Molekdl insertiert wird.

171



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abb. 5.51: Softlithograpisches Printing von LIPODOT-Verbindungen
Zuerst wurde die LIPODOT-Ankerverbindung gestempelt. Danach wurde die Lésung mit
dem entsprechend LIPODOT-Fluorescein Uberschichtet, wodurch sich dieser auf der
noch freien hydrophoben Oberflache anlagert. Man sieht sehr deutlich den Rand des
Tropfens. Ein Vergleich zwischen Hintergrund, gestempelten Strukturen und
maximalem Fluoreszenzsignal ergab, dass in gestempelten Strukturen eines von 800
LIPODOT-Verbindungen ein LIPODOT-Fluorescein war.

Abb. 5.52: Bildgebende Ellipsometrie einer gestempelten LIPODOT-Probe (Nanofilm)
Das Bild wurde aus dem Messprotokoll vom 27.01.2004 der Firma Nanofilm
entnommen und zeigt verschiedene Aufnahmen einer zu Abb.5.51 identischen Probe.
Die dargestellte Helligkeit ist ein Maf fir die Drehung des Phasenwinkels.
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Eine mittels Softlithographischen Printings hergestellte Proben wurde mit
bildgebender Ellipsometrie (Abb.5.52) vermessen !\, Die Proben enthielten eine
Beschichtung aus reinem Silan, Silan mit LIPODOT-Ankerverbindung, sowie
einzelne Stufen eines Bindungsassays zwischen LIPODOT-Biotin und
Streptavidin. Zudem wurden eigene Ellipsometrie-Messungen zur
Schichtdickenbestimmung (Tab.5.7) durchgefuhrt.

Tab.5.7: Vermessung mittlerer Schichtdicken mittels Ellipsometrie [

Schichtfolge Schichtdicke Schichtdicke
(eigene Messungen) (Nanofilm)
Silan 13,2 nm 13,4 nm
LIPODOT-Ankerverbindung 3,8 nm 3,6 nm
LIPODOT-Ahx-Ahx-Biotin 4,1 nm 3,9 nm
LIPODOT-Rhodamin 4,0 nm 4,0 nm
LIPODOT-Ahx-Ahx-Biotin-Streptavidin 9,2 nm 9,9 nm

Die Daten fur die Schichtdicke der LIPODOTs lagen stets im Bereich zwischen 3,5
und 4,5 nm. Dies entspricht einer halben Lipidbilayer-Membran [347-3831 yon 4,2 nm.
Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich beim LIPODOT-Transfer
stets um eine Monolayer handelt, die zusammen mit der Silanschicht einer

Lipidbilayer-Membran entspricht.

5.1.6.3 Molekuldichte der LIPODOT-Monolayer

Far Funktionalitatstests wurde ein Tropfen einer wassrigen LIPODOT-Rhodamin-
Ldsung auf einer hydrophoben Oberflache abgesetzt und eingetrocknet. Danach

wurde die Oberflache gewaschen und untersucht (Abb.5.53).

Abb. 5.53: LIPODOT-Transfer durch Aufsetzen eines Tropfens

Verschieden groRe Tropfen einer LIPODOT-Rhodamin-Lésung wurden auf einer
hydrophoben Oberflache abgesetzt und eingetrocknet. Nach dem Waschen zeigte sich
ein deutliches ,Ausbluten® bei grofteren Tropfen. Ein weiteres Waschen veranderte
jedoch nicht diese beim ersten Waschen erzeugten Auswaschungen.
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Es zeigte sich, dass kleinere Tropfen eine zumeist sehr homogene Beschichtung
nach dem Eintrocknen erzeugten. Grollere Tropfen erzeugten hingegen
kristallahnliche Trocknungsringe und bluteten stets bei Kontakt mit Wasser aus.
Die Ausblutungen bildeten Schlieren, die wie Rauchschleier aussahen und sich
durch einen weiteren Waschprozess nicht mehr veranderten.

Wie schon zuvor beobachtet, andert sich eine etablierte LIPODOT-Monolayer
nicht im Kontakt mit Wasser. Es kann davon ausgegangen werden, dass ein
groRer Tropfen beim Eintrocknen einen Multilayer oder Kristallite bildet, die sich
bei erneutem Kontakt mit Wasser wieder 16sen. Beim Kontakt mit der noch nicht
belegten hydrophoben Oberflache (aulerhalb des Eintrocknungsgebietes des
ursprunglichen Tropfens) bindet das LIPODOT-Rhodamin sofort an diese und
lasst sich danach nicht wieder mit Wasser entfernen.

Wird ein Tropfen auf einer hydrophoben Oberflache abgesetzt, so bildet sich ein
kugelformiges Volumen V' (Abb.5.54) mit einer LIPODOT-Rhodamin

Konzentration ¢, und einer Kontaktflache 4. Diese Kontaktflache 4 wird durch
den Kontaktwinkel « und das Volumen V festgelegt. Geht man von einer
molekularen Monolayer aus, so wird diese eine maximale Dichte o, an

Molekulen aufnehmen kdnnen. Ausbluten kann nur stattfinden, wenn das Volumen

mehr Molekule enthalt, als auf der Flache anbinden konnen.

Volumen

| Kontaktwinkel

Kontaktflache Radius

Abb. 5.54: Schema des Tropfenvolumens

Ein auf einer Oberflache aufgesetzter Tropfen wird durch sein Volumen, den Radius,
den Kontaktwinkel und die Beriihrflache definiert.
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Fir die maximal absorbierbare Konzentration ¢, ergibt sich dann:

2
Or sin’ o 3
c]TlaX = O-max | - 2
Vo \(I-cos a)-(sin"a—cos a+1)

Daher wurden Tropfen mit unterschiedlichem Volumina und unterschiedlichem
Konzentrationen an LIPODOT-Rhodamin auf hydrophobe Oberflachen mit 110°
Kontaktwinkel aufgesetzt, eingetrocknet, mehrfach gewaschen und auf
L#Ausblutung“ Uberprift (Abb.5.55).
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Abb. 5.55: Ausbluten in Abhéngigkeit von Konzentration und Tropfenvolumen

Mit zunehmender TropfengréRe bluten auch Tropfen mit kleineren Konzentrationen aus.
Anhand des Quotienten aus Volumen des Tropfens zur Kontaktflache liel3 sich eine
volumenabhangige Grenzkonzentration (schwarze Linie) berechnen. Bei einer
Grenzkonzentration von 1,96 umol/l und 110° Kontaktwinkel findet daher kein Ausbluten
bei Volumina unter 1 pl statt.

Durch  das  ,Ausblutungsexperiment® (Abb.5.55) konnte aus der
Grenzkonzentration von 1,96 umol/l, einem Volumen von 1 pl und einem
Kontaktwinkel von 110° eine Oberflaichendichte von 1,51 Molekiilen pro nm?
bestimmt werden. Dies ist in Ubereinstimmung zu Literaturwerten von 1,58-1,76

Molekiilen pro nm? auf fliissigen Oberflachen 12763%4,
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Aus den erhaltenen Werten wurde ein Sattigungsdiagramm (Abb.5.56) flr
Tropfenvolumina und Grenzkonzentration fur verschiedene Kontaktwinkel
berechnet. Anhand dieses Diagramms wurden spatere LIPDOT-Transfers so

durchgefuhrt, dass keine Ausblutungskonzentrationen erreicht wurden.

Konzentration in ymol/|

Tropfenvolumen in i

Abb. 5.56: Sittigungsdiagramm in Abhdngigkeit von Konzentration und Volumen
In Abhangigkeit verschiedener Kontaktwinkel, Volumina und Konzentrationen ist die

jeweilige Grenzkonzentration gegeben. Fir kleinere Konzentrationen findet kein

Ausbluten der erzeugten LIPODOTs statt.
Bisherige Experimente ergaben, dass jede LIPODOT-Verbindung auf einer
hydrophoben Oberflache verankert wurde, was stets durch Negativfarbungen
(entsprechend Abb.5.64) gezeigt werden konnte. Man kann also davon ausgehen,
dass die PamsCys-Gruppe ausschlaggebend fur die Verankerung und die
hydrophobe Wechselwirkung ist. Jedoch wird auch die Ks-Gruppe als
Laslichkeitsvermittler benétigt, da eine Pam3zCys-Gruppe nahezu wasserunldslich
ist. Daher sind diese beiden chemischen Gruppen als Gegenspieler fur die
Phasen-Loslichkeit zu sehen. Uberwiegen die Eigenschaften der PamsCys-
Gruppe bleibt die Verbindung vorwiegend in oder auf einem hydrophoben
Medium. Uberwiegt die K4-Gruppe wird sich die Verbindung in oder auf dem
hydrophileren Medium befinden.
Daher ist die Hydrophobizitdt des Tragers ein aullerst kritischer Punkt der
LIPODOT-Technik. Sinkt die Hydrophobizitat unter einen kritischen Wert, wird sie

zu hydrophil fir eine Verankerung der Pam3;Cys-Gruppen und die Verbindungen
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beginnen sich im wassrigen Medium zu l|osen. Daher wurden Trager mit
unterschiedlichen Kontaktwinkeln (Abb.5.57) ausgewahlt, mit einer 50%igen
LIPODOT-Rhodamin / LIPODOT-Ankerverbindung Ldsung Uberschichtet, intensiv

mit Wasser gewaschen und die Fluoreszenz vermessen.
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Abb. 5.57: Abhédngigkeit der Fluoreszenz vom Kontaktwinkel der Assay Plate

1 ul Tropfen einer Losung mit einer 50% LIPODOT-Rhodamin und 50% LIPODOT-
Ankerverbindung und einer Gesamtkonzentration 1,5 pmol/l wurden auf unterschiedlich
hydrophobe Oberflachen pipettiert, die Oberflaiche mehrfach gewaschen und
vermessen.

Bei Kontaktwinkeln wie sie luftkontaminiertem Glas entsprechen (60° - 70°) wurde
nur 20% der Fluoreszenz gemessen, die sich zudem in keinster Weise als
kreisformige Struktur darstellte. Vielmehr sahen diese Oberflachen nach einem
Trocknungsring aus, der sich selbst durch das ausgiebige Waschen nicht mehr
entfernen lieR. Nach 24 h Lagerung in flieRendem Wasser war die Fluoreszenz
von diesen Glasern nahezu entfernt.

Mit zunehmendem Kontaktwinkel wurde die Fluoreszenzintensitat hoher und
naherte sich einem Grenzwert. Dieser konnte noch nachtraglich durch den Erwerb
der Implen-Slides (Abb.5.57 rot) bestatigt werden. Man kann davon ausgehen,

dass bei Kontaktwinkeln oberhalb von 110° der Grenzwert erreicht ist und sich die
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molekulare Monolayer durch die Hydrophobizitat der Oberflache optimal etablieren
kann. Selbst nach einigen Monaten Lagerung in Wasser blieb die Fluoreszenz von
LIPODOTs auf Tragern mit Kontaktwinkel >110° unverandert.

Um sowohl eine maximale Fluoreszenz als auch ein fluoreszente
Verdinnungsreihe zu erhalten, wurde LIPODOT-Rhodamin mit unterschiedlichen
Mengen LIPODOT-Ankerverbindung gemischt. So sollten beim Kontakt mit
hydrophoben Oberflachen die Pam3sCys-Gruppen miteinander konkurrieren und
entsprechend der Mischverhaltnisse in Losung unterschiedliche Mengen an
Fluorophor auf der Oberflache verankert werden. Die Mischungen wurden auf
hydrophobe Flachen aufgetropft und die Fluoreszenz der Oberflache danach
vermessen (Abb.5.58).
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Abb. 5.58: Abhéangigkeit der Fluoreszenz von der LIPODOT-Rhodamin-Konzentration

1 pl Tropfen mit unterschiedlichen Anteilen an LIPODOT-Rhodamin zu LIPODOT-
Ankerverbindung aber einer Gesamtkonzentration von 1,5 pmol/l wurden auf eine
hydrophobe Oberflache (Kontaktwinkel >110°) pipettiert und noch vor dem Eintrocknen
der Tropfen mit Wasser gewaschen.

Es zeigte sich, dass bei einem Anteil von 75% LIPODOT-Rhodamin, unabhangig
von der Gesamtkonzentration aller LIPODOT-Verbindungen, die Fluoreszenz des

Rhodamins stets am starksten war. Bei hoheren Konzentrationen scheint ein
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Quenching aufzutreten, welches fur Fluorophore jedoch nicht ungewdhnlich ist
191211991 Dieses Quenching lieR sich schon in dlteren Aufnahmen wie Abb.5.49
nachweisen. Blutet ein LIPODOT aus, entsteht in seiner Umgebung eine
Luntersattigte® Monolayer, also ein groRerer mittlerer Abstand zwischen den
Fluorophoren, die dann ein hoheres Fluoreszenzsignal erzeugten, als die
gesattigte und damit ,gequenchte® Monolayer des LIPODOTs. Dieses
,Fluoreszenz-intensivere” Ausbluten war bei nahezu allen LIPODOTs zu
beobachten.

Flr starkere Verdunnungen bis unterhalb von 1%. war ein linearer Abfall der
Fluoreszenzintensitat zu messen (Abb.5.58). Damit kann ein fluoreszentes
LIPODOT-Rhodamin unter 1000 nicht-fluoreszenten LIPODOT-Verbindungen
detektiert werden und man kann durch Intensitatsintegration uber einen LIPODOT
auf die Gesamtmenge an Fluorophoren zurlckrechnen. Somit weist die LIPODOT-
Technik alle notwendigen Eigenschaften auf, um eine quantitative

Bindungsmessung durchzuflhren.

5.1.6.4 Optimierung des LIPODOT-Transfers

Aufgrund der Untersuchung der Eigenschaften der Monolayer wurde ein etwas
anderes Vorgehen zur Ubertragung der LIPODOT-Verbindungen gewahlt. Die
Carrier Plates wurden weiterhin mit Wasser Uberschichtet und trockengeblasen.
Dann wurden die Carrier Plates mit dem Tesafilm nach unten weisend in den
Stratalinker gelegt und belichtet. So werden hauptsachlich auf der Transferseite
die LIPODOT-Verbindungen abgespalten. Danach wird die Carrier Plate
gewendet, auf die Assay Plate gelegt und mit einem Gewicht und somit definierten
Druck aufgepresst. Durch Variation des Drucks kann bei gegebenem
Kontaktwinkel die Kontaktflache verandert werden, so dass eine optimale
Absattigung und Ubertragung mdglich wird. Nach Abheben der Carrier Plate
wurde die Assay Plate mit Wasser gewaschen und vermessen. Zur Optimierung
des LIPODOT-Transfers wurden Belichtungszeit (Abb.5.59), Benetzungszeit
(Abb.5.60) und Anpressdruck (Abb.5.61) vermessen.

Die Optimierung wurde in Bezug auf maximalen Kontrast (Definition entsprechend

4.2.2.5) vorgenommen.

179



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

E-:I-;E 3

A
R

0,6 -

Kontrast

I
I

T T T T
200 400 600 800 1000

Belichtungsdosis in puJ/cm?

Abb.5.59: Abhdngigkeit des Kontrasts von der Belichtungsdosis

Der LIPODOT-Transfer wurde mit 10 min Befeuchtungszeit, und einem Transferdruck
von 20 N/cm? durchgefiihrt. Optimaler Kontrast wurde bei 100 bis 120 pJ/cm2 erreicht.
Mit zunehmender Belichtungszeit wurde der Hintergrund deutlich starker und damit der
Kontrast schwacher.
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Abb.5.60: Abhangigkeit des Kontrasts von der Befeuchtungszeit
Der LIPODOT-Transfer wurde mit 120 pJ/cm2 Belichtungsdosis und einem
Transferdruck von 10 N/cm? durchgefiihrt. Optimaler Kontrast wurde schon nach 1 bis
2 min erreicht. Langere Befeuchtungszeit verbesserte den Kontrast nicht, aber
veraroRerte die Varianz.
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Abb. 5.61:Abhédngigkeit des Kontrasts vom Kontaktdruck

Der LIPODOT-Transfer wurde mit 10 min Befeuchtungszeit und 120 pJ/cm?
Belichtungsdosis durchgefiihrt. Optimaler Kontrast wurde bei 8 bis 10 N/cm® Druck
erreicht. Zunehmender Druck sorgte teilweise fir Flussigkeitsaustritt in den Beads und
erzeugte so ein hohes Hintergrundsignal.
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Wahrend verschiedener mikroskopischer Kontrollen (Abb.5.62) zeigte sich, dass

bei befeuchteten Carrier Plates die hexagonale Anordnung der Beads deutlich

Schon bei einer unbefeuchteten Carrier Plate (links) war oft eine hexagonal dichteste
Packung zu sehen. Jedoch zeigte sich diese Struktur bei den befeuchteten Beads
erheblich (rechts) deutlicher, da keine Substrukturierung der Beads mehr sichtbar war
und das Quellen durch die Flissigkeit Zwischenrdume zwischen den Beads schlief3t.

Aufgrund der einzelnen Ergebnisse wurde die Befeuchtungszeit auf 2 bis 5 min
begrenzt, die Belichtungsdosis auf 120 pJ/cm? festgesetzt und der Kontaktdruck
auf 10 N/cm? verringert. So konnten deutlich bessere LIPODOT-Transfers
durchgefuhrt werden (Abb.5.63) und der Kontrast bis auf 0,9 erhéht werden.
Hierbei ist hervorzuheben, dass samtliche Schritte manuell durchgefuhrt wurden

und damit Strukturen von 10 bis 12 ym Durchmesser erzeugt werden konnten.

> P .
Abb.5.63: Optimierter LIPODOT-Transfer einer Carrier Plate der ersten Generation
Die Carrier Plate enthielt LIPODOT-Rhodamin, LIPODOT-Fluorescein und LIPODOT-
Ankerverbindung Beads. Unter Verwendung der neuen Transferparameter (5 min
Befeuchtungszeit, 120 upJ/cm® Belichtungsdosis, 10 N/cm® Transferdruck) konnten
deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden als bei den anfanglichen Ubertragungen
(Abb.5.49).
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Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse des LIPODOT-Transfers fallt auf, dass
die erzeugten LIPODOTs teilweise unterschiedlich hell ausfielen, und die
schwacher gefarbten LIPODOTs zeigten zudem eine Helligkeitsverteilung auf. Am
Rand war die Fluoreszenz stets etwas heller als im Inneren. Diese Beobachtung
bestatigte sich bei LIPODOT-Fluorescein, im Vergleich zu LIPODOT-Rhodamin.
Zudem zeigte sich stellenweise neben fluoreszenten LIPODOTs stets geringe
Fluoreszenz als Kreuzkontamination in den direkt benachbarten LIPODOTs.

Die unterschiedlich starke Fluoreszenz der LIPODOTs lasst sich, insbesondere
bei den LIPODOT-Fluorescein Beads, durch unterschiedlich gute Abspalteffizienz
und Belegung erklaren. Der Batch der LIPODOT-Rhodamin Beads wies eine
hohere Homogenitat und hohere Belegung als der Batch der LIPODOT-
Fluorescein Beads auf. Die Helligkeitsverteilung innerhalb der LIPODOTSs entsteht
ebenso durch Diffusion wie die fluoreszente Kreuzkontamination der benachbarten
LIPODOTs (Abb.5.64).
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Abb.5.64: Helligkeitsinhomogenitdten und Kreuzkontamination durch Diffusion

Vor dem Kontakt sind die Verbindungen homogen im Wasserfilm verteilt (a). Durch den
Kontakt mit der hydrophoben Oberflache verankern sich die LIPODOT-Verbindungen
auf dieser (b). Ist die Oberfliche noch nicht abgesattigt, so diffundieren weitere
LIPODOT-Verbindungen nach. Dabei erfahrt der Rand eines LIPODOTs einen
besonders starken Diffusionsstrom (im Vergleich zur Mitte eines LIPODOTs). Ebenso
diffundieren die LIPODOT-Verbindungen Uber Wasserfilm-Kontakte zu Nachbarbeads
und in deren LIPODOTSs, wodurch eine Kreuzkonatmination entsteht.
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5.1.6.5 Ubertragung aller LIPODOT-Verbindungen?

Eine wichtige Anforderung an den LIPODOT-Transfer ist, dass alle LIPODOT-
Verbindungen Ubertragen werden. Da die Ankerverbindung mit einer weiteren
Verbindung modifiziert wird, entstehen unterschiedlich |6sliche, hydrophobe und
geladene Verbindungen. Dies kdnnte die Transfereffizienz eventuell einschranken.
So konnte eine hydrophobe Verbindung die Loslichkeit so weit verringern, dass
die daraus entstehende LIPODOT-Verbindung nicht mehr wasserldslich ist und
sich dann nicht mehr wahrend des LIPODOT-Transfers vom Bead l6sen lasst.
Eine entsprechend hydrophile Sequenz wiederum kdénnte zwar verstarkt
transferiert werden, aber beim nachsten Waschschritt von der hydrophoben
Oberflache gewaschen werden. Daher wurde eine Carrier Plate mit Beads der
Dipeptid-Kollektion und LIPODOT-Rhodamin Beads hergestellt und Ubertragen.
Da nicht jede einzelne Verbindung nachgewiesen werden kann, wurde die Assay
Plate mit LIPODOT-Fluorescein Uberschichtet und detektiert (Abb.5.65).

Abb.5.65: Nachweis des ,,universellen“ LIPODOT-Transfers

Eine Carrier Plate mit LIPODOT-Dipeptid und LIPODOT-Rhodamin Beads wurde
Ubertragen und die Assay Plate mit LIPODOT-Fluorescein Uberschichtet. Die
Rhodaminfluoreszenz (weil3) Uberstrahlt selbst im Fluoresceinkanal das Fluroescein.
Man sieht trotzdem deutlich, dass die LIPODOTs deutlich weniger Fluoreszenz als der
Hintergrund besitzen.

Es zeigte sich, dass das LIPODOT-Fluorescein hauptsachlich den Hintergrund der
Assay Plate anfarbte. Diese Negativfarbung zeigt, dass eine Vielzahl von Beads
einen LIPODOT (dunkler Kreis in Abb.5.65) erzeugen, in dem sich kaum weiteres
LIPODOT-Fluorescein mehr insertieren konnte. Jedoch war diese Farbung recht
schwach, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Assay Plates mit Kontaktwinkeln
>110° zur Verfugung standen.
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5.1.7 Entwicklung der Transferapparaturen

Bei ersten LIPODOT-Transfer-Experimenten wurde der fur den Kontakt zwischen
Carrier Plate und Assay Plate bendtigte Druck durch Auflegen von Gewichten
erzeugt. Dies war technisch einfach durchfihrbar, da die Carrier Plates der ersten
Generation nur ein bis zwei cm? Flache bedeckten. Fiir groRere Carrier Plates und
Carrier Plates ab der zweiten Generation erwies sich die Erzeugung des Drucks
durch Auflegen von Gewichten als stark inhomogen und wurde zudem von
Unebenheiten auf der Carrier Plate stark beeinflusst. Bei einer Carrier Plate mit
2,5 x 7 cm GrofRRe wiurde man knapp 20 kg Gewichte benodtigen. Ohne apparative
Hilfe ist es demnach nicht madglich, dieses Gewicht mit hinreichender Genauigkeit
und ohne Verkantungen auf der Carrier Plate abzusetzen. Daher wurden fur

groliere Carrier Plates unterschiedliche Transferapparaturen entwickelt.

5.1.7.1 Loschwiege

Eine Loschwiege (Abb.5.66) dient zum gleichmaRigen Trocknen von Tinte auf
einem Schriftstiick, ohne diese zu verwischen. Sie uUbt nur an der Berlhrstelle
Druck aus und es wird deutlich weniger Gewicht zur Erzeugung des notwendigen
Drucks bendtigt. Wird nun die Carrier Plate auf eine Loschwiege gespannt und
eine Assay Plate anstelle des Schriftsticks verwendet, so wird durch das

,Wiegen* entlang einer Fuihrungsschiene ein LIPODOT-Transfer durchgefihrt.

"Loschwiege"”

Assay Plate
y Carrier

Plate
| | |

/

Halterung

Abb.5.66: Prinzip der Ubertragung mit einer Léschwiege

Durch das ,Wiegen® wird ein Abdruck der Carrier Plate auf die Assay Plate erzeugt.
Eine seitliche Fuhrung verhindert ein Scheren der Bewegung.
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Um den entsprechenden Druck zu erzeugen, wurde die Innenseite der
Loschwiege mit unterschiedlich groRen Gewichten beschwert. Die Carrier Plate
wurde an ihren Enden mit einem weiteren Tesafilm auf die Loschwiege geklebt
und entsprechend der Ergebnisse von 5.1.6.4 behandelt. Die so durchgeflhrten
LIPODOT-Transfers zeigten einen Kontrast bis zu 0,85. Allerdings zeigten sich
,verschleifungen® und ,Scherschwingungen® durch die Bewegung der
Loschwiege, die insbesondere zum Rand der Loschwiege besonders stark wurden
(Abb.5.67). Durch die Bewegung selbst geht die Loschwiege leicht nach links und
rechts und verformt sich zudem, da sie den Druck ausgleicht. Dies bewirkt ein
,Schlingern® der Carrier Plate im Bezug zur Assay Plate um 30 ym im
Innenbereich (Abb.5.67 links). und um bis zu 100 ym am Rand der Wiege
(Abb.5.67 rechts). Beim Trocknen einer Tintenschrift ist diese Ungenauigkeit
unerheblich. Fir 12 ym groRe LIPODOTs ist diese Ungenauigkeit jedoch zu hoch

und daher nicht zu akzeptieren.
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Abb.5.67: Scherschwingungen beim Transfer mit einer Léschwiege

Im Innenbereich (links) und am Rand (rechts) der Ubertragungen mit der Léschwiege
wurden in vielen Bereichen Streifenmuster detektiert, die auf Grund ihrer
geschwungenen Form (wie bei langeren Streifen, rechts) als Scherschwingung wahrend
der Bewegung identifiziert werden konnten.

5.1.7.2 Rotationsdruckpresse

Die nachste untersuchte Ubertragungsart war die Verwendung einer
Rotationsdruckpresse (Abb.5.68). Dabei wurde die Carrier Plate auf den
Rotationszylinder gespannt und die Assay Plate wie beim Zeitungsdruck unter der
Walze hindurchgefuhrt.
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Carrier
Plate

Rotations
-zylinder

Assay Plate

Halterung

. /;

| | \

Abb.5.68: Prinzip der Ubertragung mit einer Rotationsdruckpresse

Die Assay Plate wird unter dem Rotationszylinder, der mit der Carrier Plate bespannt
ist, hindurchgefihrt.

Durch die Einstellung des Abstandes zwischen Flhrungsebene der Assay Plate
und des Rotationszylinders mit der Carrier Plate wird der entsprechende
Transferdruck erzeugt.

Es war allerdings nicht moglich, eine vollig synchrone Bewegung zwischen der
FUhrungsebene und dem Rotationszylinder zu erzeugen. Zu Beginn und am Ende
der Assay Plate entstanden stets ,Zugstreifen“. Hierbei verrutschte die Assay
Plate im Bezug auf die Carrier Plate um 10 bis 20 ym (Abb.5.69 rechts). Im
Innenbereich der Assay Plate zeigte sich zwar eine homogen Ubertragene
Fluoreszenz, aber die erzeugten LIPODOTs zeigten eine sehr ungewohnliche
GroRenverteilung (Abb.5.69 links). Diese ungleich groRen LIPODOTs liel3en sich
weder mit einer Anderung der Vorschubsgeschwindigkeit noch durch Variation des

Abb.5.69: Transfer durch eine Rotationsdruckpresse

Im Innenbereich (links) der Assay Plate entstanden stets homogen fluoreszente
LIPODOTs, die allerdings eine sehr inhomogene Grolenverteilung aufwiesen. Am
Beginn und Ende der Assay Plate (rechts) entstanden, durch leichte Verschiebung der
Assay Plate zudem streifenférmige LIPODOTs.
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Da sich weder die inhomogene Grofienverteilung noch die Zugstreifen zu Beginn
und Ende der Assay Plate unterbinden lielRen, schied auch diese Transfertechnik

aus.

5.1.7.3 Hydrostatischer und pneumatischer Transfer

Durch die beweglichen Teile der bisher verwendeten Verfahren entstanden stets
Artefakte. Daher wurden im Folgenden nur noch Verfahren verwendet, bei denen
sich die Assay Plate in Bezug auf die Carrier Plate nicht mehr bewegte. Analog
einer Hub-Druckerpresse (Abb.5.70) wurde eine separate Halterung fur die Assay
Plate und die Carrier Plate verwendet. Der Druck wurde hydrostatisch Uber ein

Wasserkissen erzeugt, das auf die Oberflache angepresst wurde.

‘ Zusatzlicher Druck

Wasserkissen

Carrier Plate
_~ Halterung

]
C
~ Assay Plate
— L Halterung

Abb.5.70: Prinzip der Ubertragung mit einer hydrostatischen Druckvorrichtung

Sowohl Carrier Plate als auch Assay Plate werden separat eingespannt und das
Druckkissen darauf abgesenkt. Das Druckkissen sorgt fiir eine homogene
Druckverteilung auf der Carrier Plate.

Abb.5.71: Einzelteile der hydrostatischen Druckvorrichtung

Die Assay Plate wird eingelegt und die Carrier Plate in ihrer Halterung so justiert (a),
dass sie exakt Uber der Assay Plate liegt (b). Eine trichterformige Fihrungshalterung
dient zur Aufnahme des Wasserkissens. Durch Aufsetzen von Gewichten auf das
Wasserkissen kann der Druck auf die Carrier Plate entsprechend erhéht werden.
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Mit diesem hydrostatischen Ansatz konnten allerdings selbst bei einem Druck von
10 bar kaum LIPODOT-Transfers erzeugt werden. Es ist davon auszugehen, dass
der Druck entweder nicht ausreichte oder durch Rulckstellkrafte im System des
Wasserkissens kompensiert wurde. Eine weitere Erhdhung des Drucks war jedoch
aufgrund der maximalen Belastbarkeit der FUhrungshalterung (Abb.5.71) fur das
Wasserkissen nicht moglich. Zudem erwies sich die Handhabung dieser
Fuhrungshalterung zum schnellen Wechseln der Assay Plate als unpraktikabel.

Daher wurde die Druckerzeugung durch eine einfache Pneumatik (Abb.5.72)
ersetzt. Hierbei wurde die Halterung fir Carrier Plate und Assay Plate beibehalten
und die Fuhrungsschienen der Halterung der Assay Plate als Verankerung fur eine
Druckdose verwendet. Zwischen Deckel und Boden der Druckdose wurde eine
elastische Membran luftdicht eingespannt, so dass diese mittels Druckluft einen

entsprechenden Druck auf die Carrier Plate ausuben konnte (Abb.5.73).

_— Druckdose

— Membran

Carrier Plate
Halterung

C | ] —
] L |
Assay Plate
ﬂ B Halterung

Abb.5.72: Prinzip der Ubertragung mit einer pneumatischen Druckvorrichtung

Wie beim hydrostatischen Ansatz gibt es sowohl eine Halterung fir die Assay Plate als
auch fir die Carrier Plate. Eine pneumatische Druckdose wird mit der Assay Plate
verschraubt. Durch Druckluft erzeugt die in der Druckdose enthaltene Membran einen
entsprechenden Druck auf die Carrier Plate und gewahrleistet so den LIPODOT-
Transfer.

Membran

Druckluft

Abb.5.73: Einzelteile der pneumatischen Druckvorrichtung

Die Halterungen des hydrostatischen Ansatzes wurden GUbernommen aber anstelle des
hydrostatischen Kissens wurde eine Druckdose verwendet. Diese enthalt eine
elastische Membran. Nach Verschrauben der Druckdose mit der Halterung der Assay
Plate wird mit zu 4 bar Druckluft der LIPODOT-Transfer durchgefihrt.
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Die 4 Schnellspannschrauben, die die Druckdose auf der Assay Plate Halterung
fixierten, erlauben ein schnelles Austauschen der Assay Plates. Dieser Prototyp
des Transferapparates besticht so durch seine technische Einfachheit und den
geringen Platzbedarf, der schnellen Regulierung des Drucks, dem Fehlen von
beweglichen Teilen, die ein Verrutschen der Assay Plate gegenuber der Carrier
Plate bewirken konnen, und der einfachen Handhabung was den Austausch von
Carrier Plate oder Assay Plate angeht.

Fir die Belichtungs- und Befeuchtungsschritte kann die Carrier Plate entnommen
werden und getrennt von der Assay Plate belichtet werden.

Die pneumatische Apparatur zeigte eine hohe Homogenitadt des LIPODOT-
Transfers Uber die gesamte Assay Plate hinweg. Fur alle weiteren LIPODOT-
Transfers, insbesondere dem Transfer der [B-Tetrapeptid-Kollektionen, wurde

deshalb diese Apparatur verwendet.

5.1.8 Allokation

Eine mathematische Allokation ist eine ein-eindeutige Zuordnung von
Raumpunkten zweier Koordinatensysteme zueinander. So wird beispielsweise ein
Original mit seinem Abbild Uber eine Allokation verknupft.

Besitzt man nun die Koordinaten eines LIPODOTs auf einer Assay Plate, so
bendtigt man eine Allokation, um sie dem erzeugenden Bead auf der Carrier Plate
zuzuordnen. Diese ldentifizierung ist eine wichtige Vorraussetzung, um spater das

entsprechende Bead isolieren und analysieren zu kdnnen.

5.1.8.1 Grundidee der Allokation

Far die Allokation benotigt man ein Ursprungskoordinatensystem, das in
irgendeiner Art und Weise auf ein Abbildungskoordinatensystem projiziert wird.
Diese mathematische Problemstellung wurde schon zu Beginn des 19.
Jahrhunderts im Zusammenhang mit der Herstellung von Karten detailliert
bearbeitet und von Riemann 1854 abschlieliend in seiner ,Theorie Uber
Mannigfaltigkeit* behandelt *°°,

Entsprechend der Grundvorausetzungen dieser Theorie erflllt der LIPODOT-
Transfer von der Carrier Plate zur Assay Plate alle Anforderungen flir eine

Allokation mit identischer Raumkrimmung. Daher bendtigt man nur jeweils einen
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Koordinatenursprung pro Plate und 2 Punkte, die zueinander zugeordnet werden

(Abb.5.74), um eine mathematische Vorschrift fur alle LIPODOTs zu erstellen.
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Abb.5.74: Erstellen einer Allokation
Ein Muster (Mannigfaltigkeit) aus Punkten wird ein weiteres Mal abgebildet (a). Zuerst

wird ein Koordinatensystem festgelegt (b) und es werden 2 Punktpaare (rot) erstellt, die
sich einander entsprechen (c). Aus den Koordinaten der Urspringe und den
zugeordneten Punktpaaren A und B lassen sich beliebige weitere Punktpaare C (blau)
zueinander zuordnen (d).
Wird fUr jedes Koordinatensystem der Ursprung als (0/0) definiert und besitzt man
auf der Carrier Plate die Koordinaten der Punkte 4 (x,/y,) und B (x,/y;), sowie
die entsprechenden Koordinaten der zugeordneten Punkte A(x,/y,) und
B(x,/y,) der Assay Plate, so kann zu jedem beliebigen Punkt C (x./y.) der

zugeordnete Punkt C'(x./y.) entsprechend berechnet werden.

Xé — O(C 'XA )(XB -XA2)+(YC 'YA )Q(YB 'YA) N X]; _ X; ) + (XC 'XA )(YB -YAQ)-(YC 'YA )(E(B 'XA) . ( Y; _ Y;; )+ X;l
(XB 'XA ) +(YB 'YA ) (XB E A) +(YB 'YA)

YC" — (XC 'XA )(XB -XA2)+(YC 'YA )ZWB 'YA) . (Yé _ Y;;) _ (Xc 'XA )(YB -YAz)-(YC 'YA )(2XB 'XA) . ( X;B _ X; ) n Y;;
(XB 'XA ) +WB 'YA ) (XB 'XA ) +(YB 'YA )

Weiterhin kénnen der Drehwinkel « und Verzerrungen x zwischen den

Koordinatensystemen berechnet werden.

_ (XB 'XA) : (X;3 'sz )+(YB 'YA) ) (Y1; 'Y/;)
cosa = 2 2 ' 1 \2 ’ r\2
I:(XB-XA) +(YB-YA) :|'|:(XB-XA) +(YB_YA) :|
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o J(Xg-X;\)%(YI;-Yg)z
(XB 'XA )2 +(YB 'YA )2

Idealerweise sollte « moglichst null sein und x den Wert 1 annehmen.

5.1.8.2 Allokation fur LIPODOT-Arrays

Um ein ortsfestes Koordinatensystem zu erzeugen, wurde auf jeder planaren
Oberflache mit einem Diamantstift ein Kreuz eingeritzt. Das Zentrum dieses

Kreuzes ist per Definition der Koordinatenursprung (Abb.5.75).
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Abb.5.75: Festlegung des Koordinatensystems

Auf jedem planaren Trager markiert ein Kreuz den Koordinatenursprung (0/0). Aus
einem Muster aus fluoreszenten Beads und entsprechenden LIPODOTSs werden je zwei
signifikante Punkte herausgesucht und auf allen Assay Plates und der Carrier Plate
einander zugeordnet.

Weiterhin wurden aus signifikanten Mustern der Carrier Plate zwei Koordinaten
ausgewahlt und entsprechende Koordinaten aus den Mustern der Assay Plate(s)
bestimmt. Als besonders signifikante Strukturen gilt stets der Rand eines Musters,
da das menschliche Auge Konturen besser wahrnehmen kann als ein komplettes
Muster. Die so erhaltenen Daten erlauben eine Allokation jedes einzelnen
LIPODOTs und jedes einzelnen Beads.

FUr Carrier Plates der ersten Generation wurden auf einer Assay Plate mehrfach
LIPODOT-Transfers vorgenommen (entsprechend Abb.5.75) und die Carrier Plate
anschliel3end auf den unteren Rand der Assay Plate geklebt.

Fir spatere Generationen an Carrier Plates wurde aufgrund der GroRe der Carrier
Plate pro Assay Plate ein LIPODOT-Transfer vorgenommen und dann pro Assay

Plate je zwei Koordinaten bestimmt.

191



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1.8.3 Allokation einer Beispielprobe

Entsprechend Abb.5.75 wurde eine Carrier Plate mit LIPODOT-Rhodamin,
LIPODOT-Fluorescein und LIPODOT-Ankerverbindung hergestellt und zwei Mal
auf eine Assay Plate transferiert. Danach wurde die Carrier Plate auf die Assay
Plate aufgeklebt und die Stutzkoordinaten fur die Allokation bestimmit.

Die zugeordneten Koordinaten ergaben

A1(11095/11475) Ay(29737/9872) A3(51591/11812)
B1(8476/11442) B2(27100/9872) B3(49021/11785)
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Eine Durchlichtaufnahme (links oben) und eine Fluoresceinaufnahme (rechts oben) der
Carrier Plate wurden mit der Fluoreszenzaufnahme (links mitte) der allokierten Assay
Plate Uberlagert. Man sieht sowohl im Uberlagerungsmuster (links unten) als auch in
der Fluoreszenziiberlagerung (rechts unten), dass eine sehr gute Ubereinstimmung
vorliegt. Jeder LIPODOT kann eindeutig seinem erzeugenden Bead zugeordnet
werden.
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Es zeigte sich schnell, dass nach einmalig erfolgter Bestimmung der
Allokationskoordinaten jeder LIPODOT seinem erzeugenden Bead zugeordnet
werden konnte und sofort die Ubereinstimmung zwischen Carrier Plate und Assay
Plate erkennbar ist (Abb.5.76).

Die berechnete Allokation bezieht sich stets auf den Bead links unten in einem
Bild. Um das Potential der Allokation zu zeigen, wurde eine zufallige Koordinate
der Carrier Plate ausgewahlt, die entsprechenden Koordinaten der beiden Assay

Plates errechnet und automatisiert aufgenommen. Die direkte Uberlagerung

(Abb.5.77) der Originalbilder zeigte schon sehr deutlich, dass es sich um dieselbe
Stelle handelt.

= e | i

wd e =

= hs CO + S T
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Abb.5.77: Allokation zwischen Carrier Plate und zwei Assay Plates

Von einer zufallig gewahlten Stelle der Carrier Plate wurde ein Durchlichtbild (links
oben) und Fluoreszenzbild (rechts oben) aufgenommen. Danach wurden die
entsprechenden Koordinaten der beiden Assay Plates berechnet und automatisch
aufgenommen. (jeweils mitte). Die Allokation ist stets auf die linke untere Ecke optimiert.
Dies ist in der Uberlagerung (jeweils unten) sehr deutlich sichtbar. Die rechte Assay
Plate ist leicht im Uhrzeigersinn verdreht.
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Es konnte also klar gezeigt werden, dass eine Allokation eine Zuordnung jedes
einzelnen LIPODOTs zulasst. Weiterhin konnte eine Allokation nach mehrfachen
Ubertragungen trotz fluoreszenter Kreuzkontamination der Beads oder Verlust
einzelner Beads beim LIPODOT-Transfer durchgefuhrt werden (Abb.5.78).

5
-t ® 0
‘%, LE Y T

Abb.5.78: Allokation zwischen Carrier Plate und Assay Plate

Die abgebildete Assay Plate (a) war die 6. Kopie der Carrier Plate (b). Einige Beads
blieben wahrend des Transfers auf der Assay Plate haften und fehlen daher auf der
Carrier Plate (weilRe Pfeile). Die Fluoreszenzaufnahmen wurden 48 Stunden nach dem
LIPODOT-Transfer durchgefihrt, was die starke Kreuzkontamination (Gelbfarbung) der
Beads erklart. Zum Auffinden des Musters wurden signifikante Stellen markiert (blaue
Kreise).
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5.1.9 Erster Bindungsassay mit Streptavidin

Der erste Bindungsassay wurde mit einer Carrier Plate aus 100% LIPODOT-Biotin
Beads durchgefihrt. Mit dem LIPODOT-Biotin wurde ein klassischer
Bindungsassay unter der Verwendung eines Streptavidin Alexa 633 durchgeflhrt.
Es wurde je 1 h mit BSA geblockt und dann mit dem Streptavidin Alexa 633
detektiert. Der erste Blick ins Fluoreszenzmikroskop (Abb.5.79) zeigte keinerlei

spezifische Fluoreszenz in Form von LIPODOTs.

Abb.5.79: SMA aus LIPODOT-Biotin gefarbt mit Streptavidin Alexa 633
Nach dem Blocken (links) zeigt die Assay Plate stellenweise leichte unspezifische
Fluoreszenz. Nach Inkubation (rechts) mit Streptavidin Alexa 633 zeigte sich der
Hintergrund etwas starker, aber keine LIPODOTSs.

Daher wurde nochmals eine Carrier Plate hergestellt, die nun allerdings 5%
LIPODOT-Rhodamin Beads enthielt. Zudem wurde zur Detektion Streptavidin
Alexa 488 verwendet. Hierdurch sollte schon direkt nach dem LIPODOT-Transfer
und dem Blocken ein LIPODOT-Rhodamin Muster auf der Assay Plate sichtbar
sein und bei Anbindung des Streptavidins eine grine Fluoreszenz erzeugt werden,
die sich deutlich vom Rhodaminmuster abheben wirde.

Die Fluoreszenz des LIPODOT-Rhodamins konnte sofort nach dem LIPODOT-
Transfer und auch nach dem Blocken nachgewiesen werden (Abb.5.80 links),
allerdings konnte keinerlei Anbindung des Streptavidins nachgewiesen werden. Es
zeigte sich keine zusatzliche Fluoreszenz (Abb.5.80 rechts) und damit keine

Anbindung von Streptavidin.
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Abb.5.80: SMA aus LIPODOT-Rhodamin/LIPODOT-Biotin gefarbt mit Alexa 488
gelabeltem Streptavidin

Vor dem Blocken (links) zeigte die Assay Plate ein deutliches Muster aus LIPODOT-
Rhodamin (rot). Nach dem Blocken und der Inkubation mit Streptavidin Alexa 488
(echts) war dieses Muster immer noch sichtbar. Allerdings zeigte sich keine Spur von
angebundenem Streptavidin (grin).
Zu diesem Zeitpunkt war nicht erklarbar, warum keine Interaktion detektiert
werden konnte, da die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin eine der
hdchsten Bindungskonstanten besitzt und selbst im pikomolaren Bereich noch
nachweisbar sein sollte.
Allerdings wurde berichtet, dass Streptavidin unter bestimmten Bedingungen nicht
an Biotin bindet *°®3*"] Falls das Biotin zu nahe an der Oberflache sitzt, kann das
Streptavidin dieses nicht mehr ,greifen” und so kann keine Bindung etabliert
werden. Dieser sterischen Hinderung wurde durch Verwendung von
unterschiedlich langen Spacern vorgebeugt. Hierdurch hatte zumindest bei dem
LIPODOT-Biotin mit dem langsten Spacer eine Bindung stattfinden mussen.
Eine ausgiebige Literatursuche zeigte, dass im Falle einer hochdichten

n % und dass alle

Biotinbeschichtung ebenfalls keine Bindung stattfinden kan
verwendeten Spacer eine ausreichende Lange besalien, um eine Bindung zu
etablieren.

Daher wurden eine weitere Carrier Plate mit LIPODOT-Biotin Beads hergestellt.
Diese wurde allerdings direkt vor dem LIPODOT-Transfer mit einer wassrigen
Lésung von 0,5 mg/ml LIPODOT-Ankerverbindung inkubiert. Hierdurch wurde
beim folgenden LIPODOT-Transfer nicht nur das LIPODOT-Biotin, sondern auch
die LIPODOT-Ankerverbindung auf den LIPODOT ubertragen. Die hierdurch
entstehende Verdinnung des LIPODOT-Biotins auf der Oberflache ermdglichte

eine Anbindung des Streptavidins (Abb.5.81).
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Abb.5.81: SMA aus LIPODOT-Rhodamin/LIPODOT-Biotin gefarbt mit Alexa 488
gelabeltem Streptavidin

Vor dem LIPODOT-Transfer wurde die Carrier Plate mit LIPODOT-Ankerverbindung
inkubiert, um so eine Verdinnung des LIPODOT-Biotins zu erreichen. Vor dem Blocken
(links) zeigte die Assay Plate ein deutliches Muster aus LIPODOT-Rhodamin (rot). Nach
dem Blocken und der Inkubation mit Streptavidin Alexa 488 (rechts) war dieses Muster
immer noch sichtbar. Nun zeigten sich LIPODOTs mit angebundenem Streptavidin
(orange), jedoch nicht in dem erwarteten Grinton sondern als Fluoreszenz, die in
beiden Farbkanalen sichtbar war.

Die Fluoreszenz im Alexa 488 Kanal war sehr schwach und im Rhodaminkanal
zeigte sich ein deutliches Signal. Diese Farbverschiebung kann einerseits durch
eine Wechselwirkung des Fluorophors mit der extrem hydrophoben Oberflache
entstehen oder durch eine gegenseitige Wechselwirkung zwischen den
Fluorophoren generiert werden.

Daher wurde ein Mikroarray (4.2.4) aus LIPODOT-Biotin und LIPODOT-
Ankerverbindung erzeugt. Hierfur wurde eine reine LIPODOT-Biotin Ldsung
mehrfach 1 zu 3 verdinnt und so Verdlinnungen bis 1 zu 729 erzeugt.

Das Mikroarray wurde danach entsprechend der zuvor durchgeflhrten
Bindungsassays geblockt und mit Streptavidin Alexa 488 inkubiert (Abb.5.82). Es
zeigte sich, dass die Oberflache nicht den Fluorophor beeinflusste, sondern die
Dichte des LIPODOT-Biotins ausschlaggebend war. Je dichter das Streptavidin
Alexa 488 war, umso mehr war die erzeugte Fluoreszenz rotverschoben. Bei
100% LIPODOT-Biotin war mit dem zur Verfugung stehenden
Fluoreszenzmikroskop keinerlei Fluoreszenz mehr nachweisbar.

Bei Verdunnungen von 1 zu 81 und hdher zeigte sich die erwartete Fluoreszenz
des Alexa 488.
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Abb.5.82: Mikroarray einer Verdiinnungsreihe LIPODOT-Biotin/LIPODOT-Ankerver-
bindung gefarbt mit Alexa 488 gelabeltem Streptavidin

Auf der hydrophoben Oberflache wurde LIPODOT-Biotin mit LIPODOT-Grund-
komponente verdinnt (7 Spalten, von links nach rechts 0,14%; 0,41%; 1,23%; 3,7%;
11,1%; 33,3% und 100%). Es wurde mit Streptavidin-Alexa 488 detektiert. Mit
zunehmender LIPODOT-Biotinmenge erfahrt der Fluorophor eine Rotverschiebung, so
dass die 100% Konzentration nicht mehr detektierbar war.

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse wurde ein weiterer LIPODOT-Transfer
mit einer Carrier Plate aus LIPODOT-Biotin durchgefuhrt. Direkt vor dem
LIPODOT-Transfer wurde die Carrier Plate mit einer gesattigten wassrigen Losung
aus LIPODOT-Ankerverbindung inkubiert, um so eine moglichst starke
Verdinnung des LIPODOT-Biotins zu erreichen. Danach wurde ein
Bindungsassay durchgefuhrt (Abb.5.83), der eine deutliche Bindung des
Streptavidin an das LIPODOT-Biotin zeigte.

Abb.5.83: SMA aus LIPODOT-Rhodamin/LIPODOT-Biotin gefarbt mit Alexa 488
gelabeltem Streptavidin
Vor dem LIPODOT-Transfer wurde die Carrier Plate mit der LIPODOT-Ankerverbindung
inkubiert, um so eine Verdiinnung des LIPODOT-Biotins zu erreichen. Vor dem Blocken
(links) zeigte die Assay Plate ein deutliches Muster aus LIPODOT-Rhodamin (rot). Nach
dem Blocken und der Inkubation mit Streptavidin Alexa 488 (rechts) war dieses Muster
noch sichtbar. Es zeigte sich das erwartete Bindungsmuster (griin).
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Wurden anstelle des Alexa 488 gelabelten Streptavidins fluoreszente Antibiotin-
Antikorper (Abb.5.85) oder Streptavidin mit anderen Fluorophoren verwendet, so
konnte keinerlei Farbverschiebung des Fluorophors festgestellt werden. Spatere
Optimierung des Block-Protokolls, die Vorinkubation der Carrier Plate mit der
LIPODOT-Ankerverbindung und die Verwendung von Fluorescein gelabeltem

Streptavidin verbesserten die Bindungsassays (Abb.5.84) deutlich.

0!

Abb.5.84: SMA aus LIPODOT-Rhodamin/LIPODOT-Biotin gefarbt mit Fluorescein
gelabeltem Streptavidin

Vor dem Blocken (links) waren das LIPODOT-Rhodamin (rot) und eine Kontamination
(griin) deutlich zu sehen. Nach dem Blocken mit BSA und der Inkubation mit
Streptavidin Fluorescein (rechts) zeigte sich das LIPODOT-Biotin mit sehr gutem
Kontrast (griine LIPODOTSs).

Abb.5.85: SMA aus LIPODOT-Rhodamin/LIPODOT-Biotin gefarbt mit Fluorescein
gelabeltem Antibiotin Antik6rper

Vor dem Blocken (links) war das LIPODOT-Rhodamin (rot) und eine Kontamination
(griin) deutlich zu sehen. Nach dem Blocken mit BSA und der Inkubation mit dem
Antikorper (rechts) zeigte sich das LIPODOT-Biotin mit sehr gutem Kontrast (griine
LIPODOTSs).

Es zeigte sich, dass die LIPODOTs Uber eine ,,zu hohe* Dichte an Biotin verfugten,

so dass keine Bindung des Streptavidins stattfand. Erst durch ein entsprechendes
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,2Ausdinnen“ mit der LIPODOT-Ankerverbindung war eine deutliche Bindung mit

Streptavidin detektierbar und der Bindungsassay so erfolgreich beendet.

5.1.10 Vergleich von SMA, Softlithographisches Printing und

Mikroarrays

Der LIPODOT-Transfer stellte eine neue Technik dar. Es war auch noch nicht
geklart, ob damit eine Monolayer erzeugt wurde und ob es generelle Unterschiede
zu bereits etablierten Techniken wie Softlithograpisches Printings und
herkdmmlichen Mikroarrays gab. Deshalb wurden die LIPODOT-Verbindungen
von den Beads fur den LIPODOT-Transfer abgespalten, aufgereinigt und mit
diesen Techniken immobilisiert.

Mit keiner der Techniken lie3en sich LIPODOT-Verbindungen auf unbehandeltem
Glas immobilisieren. Auf hydrophoben Oberflachen mit Kontaktwinkeln hoher als
110° konnte stets immobilisiert werden.

Daher wurde auf ein und demselben Trager (Vergleichstrager) zuerst ein
Mikroarray durch einen Nanopipettier-Roboter erzeugt. Dann wurde ein
Statistisches Mikroarray mittels LIPODOT-Transfer generiert und schlief3lich mit
einem softlithographischen PDMS-Stempel eine mikroarrayahnliche Struktur mit
denselben LIPODOT-Verbindungen erzeugt (Abb.5.86).

Es wurden LIPODOT-Rhodamin und LIPODOT-Biotin verwendet. Das LIPODOT-
Biotin wurde, entsprechend der Ergebnisse von 5.1.9 im Verhaltnis 1 zu 10 mit
LIPODOT-Ankerverbindung verdinnt.

4 LIPODOT-Rhodamin LIPODOT-Biotin
p e P ™ - T T T TTITR
NN X N X ®eo EEH 1]/
=, ; X HHE—
2. : X ) [ 1 3 —— :
(o] 1 e [ 4 H
= ! L :
= b i

_I_l ____________________________________ '

"klassisches" Statistisches Stempel
Mikroarray Mikroarray
(SMA)

Abb.5.86: Aufbau eines Vergleichstragers

LIPODOT-Rhodamin und LIPODOT-Biotin (1:10 mit LIPODOT-Ankerverbindung
verdinnt) wurden als Mikroarray, SMA und als gestempelte Struktur auf dem
Vergleichstrager aufgebracht.
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Entsprechend Kapitel 5.1.6.3 wurden die Konzentrationen und Volumina des
Nanopipettier-Roboters so eingestellt, dass kein Ausbluten der erzeugten Spots
stattfand. Mit einem der produzierten Vergleichstrager wurde ein Bindungsassay

mit Fluorescein gelabeltem Streptavidin durchgeflhrt (Abb.5.87).

Abb.5.87: Bindungsassay auf einem Vergleichstrager

Nach der Herstellung (links) wurde der Vergleichstrager mikroskopiert. Es ist jeweils nur
das LIPODOT-Rhodamin zu sehen (rot). Erst nach dem Blocken und der Inkubation mit
Fluorescein gelabeltem Streptavidin (rechts) entstand die Farbung des LIPODOT-
Biotins (grin). Man erkennt keine signifikanten Unterschiede zwischen SMA (oben),
Mikroarray (mitte) und gestempelten Strukturen (unten). Fir alle Bildaufnahmen wurden
identische Aufnahmeparameter verwendet.
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Es zeigte sich, dass es nahezu keinen Unterschied macht, ob die LIPODOT-
Verbindungen mit einem Mikropipettier-Roboter, einem LIPODOT-Transfer oder
einem Stempelprozess auf die hydrophobe Oberflache Ubertragen wurden. Zudem
war die erzielte Fluoreszenzintensitat ungefahr gleich stark. Da der
Stempelprozess per se eine Monolayer aus LIPODOT-Verbindungen erzeugt
konnte hier auch kein ,Ausbluten” der erzeugten Strukturen beobachtet werden.

Man kann also davon ausgehen, dass unabhangig von der Ubertragungsmethode
stets eine identische Monolayer aus LIPODOT-Verbindungen entsteht und diese
im Bindungsassay ebenfalls unabhéngig von der Ubertragungsmethode ein

identisches Ergebnis liefert.

5.1.11 Optimierung des Streptavidin-Bindungsassays

Hydrophobe Oberflachen werden nicht fur Bindungsassays eingesetzt (und sie
sind daher kommerziell héchstens in Kleinserien erhaltlich). Es gab also keine
ausreichenden Erfahrungswerte Uber ein effizientes Blocken flir entsprechende

Bindungsassays.

5.1.11.1 Mogliche Block-Losungen

Da nicht bekannt war, wie eine hydrophobe Oberflache am besten fir einen
Immunoassay inertisiert (geblockt) werden konnte, wurden acht unterschiedliche

Block-LAdsungen untersucht.

BSA

Bovines Serum Albumin (BSA) ist der Standard fur die Blockierung einer
biomolekularen Reaktion an einer Oberflache. Es ist das haufigste Protein in Milch
und Blut und seine natirliche Funktion ist die Unterbindung von unspezifischen
Interaktionen zwischen Proteinen. BSA erhdht die Ldslichkeit nahezu jeglichen
Proteins: Weiterhin neigt es dazu, sich an Oberflachen anzulagern. Fur Proteine,
die groRer als 10 kD sind, wird allgemein angenommen, dass Serum Albumin das
beste Block-Reagenz ist. Bovines Serum Albumin wird anderen Albuminen

vorgezogen, da es in grolRen Mengen aus Kuhmilch gewonnen werden kann.
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e Zur Herstellung einer BSA-Blocklosung wurden 4% BSA (w/v) in H2O1sua

gelost.

TopBlock (Sigma)

TopBlock wird aus Bakterien gewonnen und besteht aus Peptiden, die teilweise
von verschiedenen Albuminen abgeleitet sind. Daher verfugt es Uber ahnliche
Eigenschaften wie BSA. Die klrzeren Peptidketten bedecken jedoch starker und
vor allem dichter Oberflachen, weshalb es vornehmlich zum Blocken in Gegenwart
kleinerer Proteine eingesetzt wird.

e TopBlock wurde ebenfalls als 4% TopBlock (w/v) in H,O1guq gelost.

Blockpuffer (Roche Diagnostics)

Dieser Blockpuffer wird far DNA- und RNA-Arrays verwendet und enthalt
Maleinsaure und ein Proteingemisch, das kovalent auf eine Oberflache bindet.

o Die gelieferte Stock-Losung wurde 1 zu 10 verdunnt und verwendet.

Blocklt (Arraylt)

Wurde fur die Anwendung auf Protein-Mikroarrays entwickelt. Seine

Zusammensetzung ist nicht bekannt.

e Die gelieferte Stock-Losung wurde ebenfalls 1 zu 10 verdunnt.

Casein
Ebenso wie BSA ist Casein ein Hauptbestandteil von Milch und erhoht die
Loslichkeit von kleinen Molekulen, Peptiden und Proteinen.

e Aufgrund schlechterer Loslichkeit wurde 2% Casein (w/v) in H2O1guq gelost.

Gelatine
Eine verdunnte Gelatine-Losung wird bei Westernblots als Block-Reagenz
verwendet.

e HierfUr wurden 0,5% Gelatine (w/v) mit 0,05% Tween (v/v) in H2O1guq

gelost.
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Magermilchpulver

Dies ist im Prinzip eine Mischung aus BSA und Casein, die jedoch weitere
Proteine und einen geringen Anteil Fette enthalt.

e Wiederum wurden 4% Milchpulver (w/v) in H,O1guq gelost.

RPMI-Medium

Dieses Medium wird fur das Zellwachstum eingesetzt. Durch Autoklavieren wird

dieses Medium biologisch inaktiviert, ohne dass es seine Eigenschaft verliert, die
Loslichkeit von Proteinen zu erhdhen. Es wird verwendet, um Glas- und
Kunststoffoberflachen zu blocken.

e Standard-RPMI-Medium wurde autoklaviert und direkt so verwendet.

5.1.11.2 Vergleich verschiedener Block-Reagenzien

Je drei Vergleichstrager (Herstellung in 5.1.10) wurde mit einem der acht Block-
Reagenzien fur 60 min geblockt. Um die Effizienz des Blockens zu Uberprifen,
wurden wahrend des Bindungsschritts mit Fluorescein gelabeltem Streptavidin
unterschiedliche Bindungsumgebungen simuliert.

Ein Vergleichstrager wurde unverandert mit Block-Reagenz und Streptavidin
behandelt. Beim zweiten Vergleichstrager wurde dem Streptavidin eine
aquimolare Menge eines Fluorescein gelabelten Antimyc-Antikérpers zugefligt.
Fir den dritten Vergleichstragers wurde dem Streptavidin zusatzlich zur
aquimolaren Menge an Fluorescein gelabelten Antimyc-Antikorper noch Zelllysat
hinzugeflgt. Dieses Zelllysat enthielt Uberexprimiertes GFP. Nach dem
Farbeschritt wurden die Trager grindlich gewaschen und vermessen.

Die jeweiligen Strukturen wurden, ebenso wie der Hintergrund, mit Metamorph
(Visitron Systems) erfasst. Die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten der Bindung
wurden einerseits auf die Fluoreszenzintensitat des LIPODOT-Rhodamin
.hormiert® (Abb.5.88), andererseits mit dem Hintergrund zu einem Kontrast
(Abb.5.89) bzw. einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis S/N verrechnet (Abb.5.90).
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Abb.5.88: Relative Signalstarke durch unterschiedliche Blockreagenzien

Unter jeweils 3 Bedingungen wahrend des Streptavidin-Bindungsschrittes wurden 8
Blockreagenzien auf Vergleichstragern getestet. Das erzeugte fluoreszente
Bindungssignal wurde in Relation zur Intensitat von LIPODOT-Rhodamin gesetzt.

24 - I nur Streptavidin
- . [+ Antikarper
7] - Zelllysat
20 =
18 <
16 —
14 —

12 ~

10 -
8
6 -
4
7
0
< g g i o @
& & <& & ) §
P 2 & i &
8 & ©
&£

Abb.5.89: S/N-Verhiltnis des Bindungssignals durch unterschiedliche Blockreagenzien
Unter jeweils 3 Bedingungen wahrend des Streptavidin-Bindungsschrittes wurden 8
Blockreagenzien auf Vergleichstragern getestet. Das jeweilige Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis wurde berechnet.
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Abb.5.90: S/N-Verhiltnis des Bindungssignals durch unterschiedliche Blockreagenzien
Unter jeweils 3 Bedingungen wahrend des Streptavidin-Bindungsschrittes wurden 8

Blockreagenzien auf Vergleichstragern getestet. Das jeweilige Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis wurde berechnet.
Die Blocklosung von Roche zeigte einen guten Kontrast, erniedrigte allerdings die
Signalintensitat deutlich, was die Messzeiten entsprechend verlangerte.
Gelatine und RPMI-Medium fuhrten zu einem extrem hohen Hintergrund, der sich
bei Zugabe von Zelllysat nochmals deutlich verstarkte.
Die Blocklosung Blocklt von Arraylt zeigte zwar einen guten Kontrast, aber die
Signalintensitat war etwas schwacher als bei BSA und TopBlock.
Letztendlich zeigten BSA und TopBlock die besten Ergebnisse und wurden daher

auch genauer untersucht.

5.1.11.3 Optimierung der Konzentration der Blocklésung

Sowohl von BSA als auch TopBlock wurden Blocklésungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt und Vergleichstrager 60 min inkubiert. Danach wurde
fur 60 min mit Fluorescein gelabeltem Streptavidin inkubiert, die Fluoreszenz mit
Metamorph vermessen und konzentrationsabhangig ausgewertet (Abb.5.91 bis
Abb.5.94).

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse fur die Mikroarrays, die

gestempelten Strukturen und SMA getrennt ausgewertet.
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Abb.5.91: Relative Signalstarke fiir verschiedene Konzentrationen an BSA

Das erzeugte fluoreszente Bindungssignal wurde in Relation zur Intensitdt von
LIPODOT-Rhodamin gesetzt. Gestempelte Strukturen erweisen sich hierbei als
besonders reproduzierbar. 2% BSA waren ausreichend fur ein gutes Signal.
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Abb.5.92: Kontrast bei unterschiedlichen BSA Konzentrationen

Da die Stempel nie ausbluteten erreichten sie stets einen hohen Kontrast. Bei den
Mikroarrays und den LIPODOTs wurde der Kontrast durch das Ausbluten und den
unspezifischen Hintergrund starker beeinflusst. Ab einer BSA-Konzentration von 2%
wurde ein Optimum an Kontrast erreicht.
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Abb.5.93: Relative Signalstarke fiir verschiedene Konzentrationen an TopBlock

Das erzeugte fluoreszente Bindungssignal wurde in Relation zur Intensitat von
LIPODOT-Rhodamin gesetzt. Gestempelte Strukturen erweisen sich hierbei als
besonders reproduzierbar. Schon 0,2% TopBlock erzeugen ein gutes Signal. Diese

Serie der Vergleichstrager enthielt keine Stempel!
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Abb.5.94: Kontrast bei unterschiedlichen TopBlock Konzentrationen
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Fir geringe Konzentrationen war der Kontrast deutlich schlechter, da das unspezifische
Hintergrundsignal deutlich héher war als bei héheren Konzentrationen. Ab 2% TopBlock
wurde ein optimaler Kontrast erreicht. Diese Serie der Vergleichstrager enthielt keine

Stempel!

Sowohl fur BSA als auch fur TopBlock war mindestens eine Konzentration von 2%

(w/v) nétig ist, um ein optimales Signal zu erhalten. Weiterhin gab es keine

nennenswerten Unterschiede zwischen den verschiedenen Transfermethoden.
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5.1.11.4 Optimierung der Blockdauer

Jedes Block-Reagenz bendtigt eine gewisse Zeit, um sich an der Oberflache
anzulagern und diese so zu schitzen. Bei BSA und TopBlock variiert die
Blockdauer von 30 min bis hin zu 3 h. Fur eine jeweils 2% Ldsung wurde der
Bindungsassay als eine entsprechende Zeitreihe durchgefuhrt (Abb.5.95 bis
Abb.5.98).
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Abb.5.95: Relative Signalstarke fiir verschiedene Blockzeiten mit BSA

Die Vergleichstrager wurden unterschiedlich lang mit BSA geblockt. Das erzeugte
fluoreszente Bindungssignal wurde in Relation zur Intensitat von LIPODOT-Rhodamin
gesetzt. Es zeigte sich keine Abhangigkeit von der Blockzeit.
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Abb.5.96: Kontrast fiir verschiedene Blockzeiten mit BSA

Fir kurze Blockzeiten war der Kontrast deutlich schlechter, da das unspezifische
Hintergrundsignal deutlich héher war als bei langeren Blockzeiten. Bereits nach 30 min
wurde ein optimaler Kontrast erreicht.
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Abb.5.97: Relative Signalstarke fiir verschiedene Blockzeiten mit TopBlock

Die Vergleichstrager wurden unterschiedlich lang mit TopBlock geblockt. Das erzeugte
fluoreszente Bindungssignal wurde in Relation zur Intensitat von LIPODOT-Rhodamin
gesetzt. Es zeigte sich keine Abhangigkeit von der Blockzeit. Dieser Vergleichstrager
enthielt keine Stempel!
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Abb.5.98: Kontrast fiir verschiedene Blockzeiten mit TopBlock

Bereits nach 15 min wurde ein optimaler Kontrast erreicht. Dieser Vergleichstrager
enthielt keine Stempel!

Es zeigte sich, dass fur das niedermolekulare TopBlock bereits 15 min Blockzeit
ausreichend sind. Fir BSA dagegen wurden mindestens 30 min Blockzeit

bendtigt. Auch hier gab es keine Unterschiede zwischen den Transfermethoden.
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Aufgrund der Ergebnisse Uber die Blockdauer, die Blockkonzentrationen und die
unterschiedlichen Blockreagenzien wurde ein Gemisch aus 2% BSA (w/v) und 2%
TopBlock (w/v) zum Blocken verwendet. Mit diesem Gemisch wurde ein Kontrast

von bis zu 0,9 erreicht.

5.1.12 Weitere Bindungsassays

Mit den optimierten Assaybedingungen wurden nun weitere Bindungsassays mit

unterschiedlichen Biomolekilen durchgefihrt.

5.1.12.1 Bindungsassay mit einer biotinylierten Dipeptid-Kollektion

Auf 40 mg der Beads der Dipeptid-Kollektion wurde Biotin gekuppelt. Daraus
wurde zusammen mit LIPODOT-Rhodamin Beads eine Carrier Plate erstellt und
auf eine Assay Plate Ubertragen. Der Bindungsassay wurde dann mit Fluorescein
gelabeltem Streptavidin durchgefuhrt (Abb.5.99).

Abb.5.99: Bindungsassay einer biotinylierter Dipeptidkollektion

Direkt nach dem LIPODOT-Transfer (links) war nur das LIPODOT-Rhodamin (rot) zu
sehen. Nach dem Blocken und Farben mit Fluorescein gelabeltem Streptavidin (rechts)
waren deutlich die biotinylierten LIPODOTSs (griin) zu erkennen. Ein LIPODOT farbte
sich allerdings nicht (blau).

Da nahezu alle LIPODOTs mit Streptavidin gefarbt wurden, kann man davon
ausgehen, dass auch nahezu alle LIPODOT-Verbindungen der biotinylierten

Dipeptid-Kollektion Gbertragen wurden und das Biotin erkannt wurde.
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5.1.12.2 Bindungsassay mit Antimyc-Antikorper

Die LIPODOT-Ankerverbindung wurde mit der Sequenz EQKLISEEDL (myc-
Sequenz) verldngert. Diese Sequenz wird von Antimyc-Antikdrpern erkannt ['7918%
Dieser Antikorper® wurde mit Fluorescein gelabelt und ein entsprechender

Bindungstest durchgefihrt.

Abb.5.100: Bindungsassay der myc-Sequenz mit einem Antimyc-Antikorper

Direkt nach dem LIPODOT-Transfer (links) war nur das LIPODOT-Rhodamin (rot) zu
sehen. Nach dem Blocken und Farben mit Fluorescein gelabeltem Antimyc-Antikorper
(rechts) waren entsprechend angefarbte LIPODOTSs (griin) zu erkennen. Die Qualitat
der LIPODOTs war bei diesen Aufnahmen schlechter, da zu diesem Zeitpunkt nur
hydrophobe Oberflachen mit 100° Kontaktwinkel zur Verfugung standen.

Es war somit moglich an die myc-Sequenz den entsprechenden Antimyc-

Antikdrper zu binden.

5.1.12.3 Ratiometrischer Farbassay

(358 konkurrieren zwei Binder, die mit

Beim Ratiometrischen Farbassay
unterschiedlichen Fluorophoren gelabelt sind, um denselben Interaktionspartner.
Diese Assay-Technik wird hauptsachlich bei DNA- und RNA-Arrays eingesetzt, um
up- und downregulierte Gensequenzen zu identifizieren.

Dementsprechend wurde eine Carrier Plate mit etwa gleichen Anteilen LIPODOT-
Rhodamin, LIPODOT-Fluorescein und LIPODOT-Biotin hergestellt und auf vier
Assay Plates Uubertragen. Mit unterschiedlichen Mischverhaltnissen aus
Fluorescein und Rhodamin gelabeltem Streptavidin wurden Bindungsassays

(Abb.5.101) mit diesen Assay Plates durchgeflhrt.

* Hergestellt von Melanie Nevar
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Abb.5.101: Ratiometrischer Farbassay mit 2-Farb-Streptavdinen

Fluorescein gelabeltes Streptavidin wurde mit Rhodamin gelabeltem Streptavidin in
verschiedenen Verhéltnissen gemischt (von oben nach unten) 10:1, 3:1, 1:1 und 1:3 .
Uber Allokation wurden entsprechend zugeordnete Stellen vor (links) und nach der
Inkubation (rechts) mit dem Gemisch aufgenommen. Man sieht sehr deutlich das
LIPODOT-Rhodamin (rot), LIPODOT-Fluorescein (griin) und das LIPODOT-Biotin, die
sich entsprechend der Mischverhaltnisse farblich andern.

213




ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Mittels Allokation wurden die entsprechend zugeordneten Stellen auf den vier
Assay Plates gefunden und man sah sehr deutlich, dass sich das LIPODOT-Biotin
entsprechend der Mischverhaltnisse der unterschiedlich fluoreszenten

Streptavidine anderte.

5.1.12.4 Bindungsassay mit Vancomycin

Die LIPODOT-Ankerverbindung wurde hierfur mit D-Ala-D-Ala bzw. L-Lys-D-Ala-
D-Ala verlangert. Durch das zusatzliche L-Lys erhoht sich die Bindungskonstante

M B99364 45 sich hierdurch eine weitere

von Vancomycin auf 10°
Wasserstoffbricke bilden kann (Abb.5.102). Ohne L-Lys konnte an Oberflachen
bisher nur abgeschatzt wqgerden, dass die Bindungskonstante mind. um den

Faktor 1000 geringer liegt 13°%3641,

NG o’ M CH,0H
OH O H

Abb.5.102: Wechselwirkung zwischen Vancomycin und L-Lys-D-Ala-D-Ala

Vancomycin (unteres Molekul) bindet an D-Ala-D-Ala-L-Lys (oberes Molekiil) liber
mehrere Wasserstoffbriicken (gestrichelte Linie).

Somit kénnen durch die Verwendung von LIPODOT-L-Lys-D-Ala-D-Ala und
LIPODOT-D-Ala-D-Ala innerhalb eines Bindungstest zwei verschiedene
Bindungen erfasst werden und man kann abschatzen, wie sensitiv die
entsprechenden LIPODOTs reagieren. Die LIPODOTs mit L-Lys-D-Ala-D-Ala
sollten deutlich intensiv gefarbt sein, wohingegen die LIPODOTs mit D-Ala-D-Ala

nahezu unsichtbar sein sollten.
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Eine Carrier Plate mit einem Gemisch aus 15% LIPODOT-Rhodamin, 15%
LIPODOT-L-Lys-D-Ala-D-Ala und 70% LIPODOT-D-Ala-D-Ala wurde Ubertragen
und ein Bindungsassay (Abb.5.103) mit TAMRA gelabelten Vancomycin
durchgefuhrt.

Abb.5.103: Bindungsassay mit Vancomycin-TAMRA

Direkt nach dem LIPODOT-Transfer (links) war nur das LIPODOT-Rhodamin (rot) zu
sehen. Nach dem Blocken und Farben mit Vancomycin-TAMRA (rechts) war die
komplette Oberflache mit Vancomycin-TAMRA kontaminiert. Einzig die Kontamination
(gelb) ist noch nach der Inkubation mit Vancomycin-TAMRA (rechts) erkennbar
(dunkeloranger Fleck).

Hieraus ergab sich, dass das recht hydrophobe Vancomycin-TAMRA die
komplette Assay Plate unspezifisch farbt. Diese unspezifische Kontamination liel3
sich nicht durch exzessives Waschen entfernen. Daher wurden unbehandelte
hydrophobe Oberflachen geblockt, Vancomycin-TAMRA aufpipettiert und nach
10 min wieder entfernt. Nach mehrfachem Waschen wurden

Fluoreszenzaufnahmen durchgefihrt (Abb.5.104).

Abb.5.104: Blockversuche gegen Vancomycin-TAMRA

Eine hydrophobe Oberflache wurde geblockt und mit einer Pipette ein Tropfen wassrige
Vancomycin-TAMRA-L6sung aufgesetzt. Dieser wurde nach 10 min entfernt und die
Oberflache gewaschen. Es zeigten sich Ausblutungen, die sich auch bei nochmaligem
Waschen nicht mehr veradnderten (links). Diese entsprechen den Ausblutungen von
wassrigen LIPODOT-Rhodamin Lésungen (rechts).
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Es zeigte sich schnell, dass Vancomycin-TAMRA ein ahnliches Verhalten wie
LIPODOT-Rhodamin zeigte. Daher wurde versucht, die hydrophobe Oberflache
mit einer Mischung aus LIPODOT-Ankerverbindung und nicht fluoreszentem
Vancomycin zu blocken (Abb.5.105).

Dieses Gemisch zeigte eine reduzierte Hintergrundfluoreszenz. Daher wurde
erneut eine Carrier Plate mit 20% LIPODOT-Rhodamin, 20% LIPODOT-L-Lys-D-
Ala-D-Ala und 60% LIPODOT-D-Ala-D-Ala hergestellt und Ubertragen.

Diese Assay Plate wurde dann zunachst fur 30 min mit einer gesattigten Losung
aus LIPODOT-Ankerverbindung geblockt, danach trocken geblasen und fir 30 min
mit einer gesattigten Losung Vancomycin Uberschichtet. Danach wurde die
Oberflache mit einem Gemisch aus 2% BSA und 2% TopBlock geblockt,
gewaschen und ein Bindungstest (Abb.5.105) mit Vancomycin-TAMRA
durchgefuhrt.

Abb.5.105: Bindungsassay mit Vancomycin-TAMRA
Direkt nach dem LIPODOT-Transfer (links) war nur das LIPODOT-Rhodamin (rot) zu

sehen. Nach dem Blocken mit LIPODOT-Ankerverbindung und Vancomycin (rechtes
Bild untere Halfte) und Farben mit Vancomycin-TAMRA (rechts) war die komplette
Oberflache mit Vancomycin-TAMRA kontaminiert. Allerdings zeigten sich einige
gefarbte LIPODOTs (Beispiele mit grinen Kreisen), die deutlich schwacher als das
LIPODOT-Rhodamin gefarbt und zuvor nicht detektierbar warenn.
Der Bindungsassay gegen Vancomycin-TAMRA zeigte sehr deutlich die Grenzen
der SMA Bindungsassays auf. Die hydrophobe Oberflache, die fur die Etablierung
und Stabilisierung der Monolayer sorgt, ist ebenfalls ein Ziel flir extrem

hydrophobe Verbindungen. Vancomycin selbst beispielsweise verankert sich
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kaum auf der Oberflache. Vancomycin-TAMRA hingegen verankert sich nahezu
genauso gut wie LIPODOT-Rhodamin auf der hydrophoben Oberflache.

Unter Berucksichtigung dieser ,Einschrankung®, der viele andere Assays ebenfalls
unterliegen, kann man davon ausgehen, dass hydrophobe Bindungspartner wie
beispielsweise = Membranproteine mit Transmembranhelices oder kleine
hydrophobe Molekile mit hoher Wahrscheinlichkeit unspezifisch mit der

hydrophoben Assay Plate interagieren und so eine Messung unterbinden.

5.1.13 Ansatze zur Einzelbead-Analytik

Bei einer Split & Mix Kollektion weil3 man aufgrund des Herstellungsprozesses
nicht, welche Verbindung sich auf welchem Bead befindet. Man weil} nur, dass auf
jedem Bead genau eine Verbindung zu finden ist. Bindet nun auf einem LIPODOT
ein Target, so kann man durch die Allokation das zugehorige Bead ermitteln. Es
stellte sich nun die Frage, ob es moglich ist ein einzelnes Bead wieder-

zugewinnen und so evil. eine Analytik durchfuhren zu kénnen.

5.1.13.1 Wiedergewinnung eines Beads

Ublicher Weise wird eine Strukturbestimmung direkt vom Bead durchgefiihrt.
Hierfir werden die Beads beispielsweise mit einem FACS-Gerat (Fluorescence
assisted cell sorter) oder einem Bead-Picker in einzelne Behaltnisse transferiert,
die Verbindung vom Bead abgespalten und dann analysiert.

Die verwendeten 20 pm durchmessenden Beads konnten nicht mit
konventionellen Methoden wiedergewonnen werden. Daher wurde ein
Lasermikrodissektor fur die Wiedergewinnung eines einzelnen Beads
.zweckentfremdet” (Abb.5.106).

Da der Lasermikrodissektor uber einen baugleichen X-Y-Tisch wie das
Fluoreszenzmikroskop verfugt, konnen alle Koordinaten der Allokation direkt
verwendet und so jedes einzelne Bead aufgefunden und wiedergewonnen
werden. Mehrere Beads wurden so manuell wiedergewonnen und stehen fur eine

klassische Strukturanalytik zur Verfliigung.
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Abb.5.106: Wiedergewinnung eines einzelnen Beads
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Auf der Carrier Plate (links oben) wurde ein einzelnes Bead markiert (rechts oben). Mit
dem Laser des Mikrodissektors wurde entlang der Markierung (rot) der Kunststoff der
Carrier Plate verdampft (links mitte). Mit einem starken Laserimpuls wurde das Bead
aus der Carrier Plate herauskatapultiert (rechts mitte). In einem Eppendorf-Cup (links
unten) wurde das Bead (Mitte des griinen Kreises) dann aufgefangen und kann so fiir
die Strukturanalytik verwendet werden. Mittels Fluoreszenz (rechts unten) konnte das
Bead einfacher im Eppendorf-Cup entdeckt werden.
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5.1.13.2 Teil-Dekonvolution durch Ortsinformation

Entsprechend der Kompartimentierung der Carrier Plates der vierten Generation
kann mit Hilfe der Allokation nicht nur jedes Bead jedem LIPODOT zugeordnet
werden, sondern auch die Teilkollektion Uber die X- und Y-Koordinaten berechnet
werden. Hierfur benotigt man nur die Koordinaten der Allokation und den mittleren
Abstand der Wells einer 384er Mikrotiterplatte.

Anhand der Koordinaten kann so das Kompartiment bestimmt werden und uber

diese Ortsinformation wird eine Teil-Dekonvolution erreicht.

5.1.14 Eine Carrier Plate — viele Assay Plates

Prinzipiell kann eine Carrier Plate mehrfach zum LIPODOT-Transfer auf eine
Assay Plate verwendet werden. Unter Berucksichtigung der Beladung von 1 pmol
Verbindung pro Bead und der Flachendichte von 1,5 LIPODOT-Verbindungen pro
nm? bendtigt man fiir einen 12 ym durchmessenden LIPODOT etwa 220 attomol
LIPODOT-Verbindungen. Somit waren rein theoretisch einige tausend Assay
Plates aus einer Carrier Plate herstellbar.

Allerdings nimmt die Kreuzkontamination durch Diffusion der LIPODOT-
Verbindungen von einem Bead zum anderen kontinuierlich im Laufe der Zeit zu.
Durch die manuellen Prozesse und den teilautomatisierten Ubertragungsschritt
konnten im jetzigen Stadium der Entwicklung zwischen 2 und 8 Assay Plates von
einer Carrier Plate hergestellt werden (Abb.5.107 und Abb.5.108), bis die
Kreuzkontaminationen zu stark wurden (ca. 15 min nach Beginn des ersten
Transfers).

Bei vollstandiger Automatisierung der Ubertragung von der Carrier Plate zur Assay
Plate und damit entsprechender Zeiteinsparung konnten deutlich mehr Assay

Plates mit einer Carrier Plate hergestellt werden.
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Abb.5.107: Carrier Plate und 4. Assay Plate
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Die Carrier Plate (oben) enthielt Beads mit LIPODOT-Fluorescein, LIPODOT-Rhodamin
und der LIPODOT-Ankerverbindung. Rechts auf der Carrier Plate befand sich eine
Kontamination (dinne Faser), die den LIPODOT-Transfer verhinderte. Die 4. Assay
Plate (unten) zeigt sehr deutlich LIPODOT-Rhodamin (rot). Der blaue Kreis markiert
einen ,besonderen“ LIPODOT, da er auf der Carrier Plate scheinbar keine
Entsprechung findet (vergleiche hierzu Abb.5.108).
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Abb.5.108: 7. und 10. Assay Plate der Carrier Plate aus Abb.5.107

Die 7. Assay Plate (oben) erklart (hellblauere Kreis), warum die 4. Assay Plate
(Abb.5.107 unten) einen ,unerklarlichen roten LIPODOT besitzt, der nicht auf der
Carrier Plate (Abb.5.107 oben ) zu finden war. Beim Transfer bleiben selten Beads auf
der Assay Plate haften und I6sen sich so aus der Carrier Plate. Das ,verlorene” Bead
erzeugte dementsprechend noch auf der 4. Assay Plate einen roten LIPODOT, aber
nicht mehr auf der 10. Assay Plate (unten). Zudem waren auf der 10. Assay Plate die
LIPODOTs deutlich schwacher, was durch eine langere Belichtungszeit kompensiert
wurde.
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Bisher konnten manuell maximal ein Dutzend Assay Plates von einer Carrier Plate

hergestellt werden.

5.1.15 Bindungsassays mit der B-Tetrapeptid-Kollektion

Von den 5 Carrier Plates mit der B-Tetrapeptid-Kollektion wurden jeweils 9 Assay
Plates hergestellt. Somit standen 9 Satze mit allen 289 Teilkollektionen zur
Verfligung.

Ein Satz der Kollektion wurde nach dem Blocken mit 2% BSA und 2% TopBlock
mit einem biotinylierten Rezeptor inkubiert und die Biotinylierung mit einem
Streptavidin-QDot detektiert. Entsprechend der Kompartimentierung der Carrier
Plates konnten die Transferkontrolle (Abb.5.109 oben links), die Biotinkontrolle
(Abb.5.109 oben rechts) sowie spezifische Bindungen im Bereich der

Teilkollektionen (Abb.5.109 je unten) nachgewiesen werden.

Abb.5.109: Aufnahmen verschiedener Kompartimente einer Assay Plate

LIPODOT-Rhodamin (rot) und Streptavidin-QDots (griin) erzeugten die Fluoreszenz.
Die Transferkontrolle (links oben) bestand nur aus LIPODOT-Rhodamin. Die
Biotinkontrolle (rechts oben) enthielt LIPODOT-Biotin und LIPODOT-Rhodamin. In allen
Teilkollektionen (links und rechts unten) befand sich LIPODOT-Rhodamin. Anbindung
von QDots in diesen Bereichen zeigten eine spezifische Interaktion mit dem
biotinylierten Rezeptor.
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5.1.16 Abbildungen von Assay Plates und Carrier Plates

In diesem Bereich sind noch einige Aufnahmen (Abb5.110 bis Abb.5.112)

untergebracht, die besonders sehenswert sind.

Abb.5.110: Rhodaminfluoreszenz einer Carrier Plate

Die LIPODOT-Rhodamin Beads leuchten hell auf. LIPODOT-Fluorescein Beads
leuchten schwacher auf. Interessanter Weise verhalten sich die Beads mit LIPODOT-
Ankerverbindung wie Kristallkugeln und spiegeln das Licht der LIPODOT-Rhodamin
Beads entsprechend wider.
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Abb.5.111: Aufnahmen einer Carrier Plate

Diese Aufnahme entspricht ca. 4 x 2 mm und enthalt knapp 30.000 Beads. Solche
Randzonen einer Carrier Plate wurden stets als signifikante Bereiche ausgewahlt. Um
die Allokation durchzufiihren, wurden von einem Bead die exakten Koordinaten
bestimmt.
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Abb.5.112: Aufnahmen der allokierten Assay Plate

Die Allokation funktioniert so ahnlich wie ein ,Suchspiel® in einer Zeitschrift. Man
vergleicht zwei Bilder (hier Abb.5.112 und 5.111) miteinander und sucht signifikante
identische Muster. Beispielhaft wurden mit dem gelben Kreis zwei griine und ein roter
Punkt markiert. Diese stammen von den drei Beads (im gelben Kreis) aus Abb.5.111.
Die Allokation erlaubt es nun jedem Punkt das entsprechende Bead zuzuordnen. Der
Leser sei hier aufgefordert selbst einige Zuordnungen zu finden (insgesamt sind etwa
30.000 Zuordnungen moglich).
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5.1.17 Mikroarrayscanner und LIPODOTs

Heutige Mikroarrayscanner bieten im Normalfall eine Auflésung von 10 ym pro
Pixel. Damit ist es in keinster Weise moglich, einen LIPODOT quantitativ auf
Fluoreszenz zu erfassen.

Die Firma Biorad bietet seit Mitte 2004 Mikroarrayscanner ®°! mit 2 um Auflésung
an und erklarte sich bereit, eine entsprechende Mikrostruktur zu vermessen. Da
die SMA LIPODOT-Arrays zu ,unregelmafig“ sind, wurde eine gestempelte Probe
an Biorad verschickt. Der Stempel enthielt Strukturen zwischen 5 und 50 ym und
erlaubte somit eine Abschatzung der Strukturauflosung und Erfassungs-

genauigkeit des Scanners (Abb.5.113).
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Abb.5.113: Scanneraufnahme von Biorad eines gestempelten Mikroarrays

Das Mikroarray wurde mit LIPODOT-Rhodamin auf eine hydrophobe Oberflache
gestempelt und mit einem Minirad Mikroarrayscanner mit 5 ym (oben) und 2 ym (unten)
aufgenommen. Strukturen mit der GréRe von LIPODOTs sind weil3 markiert. Eine
Auflésung mit 5 ym war unscharf und bei 2 ym Auflésung zeigten sich Lauffehler
(verzittertes Bild) des Scanners.

Man sah, dass 5 ym Auflésung nicht ausreichten, um einzelne LIPODOTs zu
identifizieren. Bei 2 ym zeigt sich ein Lauffehler des Scanners wahrend der
Aufnahme. Es lieBen sich Strukturen in der GroRe von LIPODOTs zwar noch

identifizieren (Abb.5.113), aber nicht mehr quantifizieren.
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Bei einer Geratevorfiihrung eines Axon-Scanners der Firma Biozym ergab sich die
Moglichkeit, ein gestempeltes Array mit einer Fluoreszenzkontrolle (Abb.5.114)

und einem Bindungsassay gegen LIPODOT-Biotin, das 1:100 mit LIPODOT-
Ankerverbindung verdlinnt wurde, zu scannen.
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Abb.5.114: Scanneraufnahme eines gestempelten Mikroarrays mit einem Axon-Scanner

Das Mikroarray wurde mit LIPODOT-Rhodamin auf eine hydrophobe Oberflache

gestempelt und mit 5 ym Auslésung erfasst. Strukturen mit der Gréfle von LIPODOTs
sind weild markiert.

Leider besitzt der Scanner nur eine Auflosung von 5 ym pro Pixel, was sich
deutlich bei den kleinen Strukturen durch eine entsprechende Konturunscharfe
und ein Moiré-Muster zeigte. Allerdings verfligte der vorgestellte Scanner Uber
eine exzellente Optik und Signalverstarkung. Dieser konfokale Scanner besitzt
zudem die technische Moglichkeit, in einem bestimmten Abstand ober- oder
unterhalb zu scannen. Daher wurde eine Carrier Plate 10 ym oberhalb der
Oberflache gescannt (Abb.5.115). Da das Gerat zur freien Verfligung stand, wurde
versuchsweise eine Carrier Plate und eine Assay Plate (Abb.5.116) eingescannt.
Beide Plates zeigten im Rhodaminkanal eine Fluoreszenz, die zu einem
Ubersteuern der Photomultiplier fihrte. Diese wurden dann im unteren nicht-
linearen Messbereich betrieben, um keine Sattigung zu erhalten. Bei der Carrier
Plate war ein Sattigungssignal nicht zu umgehen (Abb.5.115).
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Abb.5.115: Scanneraufnahme (Axon, Biozym) im Fluoresceinkanal einer Carrier Plate
Die Aufnahme des Fluoresceinkanals zeigt Rhodaminbeads (hell) und Fluorescein-
beads (dunkel). Erstaunlicherweise war die Fluoreszenz der Rhodaminbeads extrem
stark. Zudem strahlen die Beads so stark, dass sie wie eine Multilayer erscheinen. Im
Rhodaminkanal waren die Beads nicht zu vermessen.

Abb.5.116: 2-Kanal-Scanneraufnahme (Axon, Biozym) einer Assay Plate

Das Rhodaminsignal konnte aufgrund seiner Starke nicht mehr erfasst werden. Daher
erscheinen alle LIPODOTs grin. Weiterhin erlaubt die Auflésung des Scans weder eine
Quantifizierung noch eine Identifizierung der LIPODOTs.
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Unter identischen Aufnahmebedinungen wurde ein Protein-Mikroarray”
vermessen. Hier zeigte sich, dass die Fluoreszenzintensitat der Kontrollspots
(Abb.5.117) um den Faktor 80 bis 400 schwacher war als das Signal der
LIPODOTs.

Abb.5.117: Scanneraufnahme (Axon, Biozym) eines konventionellen Protein-Mikroarrays

Das Protein- und Antikorper-Mikroarray zeigte ein 80 bis 400-fach schwacheres
Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den Einstellungen und Intensitaten der LIPODOTs.

Im Vergleich zu den Mikroskopaufnahmen zeigte sich sehr deutlich, dass heutige
Scanner aufgrund der Auflosung noch nicht in der Lage sind, Statistische
Mikroarrays zu erfassen. Ebenfalls konnte eine Carrier Plate nicht hoch genug
aufgeldst werden. Zur Einzelidentifikation von Beads auf der Carrier Plate wirde
man eine Auflésung von 1 pum bendétigen. Interessanterweise ist die
Fluoreszenzintensitat so hoch, dass ein Filter fur die Aufnahmen verwendet
werden musste. Bei 5 ym Aufldsung bendtigten die Scanner ca. 45 min fur ein
Zweikanal-Bild. Bei 1 ym Aufldsung waren dies knapp 19 h. Zudem ist mit einem

Scanner keine Allokation méglich.

* Herstellung und Assaydurchfiihrung durch Oda Stoevesandt (Arbeitskreis Priv. Doz. Brock,
Tlbingen)
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5.1.18 Zusammenfassung der LIPODOT-Ergebnisse

Unter der Pramisse, dass die Herstellungszeit unabhangig von der Anzahl der zu

transferierenden Verbindungen sein sollte, wurde eine Methode zur Herstellung

eines Mikroarrays entwickelt.
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Eine chemische Ankerverbindung des Lipopeptids der Struktur Pam3Cys-
SKs3K(B-Ala-B-Ala-NH,)-NHMe wurde mit einen photolabilen Linker auf
monodispersen 20 um Beads synthetisiert.

An der Aminogruppe des [B-Ala der Ankerverbindung konnten weitere
Synthesen  durchgefihrt werden. Es wurden sowohl einzelne
Verbindungen, als auch komplette Verbindungskollektionen auf dieser
Ankerverbindung synthetisiert.

Die Beads wurden zu einer Monolayer auf einer Carrier Plate aufgeklebt
und so ein statistisches Bead-Array generiert. Verschiedene Verfahren zur
Herstellung der Monolayer und einer strukturierten Monolayer wurden
etabliert.

Beim LIPODOT-Transfer wurden die Verbindungen auf den Beads durch
UV-Licht freigesetzt und von den Beads auf der Carrier Plate auf eine
Assay Plate Ubertragen. Jedes Bead erzeugte dabei eine kreisformige
Flache (LIPODOT), auf der sich die Verbindung verankerte, wodurch ein
Statistisches Mikroarray entstand. Fur den Transfer wurden entsprechende
Apparaturen und Methoden entwickelt.

Die erzeugten Mikroarrays auf den Assay Plates und das Bead-Array auf
der Carrier Plate wurden mittels einer Allokation einander zugeordnet, so
dass jedes Bead dem entsprechenden LIPODOT zugeordnet und so ein
internes Koordinatensystem etabliert werden konnte.

Mittels Silanisierung wurden hydrophobe Oberflachen erzeugt, die als
Assay Plate verwendet werden konnten. Es ist anzunehmen, dass die
Pam3;Cys-Gruppe eine molekulare Monolayer auf der Assay Plate
Oberflache mit 1,5 Molekiilen pro nm? erzeugt.

Verschiedene Verbindungen wurden als Statistisches Mikroarray auf Assay
Plates Ubertragen und Bindungsassays durchgefuhrt. Die Protokolle der
Bindungsassays wurden fur die hydrophobe Oberflache optimiert und

spezifische Anbindungen von Streptavidin, Antikdrpern und Vancomycin



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

konnten nachgewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse waren identisch
zu  herkdbmmlichen  Mikroarrays und Bindungsassays, die an
softlithographischen Mikrostrukturen durchgefuhrt wurden.

e Anhand einer Fluoreszenzverdinnungsreihe wurde gezeigt, dass sich die
Bindung auf einem LIPODOT quantifizieren lasst.

e Es wurden so innerhalb von 15 Sekunden bis zu 83.526 Verbindungen
einer Tetrapeptid-Kollektion mittels eines LIPODOT-Transfer auf eine
Assay Plate Ubertragen und damit ein Statistisches Mikroarray mit bis zu
1,3 Millionen LIPODOTs erzeugt. Die Dauer des Transferschrittes ist
hierbei komplett unabhangig von der Anzahl der Verbindungen, der Beads,
der Redundanz und der GrdlRe und Form der Carrier Plate. Der
Transferprozess wurde mehrfach wiederholt und so von jeder Carrier Plate
bis zu 10 chemische Kopien als Assay Plates hergestelit.

e Die Detektion der Bindung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop, da
eine Auflésung von mind. 2 pm pro Pixel bendtigt wurde, um das
Statistische Mikroarray abzubilden. HandelslUbliche Mikroarrayscanner
besitzen zwischen 5 und 10 ym pro Pixel Auflésung und erwiesen sich als
ungeeignet.

e Aus der Carrier Plate konnten gezielt einzelne Beads wiedergewonnen

werden und stehen so einer Analyse zur Verfligung.

Insgesamt ist die Dauer des LIPODOT-Transfers unabhangig von der Zahl der
verwendeten Verbindungen. Es entsteht dabei ein Statistisches Mikroarray mit
12 um durchmessenden Dots und bis zu 200.000 Verbindungen pro cm?.
Bindungsassays lassen sich auf diesen Oberflachen vergleichbar zu
Standardtechniken durchfihren und sind ebenfalls mit einem herkdmmlichen
Fluoreszenzmikroskop auszulesen.

Statistische Mikrorarrays mit bis zu 1,3 Millionen LIPODOTs und nahezu 84.000
Verbindungen lassen sich so innerhalb von Sekunden aus einer Carrier Plate

herstellen.
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5.2 Diffusionsvorrichtung

Die Diffusionsvorrichtung wurde entwickelt um einen Zwei-Komponenten-Assay
mit so wenig Pipettierschritten wie nétig und so viel Information aus einem

zellularen Assay wie maoglich zu gewinnen.
5.2.1 Design der Diffusionsvorrichtung

Erste Experimente zu einer Erzeugung eines Gradienten Uber Diffusion wurden
mit einer Nanotiterplatte durchgefuhrt. Unter die Nanotiterplatte (15x15 mm) wurde
eine Agarosematrix gelegt und an den jeweils gegenuberliegenden Ecken ein
Tropfen einer Fluorophorlésung pipettiert. Sobald der Diffusionsgradient die
Agarose durchtrankt hatte, wurde sie abgenommen und die Fluoreszenz der
Nanotiterplatte vermessen (Abb.5.118). Entsprechend diesem Ansatz wurde
schon vor Beginn der Doktorarbeit ein Patent von der Firma EMC microcollections

GmbH, Tibingen, angemeldet 203671
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Abb.5.118: Patent zur Gradienterzeugung durch Diffusion (Quelle R. Brock)

Der Gradient wird Uber eine Diffusionsmatrix hergestellt, indem an den gegeniber-
liegenden Ecken jeweils eine Punktquelle einer Verbindung erzeugt wird (jeweils links
unten und rechts oben in der Diffusionsmatrix). Der Patententwurf (links) wurde am
Beispiel von Fluorescein und Rhodamin wurde die Machbarkeit an einer Nanotiterplatte
gezeigt (rechts).

Dieser Vorversuch zeigte schon die Durchfuhrbarkeit, allerdings ist die
Berechnung eines Gradienten, der aus zwei Punktquellen erzeugt wurde, recht
aufwandig. Ein Punkt innerhalb eines zweidimensionalen Gradienten kann

entweder durch die Konzentrationen der einzelnen Komponenten ¢, und ¢, oder
durch das Teilverhadltnis o =c,/(c,+c;) und die Gesamtkonzentration ¢, ,

charakterisiert werden. Wird der Gradient Uber zwei Punktquellen A und B

erzeugt, so ist es nicht moglich alle ¢ und ¢, , (Abb.5.119a) zu erzeugen.
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Verwendet man allerdings zwei ausgedehnte ,lineare* Quellen, die senkrecht
zueinander angeordnet sind, so kann jede Kombination an o und c,,

(Abb.5.119b) erreicht werden.

b)

Abb.5.119: Schematische Darstellung des Gradienten bei unterschiedlichen Quellen

Die Verwendung von Punktquellen (a) ergibt einen Gradienten aus kreisformigen
Konzentrationshdhenlinien. Dabei ist eine Halfte des Gradienten spiegelsymmetrisch
zur anderen. Ausgedehnte ,lineare“ Quellen, die im rechten Winkel zueinander
angeordnet sind, erzeugen einen Gradienten, dessen einzelne Konzentrations-
Hohenlinien sich senkrecht schneiden (b).

Daher wurde eine Diffusionsvorrichtung entworfen, die Uber zwei ,lineare* Quellen
verfugt, die rechtwinklig zueinander angeordnet sind. Die Vorrichtung ist
passgenau fur ein Well einer 12-Well-Platte (Abb.5.121) und besitzt im Inneren
eine freie Flache, Uber die der Gradient zuganglich ist. Mit einem ,Deckel“ kann
ein Siebdrucknetz in die Vorrichtung eingespannt werden (Abb.5.120). Dieses
Netz ist flr den unter Kapitel 4.4.4.2 beschriebenen Siebdruck-ELISA essentiell.

it

Abb.5.120: Zusammenbau einer Diffusionsvorrichtung

Die Diffusionsvorrichtung besteht aus einem Deckel, der Vorrichtung und einem
Siebdrucknetz (links). Nachdem das Sieb eingelegt wurde (mitte) wird der Deckel
eingesetzt (c) und verschraubt (rechts), wodurch das Siebdrucknetz fixiert ist.

233



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abb.5.121: Diffusionsvorrichtungen in einer 12-Well-Platte
Durch die Anpassung der Diffusionsvorrichtung an eine 12-Well-Platte sind parallele

Versuchsdurchfiihrungen maglich.
Die 12-Well-Platte wurde mit Diffusionsmatrix (Agarose oder Gelatine) vorbefullt
und die Vorrichtungen eingesetzt. Uber die beiden Zugabeschlitze wurde jeweils
die Losung einer Verbindung zugegeben, die dann in die Diffusionsmatrix

einsickerte und den Gradienten aufbaute (Abb.5.122).
D -

——— —

Abb.5.122: Aufbau des Gradienten

In die beiden Schlitze wurden Rhodamin- und Fluorescein-Lésung zugegeben (a). Nach
16 Stunden bei Raumtemperatur (b) zeigte sich schon sehr deutlich der zwei-
dimensionale Gradient. Je nach verwendeten Diffusionsverbindungen wurden unter-
schiedlich lange Diffusionszeiten gewahlt. Der Gradient wurde mittels Fluoreszenz
ermittelt.

Fur die Erfassung des Gradienten wurde die 12-Well-Platte in eine Halterung
eingespannt und der Gradient durch den Boden der Platte hindurch vermessen.
Hierdurch ergaben sich Vorzugsrichtungen fir die Datenerfassung in Richtung der
x- und y-Bewegung des Mikroskoptisches. Ist eine Diffusionsvorrichtung
gegenuber der anderen ,verdreht, so entstehen augenscheinlich zwei
unterschiedliche Gradienten (Abb.5.123). Entsprechend Kapitel 5.1.8 konnte auch
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hier wieder Uber die Position der Schraublécher in der Diffusionsvorrichtung eine
Allokation durchgefiuihrt werden. Berlcksichtigt man diesen Drehwinkel ergaben
sich nahezu identische Gradienten.
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Abb.5.123: Vermessung von Gradienten

Mit zwei Diffusionsvorrichtungen wurde ein Gradient (x-Richtung) in 2% Agarose fiir 8 h
aufgebaut und dieser fiir 2 verschiedenen y-Positionen vermessen. Es zeigte sich eine
hohe Reproduzierbarkeit innerhalb einer Vorrichtung. Wurde die ,Verdrehung® einer
Vorrichtung gegenuber der anderen mittels einer Allokation berticksichtigt, ergaben sich
nahezu identische Gradienten.

Deutlich einfacher ist jedoch die Verwendung einer Einsetzhalterung™ (Abb.5.124)

mit der die Diffusionsvorrichtungen definiert in die 12-Well-Platte eingesetzt
werden.

Abb.5.124: Einsetzvorrichtung fiir die Diffusionsvorrichtungen

Erste Plane von Alexander Ganser zur parallelen Ausrichtung und einem Einsetzen auf
gleicher Hohe aller Diffusionsvorrichtungen wurden modifiziert, um zusatzlich eine
automatische Zentrierung der Diffusionsvorrichtungen zu erhalten (links). Hierdurch
konnten die Diffusionsvorrichtungen reproduzierbar genau eingesetzt werden und
nahezu identische Gradienten wurden erzeugt (rechts).

* Grundidee von Alexander Ganser (Arbeitskreis Priv. Doz. Brock, Tibingen)
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Mit dieser Einsetzhalterung konnten Gradienten (Abb.5.125) zwischen einzelnen

Diffusionsvorrichtungen direkt miteinander verglichen werden.
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Abb.5.125: Vergleich der Fluoreszenzgradienten verschiedener Diffusionsvorrichtungen
Es wurde jeweils mit Rhodamin ein Gradient mit 2% Agarose fir 16 h in 6

Diffusionsvorrichtungen erstellt und vermessen. Durch die Einsetzvorrichtung kdnnen
diese direkt miteinander verglichen werden.
Erste Versuche zeigten, dass bei der zeitgleichen Verwendung von Rhodamin und
Fluorescein die Fluoreszenzgradienten, je nach Abstand zum Zugabeschlitz des

jeweils anderen Fluorophors, voneinander abwichen (Abb.5.126).
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Abb.5.126: Fluoreszenzverlauf bei zeitgleicher Diffusion mit Rhodamin und Fluorescein

In Agarose wurden je 3 Gradienten an unterschiedliche Positionen im Bezug auf den
Zugabeschlitz des jeweils anderen Fluorophors gemessen (3, 6 und 9 mm Abstand). Es
zeigte sich, dass die Fluorescein-Gradienten besonders deutlich voneinander abwichen.

Dieses Ergebnis widersprach auf den ersten Blick der Theorie der unbeeinflussten
Diffusion. Jedoch ist zu beachten, dass ein Fluoreszenzsignal nur bedingt der

,wahren® Konzentration entspricht.
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5.2.2 Kalibrierung der Fluoreszenz zur Konzentration

Zur Quantifizierung der Konzentrationen im Gradienten anhand der Fluoreszenz
und zur Bestimmung von Diffusionskonstanten innerhalb der Diffusionsmatrizen

wurde eine Kalibrierung® vorgenommen.

5.2.2.1 Kalibrierung der Konzentrationen einzelner Fluorophore

Zur Untersuchung der Beeinflussung der Fluoreszenz durch die Diffusionsmatrix
wurden je 100 ul der Diffusionsmatrix in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt
und fluorophorhaltige Ldsungen hinzugegeben. Nach 48 h war die Matrix
homogen mit dem Fluorophor durchtrankt (Abb.5.127) und wurde entsprechend

Kapitel 4.4.5 vermessen.

Abb.5.127: Konzentrationsreihe zur Erfassung der Fluoreszenz

Fluorescein und Rhodamin wurden auf verschiedene Diffusionsmatrizen pipettiert, fur
48 h inkubiert und die Fluoreszenz vermessen.

Die Fluoreszenz der Konzentrationsreihe mit Fluorescein (Abb.5.128) und
Rhodamin (Abb.5.129) wies mit Agarose, unabhangig von der Agarose-
konzentration und unterschiedlichen Puffern, eine hohe Reproduzierbarkeit auf
und war nahezu identisch zu den in Wasser geldsten Fluorophoren.

Die Fluoreszenz der Konzentrationsreihe mit Fluorescein (Abb.5.128) und
Rhodamin (Abb.5.129) wies mit Gelatine jedoch abhangig von der
Agarosekonzentration und unterschiedlichen Puffern, deutliche Unterschiede zu
dem in Wasser geldsten Fluorophor auf.

* Mitarbeit und unabhangige Zweitkalibrierung zu Vergleichszwecken von Alexander Ganser
(Arbeitskreis Priv. Doz. Brock, Tubingen)
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Abb.5.128: Konzentrationskalibrierung von Fluorescein in unterschiedlichen Medien

Die Intensitdt einer Fluorescein-Konzentrationsreihe in verschiedenen Diffusions-
matrizen wurde aufgenommen. Agarose zeigte einen Intensitatsverlauf entsprechend
des in Wasser gelosten Fluoresceins. Gelatine erzeugte dagegen ein deutlich
abweichendes schwacheres Signal.
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Abb.5.129: Konzentrationskalibrierung von Rhodamin in unterschiedlichen Medien
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Die Intensitat einer Rhodaminkonzentrationsreihe in verschiedenen Diffusionsmatrizen
wurde aufgenommen. Agarose zeigte einen Intensitatsverlauf ahnlich zu in Wasser
geléstem Rhodamin. Gelatine erzeugte dagegen ein deutlich abweichendes und vor
allem hoheres Signal.
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Beide Fluorophore zeigten unabhangig vom Medium fir hohe Konzentrationen ein
deutliches Quenching, das besonders stark bei Rhodamin zum Tragen kam.
Beispielsweise lieferte die Konzentrationen von 10 yg/ml und 700 pg/ml Rhodamin
in Wasser ein nahezu identisches Signal.

Besonders bemerkenswert war die Abschwachung des Fluoresceinsignals und die
Verstarkung des Rhodaminsignals in Gelatine im Vergleich zur wassrigen Losung
der Fluorophore. Mit zunehmender Gelatine- und Pufferkonzentration verstarkt
sich dieser Effekt und es ist daher anzunehmen, dass Gelatine als ,FRET-Partner®
fur beide Fluorophore dient. Es wirkt als Akzeptor flr Fluorescein und als Donor
fur Rhodamin.

Aufgrund der hoheren Reproduzierbarkeit und der stabileren und wenig
beeinflussten Fluoreszenz wurde fur weitere Untersuchungen Agarose als
Diffusionsmatrix eingesetzt. Fur die Kalibrierung der Konzentration anhand der
Fluoreszenzintensitat wurden alle Messwerte gemittelt (Abb.5.130) und fir alle

weiteren Konzentrationsberechnungen verwendet.
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Abb.5.130: Konzentrationskalibrierung fiir Diffusion in Agarose

Diese Kalibrierung wurde fir die Berechnung der Konzentrationen anhand der
gemessenen Fluoreszenz verwendet.

Diese Fluoreszenzkalibrierung kann damit auf jedes beliebige Fluoreszenz-
Mikroskop Ubertragen werden, indem drei Konzentrationen des Fluorophors und
ein Leerwert in wassriger Losung vorgelegt und vermessen wurden. Das so
erhaltene Fluoreszenzsignal wird, unabhangig von der GroRe der Messzonen,

dem Auswertungsprogramm, der Inhomogenitaten des Strahlengangs oder der
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Intensitat der Quecksilberdampflampe, mit einem konstanten Faktor «
multipliziert, so dass alle 3 Intensitaten mit der Kalibrierung Ubereinstimmen. Fur
jeden der ,neuen” Intensitatswerte wird entsprechend Abb.5.130 die zugehdrige

Kalibrierungsintensitat entnommen und « berechnet.

IKalibriemng _ ]Kalibrierung
Leerwert

K=

Messung Messung
I - I Leerwert

So konnen alle weiteren Intensitaten berechnet werden.

berechnet __ Messung Messung Kalibrierung
I =K (I ] Leerwert ) + [ Leerwert

Anhand von 3 verschiedenen Fluoreszenzmikroskopen wurde diese Kalibrierung
nachgepruft (Abb.5.131).
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Abb.5.131: Anwendung der Kalibrierung auf unterschiedliche Mikroskope
Ein Leica DMI 4000B , ein Zeiss Axiovert 200 M und ein Nikon TE2000 wurden

verwendet, um die Gerateunabhangigkeit der Kalibrierung anhand eines Fluorescein-
Gradienten nachzuweisen. Nach Rekalibrierung der Kurven mit dem
Umrechnungsfaktor (korr) sind alle ermittelten Gradienten nahezu identisch.
Somit kann an jedem Fluoreszenzmikroskop mit jedem Grafikprogramm, das die
mittlere Pixelhelligkeit berechnen kann, anhand des Fluoreszenzsignals die

Konzentration des Fluorophors berechnet werden.

5.2.2.2 Parallele Kalibrierung zweier Fluorophore

Um die gegenseitige Beeinflussung zweier Fluorophore in Abhangigkeit von ihrer
Konzentration zu erfassen, wurden 96-Well-Mikrotiterplatten mit je 200 ul Agarose
beflllt und jeweils 5 pl einer Fluorophor-Mischung aus Rhodamin und Fluorescein
zugegeben. Dieser ,kinstliche 2D-Gradient® wurde dann separat fur den
Fluoresceinkanal (Abb.5.132) und den Rhodaminkanal (Abb.5.133) ausgewertet.
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Abb.5.132: Fluoresceinsignal des ,,kiinstlich pipettierten 2D-Gradienten”
Fir verschiedene Fluorescein- und Rhodaminkonzentrationen wurde die Fluoreszenz
des Fluoresceins vermessen. Die Intensitdt bezieht sich auf ein Pixel und eine
Millisekunde Bilderfassung. Fir Rhodaminkonzentrationen gréfRer als 10 ug/ml wurde
das Fluoresceinsignal deutlich gequencht.
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Abb.5.133: Rhodaminsignal des ,kiinstlich pipettierten 2D-Gradienten“

Fir verschiedene Fluorescein- und Rhodaminkonzentrationen wurde die Fluoreszenz
des Rhodamins vermessen. Die Intensitat bezieht sich auf ein Pixel und eine
Millisekunde Bilderfassung. Nur fiir die héchste Fluoresceinkonzentration von 200 ug/ml
wurde das Rhodaminsignal deutlich gequencht.

Die Werte zeigten, dass sich die Fluorophore in ihrer Fluoreszenz gegenseitig

jeweils konzentrationsabhangig beeinflussen.
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5.2.3 Vermessung des 2D-Diffusionsgradienten

Mit den Werten der Kalibrierung wurden die Messwerte aus Abb.5.126 in
Konzentrationen umgerechnet (Abb.5.134) und ein 2D-Gradient aus Fluorescein
(Abb.5.135) und Rhodamin (Abb.5.136) vermessen.

160 ] —@— Fluorescein 9 mm
P —@— Fluorescein 6 mm
1404 = Fluorescein 3 mm
| N —<@— Rhodamin 9 mm
£ 1204 *~ ¢ Rhodamin 6 mm
=) i - e Rhodamin 3 mm
S 100 - WO
{ o i Y 1
o SN\
= 80— x\
] . \\v\
— » \
@ 60 - N
N NN
S .01 D
P QN
X 40 - .,\;\
1 e
s
20 \«\. »
- ‘Nﬁv-ﬁ—‘."’\/r-“_
0 N~
T T T T T - T M ]
2 4 6 8 10

Abstand vom Zugabeschlitz in mm

Abb.5.134: Konzentrationsverlauf bei zeitgleicher Diffusion mit Rhodamin und
Fluorescein

Die Fluoreszenzwerte aus Abb.5.126 wurden in Konzentrationen umgerechnet. Dabei
wurden sowohl das Selbstquenching und das Quenching von Fluorescein durch
Rhodamin bertcksichtigt. Da Fluorescein stark durch Rhodamin in seiner Fluoreszenz
beeinflusst wird variieren die Konzentrationswerte starker.
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Abb.5.135: Konzentrationsverlauf von Fluorescein in einem 2D-Gradienten

Jeweils 400 pg Fluorescein und 400 yg Rhodamin wurden in die Zugabeschlitze
appliziert und der Gradient nach 24 h vermessen.
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Abb.5.136: Konzentrationsverlauf von Rhodamin in einem 2D-Gradienten

Rhodaminkonzentration

in pg/ml

Jeweils 200 ug Fluorescein und 200 pyg Rhodamin wurden in den Zugabeschlitzen
appliziert und der Gradient nach 24 h vermessen. Der kleine ,Hugel* im gelben Bereich

des Gradienten lie® sich auf eine eingeschlossene Luftblase zurtickflhren.

Somit beeinflussen sich Fluorescein und Rhodamin nicht gegenseitig in ihrer

Diffusion, auch wenn sich ihre Fluoreszenz gegenseitig stort.

5.2.3.1 Die Art der Quelle?

Um die zeitliche Anderung des Gradienten und damit den Konzentrationsverlauf

abzuschatzen zu kénnen, musste geklart werden ob sich das Diffusionsprofil

(Abb.5.137) entsprechend einer endlichen oder unendlichen Quelle verhalt.
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Abb.5.137: Konzentrationsverlauf in der Diffusionsvorrichtung
400 pg Fluorescein wurden in den Zugabeschlitz gegeben, der Gradient wurde nach 48

h ver

messen und die Konzentrationen berechnet. Zusatzlich wurden die Kurven fir eine

endliche und eine unendliche Quelle eingezeichnet.
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Eine Vielzahl von Konzentrationsgradienten verhielt sich in der Nahe der
Zugabeschlitze entsprechend einer endlichen Quelle und fur grof3ere Abstande
jedoch wie bei einer unendlichen Quelle.

Daher wurde der Aufbau des Gradienten zeitlich verfolgt (Abb.5.138) und es
zeigte sich, dass der Gradient sich anfangs wie eine unendliche Quelle verhalt und

dann im Laufe der Zeit zu einer endlichen Quelle wird.
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Abb.5.138: Zeitlicher Aufbau eines Diffusionsgradienten
Anfanglich verhielt sich der Gradient entsprechend einer unendlichen Quelle. Nach ca.

24 h war ein Ubergang zu einer endlichen Quelle zu beobachten.

Diese Beobachtung lasst sich durch die Anwendung der Diffusionsvorrichtung
selbst erklaren. Beim Einpipettieren in den Zugabeschlitz bildet sich anfanglich ein
Gleichgewicht zwischen (Farbstoff-)Molekilen im zugegebenen Lésungsmittel und
(Farbstoff-)Molekulen, die in die Diffusionsmatrix eingedrungen sind. Dieses
Gleichgewicht erzeugt eine konstante Konzentration an der Oberflache und
entspricht somit einer unendlichen Quelle. Wenn samtliche Molekille in die
Diffusionsmatrix eindiffundiert sind, beginnt dort die Konzentration zu fallen und
der Zugabeschlitz ist ,nur noch” eine endliche Quelle.

Solange die Diffusionsvorrichtung sich wie eine unendliche Quelle verhalt, kann

sie daher dazu verwendet werden, Diffusionskonstanten zu bestimmen.
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5.2.3.2 Bestimmung von Diffusionskonstanten

Die Konzentrationsprofile lieRen erkennen, dass innerhalb der Diffusionszeiten
zwischen 3 und 8 h sich die Diffusionsvorrichtung wie eine unendliche Quelle
verhalt. Daher wurden an etlichen Messkurven, die diesen Zeitvorgaben
entsprachen, die Diffusionskonstanten von Fluorescein und Rhodamin bestimmt
(Beispielhafte Vermessung eines Gradienten in Abb.5.139).
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Abb.5.139: Beispiel fiir eine Berechnung der Diffusionskonstanten

Bei gegebener Diffusionszeit (hier 4 Stunden) wurde eine Errorfunktion an den
Konzentrationsgradienten angefittet und hieraus die Diffusionskonstante berechnet.

Die Kurvenanpassungen an die Messungen zeigten durchweg ein R?> 0,999, was
fur die Anwendung der Errorfunktion spricht. Uber alle Messungen hinweg ergab
sich:

Fluorescein D =2,8+0,3*10"" m%s

Rhodamin D=3,0+0,4*10""m?%s

Diese Werte sind den Literaturwerten von D = 2,4*107° m%s fiir Fluorescein und
D=2,8*10""m%s P® in Wasser ahnlich. Somit diffundieren die Farbstoffe
ungehindert durch die Agarosematrix und zudem stellt die Diffusionsvorrichtung
(zusatzlich zur eigentlichen Anwendung) ein effizientes Werkzeug zur Bestimmung

von Diffusionskonstanten kleiner Molekdle dar.
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5.2.4 Der Siebdruck-ELISA

Zur weiteren Anwendung (Abb.5.140) der Diffusionsvorrichtung sollten Zellen auf
dem Gradienten aktiviert und diese Aktivierung nachgewiesen werden. Fur den
Nachweis der Aktivierung wurden Siebdrucknetze verwendet, auf denen ein
ELISA-Test durchgefuhrt wurde.

a) )
o d
Y Vo 9
o O~ 4
b) d)
¥

Abb.5.140: Siebdruck-ELISA mit IL8

Ein Siebdrucknetz (a) wird mit Antikrpern gegen IL8 beschichtet und befindet sich auf
dem Gradienten. Zellen (b) werden ausgesat und nehmen die Molekiile des Gradienten
auf. Reagieren die Zellen auf die Molekiile des Gradienten, schiitten sie IL8 aus, das
von den Antikérpern gebunden wird (c). Das Siebdrucknetz wird entnommen und es
wird ein Sandwich-ELISA durchgefihrt. Die Detektion wird mit Antibiotin-Antikdrpern
gelabelter Alkalischer Phosphatase und ELF-97 als Substrat durchgefihrt (d). Das
entstehende Produkt ist fluoreszent und prazipiert auf dem Netz.

Das Siebdrucknetz wird entweder direkt zusammen mit den stimulierten Zellen
oder nachtraglich mit Zelluberstand inkubiert. Danach wird das ausgeschuttete
Antigen wie mit einem herkdbmmlichen ELISA nachgewiesen. Der abschliellende
Detektionsschritt findet mit Alkalischer Phosphatase statt, die ELF-97 umsetzt.
Das entstehende Produkt prazipiert auf der Oberflache des Siebdrucknetzes,
wodurch die ortsaufgeloste Information der einzelnen Netzmaschen erhalten
bleibt. Man konnte den Siebdruck-ELISA daher als hochauflésenden ,Enzyme
Linked Immuno Spot Assay“ (HR-ELISPOT) bezeichnen.

246



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.2.4.1 Zellverteilung

Nach Ausbildung des Gradienten wurde eine Zellsuspension in den mittleren
Offnungsbereich der Diffusionsvorrichtung pipettiert. Es zeigte sich, dass durch
mehrfaches Aufziehen und Ausspllen der Zellsuspension mit einer Pipette eine

gleichmafige Verteilung (Abb.5.141) der Zellen erreicht werden konnte.

[

>

20

y-Richtung
y-Richtung

>
x-Richtung x-Richtung

Abb.5.141: Zellverteilung in den Maschen des Siebdrucknetzes

Durch einfaches Einpipettieren (links) entstand eine inhomogene Zellverteilung, die
hauptsachlich durch den Punkt des Einpipettierens bestimmt wurde. Durch mehrfaches
Aufziehen und wieder Aussplilen der Zellsuspension konnte eine deutlich homogenere

Zellverteilung (rechts) erreicht werden.
Im Randbereich der mittleren Offnung der Diffusionsvorrichtung konnte keine
homogene Zellverteilung erreicht werden. Daher wurde dieser Randbereich von

ca. 1 mm Starke bei den folgenden Messungen nicht berticksichtigt

5.2.4.2 Vergleich des Siebdruck-ELISAs mit einem Standard-ELISA

Verschiedene Siebdrucknetze wurden mit einer identischen Menge an IL8
inkubiert und ein ELISA durchgefuhrt, was zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen
fuhrte (Abb.5.142 schwarze Quadrate). Wurde jedoch die GrofRe der Siebdruck-
netze, die Webart, die Drahtstarke und die Maschenweite bertcksichtigt und
daraus das Signal fir 1 cm? effektive Flache berechnet, so ergaben sich kaum

Unterschiede, wie es bei einer identischen IL8-Menge zu erwarten war (Abb.5.142

rote Kreise).
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Abb.5.142: Priméarsignale und flaichenkorrigierte Signale eines Siebdruck-ELISAs

Eine IL8-haltige Probe wurde in 10 Aliquots aufgeteilt und damit ein ELISA mit 10
unterschiedlichen Siebdrucknetzen durchgefiihrt. Die Primarsignale (schwarz) wurden
auf eine effektive Flache von 1 mm? (rot) zurtickgerechnet.

Die Flachenkorrektur zeigte, dass der Siebdruck-ELISA unabhangig von der
Netzgrole und Form reproduzierbare Ergebnisse lieferte. Daher wurden
IL8-haltige Proben parallel mit einem Standard-IL8-ELISA in 96-Well-
Mikrotiterplatten und mit einem Siebdruck-ELISA vermessen. Die Platten und die
Siebdrucknetze wurden identisch behandelt. Es zeigte sich, dass mit dem
Siebdruck-ELISA ein deutlich hoheres Signal (Abb.5.143) generiert wurde.
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Abb.5.143: Vergleich Standard-ELISA und Siebdruck-ELISA gegen IL8

Die Detektion erfolgte Uber einen Streptavidin-HRP und den Umsatz des Substrats
MTB. Die einzelnen Proben wurden direkt vor dem Versuch in 2 Aliquots aufgeteilt. Ein
Aliquot wurde mit einem Standard-ELISA in einer 96-Well-Mikrotiterplatte detektiert. Das
andere Aliquot wurde mit einem Siebdruck-ELISA vermessen.
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Wurde die effektive Flache des Siebs bertcksichtigt, zeigte sich, dass die

Signalgenerierung von einem Siebdruck-ELISA und einem herkdmmlichen

Sandwich-ELISA gleich ausfallt (Abb.5.144).
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Abb.5.144: Vergleich Standard-ELISA und flachenkorrigierter Siebdruck-ELISA

IL8-haltige Proben wurden in 6 Aliquots aufgeteilt und mit jeder ELISA-Technik eine
3-fach Bestimmung durchgefiihrt. Es wurde mit Streptavidin-HRP detektiert und mit

MTB das Signal erzeugt.

Mit einer Konzentrationsreihe wurde die minimale Nachweisgrenze des Siebdruck-

ELISAs auf ca. 10 pg/ml IL8 bestimmt (Abb.5.145).
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Abb.5.145: IL8-Konzentrationsreihe mit einem Siebdruck-ELISA und HRP detektiert

Mit bekannten IL8-Konzentrationen wurde der Siebdruck-ELISA kalibriert. Das erhaltene
Signal entspricht einer effektiven Flache von 1 cm?, was etwa 41 mm? eines Netzes mit

70 uym Drahtstarke und 150 um Maschenweite entspricht.
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5.2.4.3 Der ortsaufgeloste Siebdruck-ELISA

FUr die Vergleichbarkeit eines Siebdruck-ELISAs mit einem Sandwich-ELISA
wurden bisher nur Substrate verwendet, die im umgebenden Medium I6slich und
mittels Extinktion messbar waren. Um jedoch dem Siebdrucknetz eine
ortsaufgeloste  Information entnehmen zu konnen, muss auch die
Substratumsetzung ortsaufgeldst bleiben. Hierfir kommt nur eine Prazipitatbildung
in Frage. Fur das bisher verwendete Streptavidin-HRP war kein entsprechendes
Substrat erhaltlich.

Jedoch ist fur Streptavidin-AP das Substrat ELF-97-Phosphat (Abb.5.146)
erhaltlich, das schon in in subnanomolarer Konzentration als fluoreszentes
Prazipitat ausfallt.

ELF-97-Phosphat

farblos
(Wasserldslichkeit ~20 mM)
0 O
Cl Cl
NH NH
= Cl pZ Cl
N N
. . H
0 Umsetzung mit Alkalischer o)
e Phosphatase (AP)
Na O—P=0 ELF-97-Alkohol
o starke Fluoreszenz
Na' (Wasserloslichkeit ~0,6 nM)
a

Abb.5.146: Enzymatische Dephosphorylierung von ELF-97-Phosphat

Die Phosphatgruppe von ELF-97 unterbindet die Fluoreszenz des aromatischen
Systems und erhoht zugleich die Wasserldslichkeit. Nach Abspaltung des Phosphats
durch Alkalische Phosphatase bildet sich eine interne Wasserstoffbriicke, wodurch die
Loslichkeit drastisch reduziert wird und die Verbindung prazipitiert. Zeitgleich wird das
Produkt ELF-97-Alkohol fluoreszent.

Erste Bindungstests mit Streptavidin-AP zeigten jedoch keine Fluoreszenz. Wurde
ELF-97-Phosphat jedoch direkt mit Streptavidin-AP versetzt, bildeten sich sofort
ca. 1 ym grolde, stark fluoreszente Partikel.

Parallel durchgefiihrte Messungen eines Sandwich-ELISAs gegen IL8 in einer
96-Well-Mikrotiterplatte zeigten ebenfalls keine Bindung, sobald Streptavidin-AP
und ELF-97-Phosphat verwendet wurde.

Berucksichtigt man die Grof3e von Streptavidin mit 85 kD , HRP mit 60 kD und AP
mit 140 kD , koénnte die Anbindung von Streptavidin an das Biotin des
verwendeten sekundaren Anti-IL8-Antikorpers durch das im Vergleich zu HRP

ungleich grof3ere AP sterisch eingeschrankt oder unterbunden sein.
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Diese Hypothese bestatigte sich durch Bindungsmessungen in 96-Well-
Mikrotiterplatten, die mit unterschiedlichen biotinylierten Antikdrpern beschichtet
wurden. Mit jedem der biotinylierten Antikdrper konnte ein hohes Signal mit
Streptavidin-HRP und MTB erzeugt werden.

Jedoch konnte mit keinem einzigen der verfligbaren biotinylierten Antikdrper ein
signifikantes Signal mit Streptavidin-AP und ELF-97-Phosphat erzeugt werden
(Abb.5.147 mitte). Erst mit der Verwendung eines Antibiotin-Antikorpers, der mit
AP gelabelt war, gelang eine deutliche Signalgenerierung (Abb.5.147 links).

Abb.5.147: Signalgenerierung mit ELF-97-Phosphat
Eine Mikrotiterplatte wurde mit biotinylierten Antikdrpern beschichtet. Die Inkubation mit
einem AP-gelabelten Antibiotin-Antikbrper erzeugte mit ELF-97-Phosphat eine
homogen mit Prazipitaten bedeckte Oberflache (links). Bei Inkubation mit Streptavidin-

AP wurden kaum Prazipitate erzeugt (mitte). Wenn auf der Oberflache kein Biotin
vorhanden war, wurden keine Prazipitate erzeugt (rechts).

Durch Abschatzung der Fluoreszenz pro Flacheneinheit kann postuliert werden,
dass der AP-gelabelte Antibiotin-Antikdrper etwa 1400-fach so gut bindet wie
Streptavidin-AP. Da Streptavidin eine deutlich hdhere Affinitat zu Biotin besitzt als
ein Antikorper, kann davon ausgegangen werden, dass die Alkalische
Phosphatase, die an das Streptavidin gelabelt ist, die Streptavidin-Biotin-Bindung
sterisch hindert und unterbindet. Daher wurde der Siebdruck-ELISA im Folgenden
nur noch mit AP-gelabelten Antibiotin-Antikbrpern anstatt mit Streptavidin-AP
durchgefuhrt.

Fiar erste Versuche wurden Siebdrucknetze direkt in eine IL8-haltige Losung
eingetaucht und fur 90 min inkubiert. Danach wurde ein Sandwich-ELISA gegen
IL8 durchgeflihrt. Zunachst wurde die Spezifitat der Fluoreszenzfarbung getestet
und die =zeitliche Entwicklung der Prazipitatbildung und der Fluoreszenz
untersucht. Es zeigte sich ein sehr spezifisches Signal (Abb.5.148), das durch die
Gegenwart von UV-Licht wahrend der enzymatischen Reaktion deutlich reduziert
(Abb.5.149) wurde.
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Ein Siebdrucknetz wurde mit 100 pg/ml IL8 inkubiert. Das andere wurde mit Zelllysat
inkubiert. Danach wurden die Siebdrucknetze identisch behandelt. In der
Durchlichtaufnahme (links) ist kein Unterschied festzustellen. Jedoch zeigte die
Fluoreszenzaufnahme (mitte) ein starkes Signal des IL8-inkubierten Netzes. Durch
Mehrkanalaufnahmen (rechts) war es zusatzlich mdglich, Staubpartikel (zyanblau) von
der ELF-97-Fluoreszenz (griin) zu unterscheiden.

Abb.5.149: Zeitliche Entwicklung der Fluoreszenz mit AP und ELF-97-Phosphat

Das Siebdrucknetz (oben links) zeigte anfangs keine Fluoreszenz (oben Mitte). Bereits
nach 30 s (oben rechts) war ein Fluoreszenzsignal zu sehen, das kontinuierlich
zunahm. 90 s (unten links) und 240 s (unten Mitte). Allerdings wurde die
Prazipitatbildung durch die UV-Belichtung deutlich reduziert (unten rechts). Der
~dunklere“ Halbkreis wurde fir die Fluoreszenzaufnahmen mit UV-Licht bestrahlt. Der
»aullere weille Bereich entwickelte sich unbeeinflusst von UV-Strahlung.

Es zeigte sich, dass die Entwicklung der fluoreszenten Prazipitate mit ELF-97-
Phosphat stark von der Inkubationszeit und der Konzentration des IL8 abhing.
Besonders hohe Konzentrationen an IL8 und damit AP beschleunigten die
Prazipitatbildung dermalden, dass bereits nach 3 min die komplette Netzoberflache
gesattigt mit Prazipitaten bedeckt war. Bei sehr geringen IL8 und damit AP

Konzentrationen setzte die Prazipitatbildung erst langsam ein, da zuerst die
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Loslichkeitskonzentration des ELF-97-Alkohols uberschritten werden musste. Um
diese Verzogerung auszuschlielen, wurde die ELF-97-Phosphat-Losung mit ELF-
97-Alkohol gesattigt. Um evtl. entstandene fluoreszente Prazipitate zu entfernen,
wurde direkt vor der Anwendung die Losung mit einem 0,6 um Filter sterilfiltiert.
Nach Optimierung der Inkubations- und Waschschritte wurde die
Konzentrationsreihe mit IL8 anstelle mit Streptavidin HRP (Abb.5.145) nochmals
mit dem AP-gelabelten Antibiotin-Antikorper wiederholt und die Nachweisgrenze
auf ebenfalls 10 pg/ml IL8 bestimmt (Abb.5.150). Durch die Handhabung und die
Waschschritte der Netze war jedoch die Reproduzierbarkeit etwas schlechter als

bei einem herkdmmlichen Sandwich-ELISA.
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Abb.5.150: IL8-Konzentrationsreihe eines Siebdruck-ELISA mit AP und ELF-97-Phosphat

Mit bekannten IL8-Konzentrationen wurde der Siebdruck-ELISA kalibriert. Das erhaltene
Signal entspricht einer effektiven Flache von 1 cm® und einer (berechneten) Inkubation
mit ELF-97-Phosphat fur 5 min.

5.2.4.4 Kalibrierung des Siebdruck-ELISAs in der Diffusionsvorrichtung

Die bisherigen Versuche wurden in Wells einer Mikrotiterplatte durchgefuhrt, um
zu zeigen, dass der Siebdruck-ELISA zu einem klassischen Sandwich-ELISA
vergleichbare Ergebnisse liefert.

Nun wurden entsprechend Kapitel 4.4.4 die Siebdrucknetze in Gegenwart von
Agarose in einer Diffusionsvorrichtung mit IL8 in RPMI-Medium inkubiert.

Durch den Kontakt mit der Diffusionsmatrix wurden die Siebdrucknetze mit kleinen
Agarosepartikeln kontaminiert, die durch entsprechend stringentes Waschen
jedoch entfernt werden konnten (Abb.5.151).
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Abb.5.151: Siebdruck-ELISA nach IL8-Inkubation in einer Diffusionsvorrichtung mit
Agarose

Ohne Waschschritte (links oben) bleiben Agarosepartikel im Siebdrucknetz hangen.
Diese wird wahrend des ELISAs mit AP kontaminiert, womit ELF-97-Alkohol an den
Partikeln ausfallt. Dies zeigte sich deutlich, wenn das Netz mit BSA (rechs oben), mitr
10 pg/ml IL8 (links unten) oder 250 pg/m (rechts unten) linkubiert wurde. Stringentes
Waschen entfernte alle Agarosepartikel.

Es wurden zwei Konzentrationsreihen vermessen. Entweder wurde IL8-Losung

direkt in die Mittelflache der Diffusionsvorrichtung pipettiert oder 24 h vor Beginn
des Versuchs auf die Agarose pipettiert (Abb.5.152).
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Abb.5.152: IL8-Konzentrationsreihe eines Siebdruck-ELISA mit AP und ELF-97-Phosphat

Alle Messungen wurden mit einer Diffusionsvorrichtung auf 2% Agarose durchgefiihrt.
200 pl der IL8-L6sung wurden entweder anstelle einer Zellsuspension in die Mittelflache
auf das Netz pipettiert (rot) oder 24 h vor dem Versuch auf die Agarose pipettiert und
das Netz dann mit BSA-Losung Uberschichtet. Das Netz wurde 4 h mit dieser Lésung
inkubiert und dann ein Siebdruck-ELISA durchgefuhrt.
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Wurde das IL8 direkt auf das Netz pipettiert, so wurden Werte entsprechend der
Konzentrationsreihe (Abb.5.150) erhalten, bei der die Netze in Mikrotiterplatten
inkubiert wurden.

Wurde das IL8 jedoch 24 h vor dem Versuch auf die Agarose pipettiert, so
diffundierte es in diese Matrix ein. Daher fand bei der Messung eine Ruickdiffusion
ins Medium statt, die dementsprechend ein schwacheres aber deutlich
detektierbares Signal lieferte. Somit ist es moglich, auch grofiere Biomolekule in
der Diffusionsvorrichtung diffundieren zu lassen und diese noch mittels eines
ELISAs nachzuweisen.

Daher wurde in eine Diffusionsvorrichtung (ohne Siebdrucknetz) in einen
Zugabeschlitz 10 pl einer 1 mg/ml IL8-L6sung pipettiert und fur 48 bei
Raumtemperatur diffundiert. Die Diffusionsvorrichtung wurde gegen eine andere
Diffusionsvorrichtung mit Siebdrucknetz ausgetauscht und 200 pl Blocklésung in
die Mittelflache geflllt. Nach 4 h Inkubation wurde ein Siebdruck-ELISA
durchgefuhrt und die Konzentration an IL8 vermessen (Abb.5.153). Dabei wurde
die Diffusionskonstante von IL8 in 2% Agarose auf 9,27+1,63*10"" m/s?

bestimmt.
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Abb.5.153: Detektion eines IL8-Diffusionsgradienten

IL8 diffundierte fir 48 h in einer Agarosematrix und ein Siebdrucknetz (Ausschnitt oben
rechts) wurde dann fir 4 h an diesem Gradienten inkubiert. Nach Durchfiihrung eines
Siebdruck-ELISAs wurde die IL8-Konzentration bestimmt und die Diffusionskonstante
berechnet.
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Somit wurde der erste Gradient eines diffundierten Biomolekils quantitativ ohne

die Verwendung einer Fluoreszenzmarkierung vermessen werden.

5.2.4.5 Durchfuhrung eines Aktivierungsassays mit Pam;Cys-SK,

Fur die Aktivierung von THP1-Zellen wurde das im Teilbereich LIPODOT als
Ankermolekul verwendete Pam3;Cys-SKs-OH verwendet. Es stimuliert diese Zellen
zur Ausschuttung von IL8.

Pam;Cys-SK4-OH wurde mit 5% LIPODOT-Rhodamin versetzt und lyophilisiert.
Daraus wurde eine gesattigte Losung mit PBS-Puffer hergestellt. Fir alle
Versuche wurden jeweils 20 pl dieser Pam3Cys-SK4-LOsung mit einer
Diffusionsvorrichtung verwendet. Die Losung diente einerseits zur Stimulation der
Zellen, andererseits konnte die Fluoreszenz fur die Ermittlung der Pam3Cys-SKg-
Konzentration verwendet werden. Somit war es moglich die IL8-Konzentration mit
dem Siebdruck-ELISA getrennt von der stimulierenden Pam3;Cys-SKs-

Konzentration zu bestimmen (Abb.5.154).

Abb.5.154: Durchfiihrung eines Aktivierungsassays

Nach Einstellung des Pam;Cys-SK,-Gradienten (mitte) wurden die Zellen fir 4 h in der
Mittelflache inkubiert (links). Danach wurde das Siebdrucknetz entnommen und ein
Siebdruck-ELISA durchgefiihrt (rechts).

Die erhaltenen Fluoreszenzwerte wurden zunachst entsprechend ihrer Position in
der Diffusionsvorrichtung einer Konzentration zugeordnet (Abb.5.155) und dann
ein Konzentrations-Wirkungsprofil (Abb.5.156 Quadrate) daraus erstellt. Zum

Vergleich wurde die Wirkung in Form der IL8-Ausschuittung bei direkter Zugabe
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der entsprechenden Menge an Pam3Cys-SK4-Konzentration separat vermessen
(Abb.5.156 Kreise).
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Abb.5.155: Ortsabhangige Konzentration an IL8 und Pam;Cys-SK,

Die IL8-Konzentration wurde mit einem Siebdruck-ELISA ermittelt. Die PamzCys-SK,-
Konzentration anhand der Fluoreszenz eines beigemischten LIPODOT-Rhodamins. Die
aus den Aufnahmen ermittelten Konzentrationen wurden entsprechend ihrer Position in
der Diffusionsvorrichtung aufgetragen.
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Abb.5.156: Konzentrations-Wirkungsprofil von Pam;Cys-SK, auf IL8-Ausschiittung

Entsprechend Abb.5.155 wurde die Pam;Cys-SK,-Konzentration gegen die von den
stimulierten Zellen ausgeschuttete Konzentration an IL8 aufgetragen (schwarz). Zum
Vergleich wurden Zellen unter identischen Bedingungen in einer Diffusionsvorrichtung
direkt in der Losung stimuliert (rot).
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Somit war es mdglich, mit der Diffusionsvorrichtung einen Gradienten aus
Pam3Cys-SKs zu erzeugen und die IL8-Ausschuttung der stimulierten Zellen
entsprechend ihres Ortes auf dem Gradienten zu vermessen. Der Pam3;Cys-SKs-
Gradient erzeugte dabei einen IL8-Gradienten.

Jedoch ergab direkte Inkubation der Zellen mit Pam3;Cys-SK; ein deutlich
starkeres Signal. Es entsprach etwa der 8 bis 12-fachen Konzentration an
Pam3;Cys-SK4 im Gradienten. Dies erscheint einleuchtend, da die Konzentration
im Gel deutlich hoher ist, als die effektive Konzentration an Pam3Cys-SK, in der

Zellsuspension daruber.

5.2.4.6 Zwei-Komponenten-Assay

Ein Zwei-Komponenten-Assay mit den IL8-Aktivatoren Wortmannin und
Lactacystin wurde durchgefuhrt. Hierfir wurde die Diffusionsmatrix mit Pam;Cys-
SK4 vorinkubiert und je ein Gradient aus Wortmannin und Lactacystin
eindiffundiert. Die IL8-Ausschuttung wurde mit einem Siebdruck-ELISA detektiert
(Abb.5.157 rechts). Parallel dazu wurde eine ,simulierte“ 2D-Konzentrationsmatrix
aus Wortmannin und Lactacystin in eine Mikrotiterplatte und mit den
Zelluberstanden ein Siebdruck-ELISA durchgefuhrt (Abb.5.157 links).
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Abb.5.157: IL8-Ausschiittung bei einem Wortmannin und Lactacystin 2D-Gradienten

In einer Mikrotiterplatte wurden definierte Konzentrationsgemische aus Wortmannin und
Lactacystin pipettiert und ein IL8-Assay mit Pam3;Cys-SK,; stimulierten Zellen
durchgefiihrt (links). In einer Diffusionsvorrichtung wurde mit Wortmannin und
Lactacystin ein 2D-Gradient aufgebaut. Die Matrix war homogen mit Pam;Cys-SK,
durchtrankt und nach 4 h Inkubation der Zellen wurde ein IL8-Siebdruck-ELISA
durchgefiihrt (rechts).
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Es zeigte sich zwischen dem ,2D-Gradienten® der Mikrotiterplatte und der
Diffusionsvorrichtung ein deutlicher Unterschied, sowohl in Form als auch in
Intensitat des ausgeschutteten IL8. Weitere Untersuchungen zeigten, dass sowohl
Wortmannin, als auch Lactacystin in Gegenwart von Agarose ausfielen und zudem
kaum Aktivitat zeigten. Daher bleibt zu Uberlegen, welche anderen
Diffusionsmatrizen verwendbar waren.

Ein weiterer Zwei-Komponenten-Assay wurde daher mit Pams;Cys-SK4 und
Pam,Cys-SK4 (Abb.5.158) durchgefuhrt, die sich nur durch eine Palmitinsaure
unterscheiden und somit nahezu identisch diffundieren. Die beiden Verbindungen
aktivieren die IL8-Ausschuttung durch Aktivierung unterschiedlicher Toll-like-

Rezeptoren 1],

Entsprechende Gradienten wurden mit einer
Diffusionsvorrichtung erstellt und vermessen. Zudem wurde mit den beiden

Verbindungen ein 2D-Gradient in einer Mikrotiterplatte erstellt und parallel dazu

vermessen.
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Abb.5.158: IL8-Ausschiittung bei einem Pam,Cys-SK, und Pam;Cys-SK, 2D-Gradienten

In einer Diffusionsvorrichtung wurde fir 24 h mit Pam,Cys-SK,; (mit 2% Pam,Cys-SK;-
Rhodamin) und Pam;Cys-SK; (mit 6% Pam;Cys-SK4-Rhodamin) ein 2D-Gradient
aufgebaut. Nach 4 h Inkubation der Zellen wurde ein IL8-Siebdruck-ELISA durchgefuhrt
(b) und aus der Fluoreszenz die Konzentrationen berechnet. In einer Mikrotiterplatte
wurden definierte Konzentrationsgemische aus Pam,Cys-SK, und Pam;Cys-SK,
pipettiert und ein zelluldrer IL8-Assay durchgefihrt (a). Die Konzentrationen
entsprechen 1/10 der in der Matrix berechneten Konzentrationen.

Die beiden ,2D-Gradienten“ der Mikrotiterplatte und der Diffusionsvorrichtung
stimmen hier sehr gut uUberein. Jedoch bleibt zu berucksichtigen, dass die
Konzentration in der Agarosematrix etwa das 10-fache gegenuber den

Konzentrationen in der Mikrotiterplatte.
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5.2.5 Ubertragung eines 2D-Gradienten

Aufgrund umfangreicher Erfahrungen mit Softlithographischem Kontaktprinting
wurde versucht ein 2D-Gradient aus einer Diffusionsvorrichtung mit einem PDMS-
Stempel B’ auf einen planaren Trager zu ibertragen (Abb.5.159). Hierzu wurden
die Gradienten mit einer Diffusionsvorrichtung ohne Siebdrucknetz erzeugt. Auf
das Mittelfeld wurde dann ein PDMS-Stempel gelegt, so dass sich dort die
Molekule des Gradienten anlagern konnten. Agarose lagert sich aufgrund ihrer
vielen Hydroxygruppen nicht an unmodifizietes PDMS an. Nach 60 min
Inkubation des Stempels auf dem Gradienten wurde der Stempel gereinigt und die

angelagerten Molekule transferiert.
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Abb.5.159: Transfer eines 2D-Gradienten aus einer Diffusionsvorrichtung auf eine
Oberflache

Nach Ausbildung des 2D-Gradienten wurde ein unstrukturierter PDMS-Stempel (a) in
die Mittelflache der Diffusionsvorrichtung gelegt. Nach 60 min wurde der Stempel
abgehoben und anhaftende Molekile auf einen planaren Trager (b) transferiert.
Hierdurch wird der Gradient der Diffusionsvorrichtung auf eine Oberflache Ubertragen
und immobilisiert(c).

Ein 2D-Gradient wurde mit 20 pl gesattigtem LIPODOT-Rhodamin und 20 pl
gesattigtem LIPODOT-Fluorescein erzeugt (Abb.5.160). Nach 30 h Diffusionszeit
wurde der PDMS-Stempel fur 60 min auf der Mittelflache inkubiert und die
LIPODOT-Verbindungen dann auf eine hydrophobe Oberflache Ubertragen.
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Abb.5.160: Stempeliibertragung eines 2D-Gradienten

Der auf eine planare Oberflache Ubertragene 2D-Gradient aus LIPODOT-Rhodamin und
LIPODOT-Fluorescein (a) wurde entlang der eingezeichneten Linien auf seine
Fluoreszenzintensitat vermessen (b).

Nicht nur kleine Molekile, sondern auch groere Biomolekile wie Antikorper,
konnen mit PDMS-Stempel Ubertragen werden (Abb.5.161).
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Abb.5.161: Zelladhdsion an Antikorper-Mikrostrukturierung durch PDMS-Stempel

Ein Gemisch aus 80% Anti-CD3- und 20% Anti-CD28-Antikérper wurde mittels Soft-
lithographischen Printings auf eine mit Piranha gereinigte Oberflache lbertragen. Die so
erzeugte Oberflache wurde mit BSA geblockt und dann mit Yurkat-T-Lymphom-Zellen
inkubiert. Das Durchlichtbild (links oben) und die Kernfarbung (rechts oben) zeigen eine
regelmafige Anordnung der Zellen. Die Mikrostruktur aus Antikdrper auf der Oberflache
(links unten) ist die Ursache fir die Anordnung der Zellen, was besonders gut in der
Uberlagerung der Bilder (rechts unten) sichtbar ist.
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Daher wurde ein 2D-Gradient aus Anti-CD3- und Anti-CD28-Antikérpern mit 108 h
Diffusionszeit erzeugt. Ein unstrukturierter PDMS-Stempel wurde fur 90 min auf
der Diffusionsmatrix inkubiert und die angelagerten Molekule auf eine mit Piranha
gereinigte Glasoberflache Ubertragen. Danach wurde auf dieser Oberflache
Jurkat-T-Lymphom-Zellen ausgesat®, nach 30 min fixiert und der Zellkern mit
TOPRO gefarbt. Die Zellen interagieren mit den Antikdrpern und setzen sich
entsprechend der Antikérperzusammensetzung auf der Oberflache ab. Die

Fluoreszenz der gefarbten Zellen wurde vermessen (Abb.5.162).

3
5 mm

Zellanzahl pro 0

Abb.5.162: Ubertragener 2D-Gradienten aus Antikérpern mit ,,zellulidrer Detektion“

Jurkat T-Zellleukdmiezellen auf einem 2D-Gradient (links) aus Anti-CD3- und Anti-
CD28-Antikdrpern setzen sich abhangig von der Antikérperzusammensetzung auf der
Oberflache ab. Die Zelldichte wurde mit Image Pro Plus ausgezahlt (rechts).

Die Zellen setzten sich in klarer Abhangigkeit vom Anti-CD3-Gradienten, jedoch
unabhangig vom Anti-CD28-Gradienten auf der Oberflache ab. Somit war es
madglich, einen Antikorper-Gradienten auf eine Oberflache zu Ubertragen und

seine biologische ,Aktivitat® in einem Zelladhasionstest nachzuweisen.

5.2.6 Zusammenfassung der Diffusionsvorrichtung-Ergebnisse

Es sollte eine Apparatur entwickelt werden, in der mit moglichst wenig

Pipettierschritten ein zweidimensionaler Konzentrationsgradient aufgebaut werden

und ein zellularer Zwei-Komponenten-Assay durchgefuhrt werden kann.

* Zellfarbung und Fixierung durch Karsten Kohler (Arbeitskreis Priv. Doz. Brock, Tibingen)
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Die Diffusionsvorrichtung ist kompatibel zu einer 12-Well-Platte und erlaubt
eine parallele Versuchsdurchfuhrung.

Es werden insgesamt nur 3 Pipettierschritte bendtigt; einen fur das Einflllen
der Diffusionsmatrix und zwei zur Erzeugung der Gradienten.

Die erzeugten Gradienten sind senkrecht zueinander und decken alle
denkbaren Mischverhaltnisse und Konzentrationen ab. Die Gradienten
uberdecken dabei ublicherweise 2 bis 3 GroéRenordnungen und werden
durch die Diffusionszeit festgelegt.

Ein Siebdrucknetz, das in die Diffusionsvorrichtung eingelegt werden kann,
dient als Trager fur einen quantifizierbaren und ortsaufgelosten ELISA. Am
Beispiel eines IL8-Sandwich-ELISAs wurde die Vergleichbarkeit zur
herkdmmlichen Durchfuhrung des ELISAs in einer Mikrotiterplatte gezeigt.
Die Quantifizierung des IL8-ELISAs wurde sowohl mit Meerrettich-
Peroxidase/TMB und ortsaufgelést mit Alkalischer Phosphatase/ELF-97
durchgefuhrt.

Die Diffusionsvorrichtung wurde zur Erzeugung eines 1D-Gradienten mit
Pam3Cys-SK,4 verwendet und in einem zellularen Assay nachgewiesen, das
ebenfalls ein 1D-Gradient aus IL8 von den Zellen ausgeschuttet. Der
Pam3Cys-SK4-Gradient wurde mittels Fluoreszenz und der IL8-Gradient mit
dem entwickelten Siebdruck-ELISA vermessen.

Mit einem zellularen Zwei-Komponenten-Assays aus Pams;Cys-SKs und
Pam,Cys-SKs konnte gezeigt werden, dass eine ahnliche Zellantwort in
Form von IL8-Sekretion erzeugt wurde, wie in einer ,simulierten 2D-
Konzentraionsmatrix® in einer Mikrotiterplatte. Ein vergleichbarer Zwei-
Komponenten-Assay mit Wortmannin und Lactacystin zeigte keine
Ubereinstimmung.

Die Ubertragung eines 2D-Gradienten mit einem PDMS-Stempel auf eine
planare Assay-Oberflache wurde sowohl mit fluoreszenten Pam3Cys-
Verbindungen als auch mit Antikérpern nachgewiesen.

Zusatzlich konnten fur kurze Diffusionszeiten die Diffusionskonstanten von

fluoreszenten Molekulen in sehr einfacher Weise bestimmt werden.

263



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.3 Ubiquitin-Liganden

Aufgrund der Allgegenwart von Ubiquitin ist es nicht mdglich potente Antikorper
dagegen zu erzeugen. Zellen, die solche Antikorper erzeugen wurden, wurden
sich schlichtweg selbst toten, indem sie ihre Proteinhombostase aus dem
Gleichgewicht bringen wurden. Daher scheint es vorteilhaft aus Proteinen, die mit
Ubiquitin interagieren kleine Peptide abzuleiten, die ebenfalls mit Ubiquitin
interagieren und die Bindungsaffinitdt dieser Peptide zu erhéhen. Zudem sind

Peptide deutlich einfacher in der Handhabung im Vergleich zu Antikérpern.
5.3.1 Auswahl der Ubiquitin-Liganden

Carbocyhydrolasen aus der E6-Familie "2 interagieren spezifisch mit
Polyubiquitinketten und zerlegen diese in Monoubiquitin. Ausgehend von
Kristallstrukturen Ubiquitin-interagierender Proteine wurden eine ,Furche® auf der
Oberflache von Ubiquitin identifiziert® (Abb.5.163), Uber die unter anderem
Ubiquitin-Carboxyhydrolasen an Ubiquitin ,binden“. Insgesamt wurden funf
unterschiedliche Octapeptide (Tab.5.8) fur die ersten Bindungsmessungen
ausgewahlt. Nach Identifizierung eines ,Binders®, sollte die jeweilige Sequenz mit
Peptid-Kollektionen auf fur die Interaktion mit Ubiquitin wichtige Aminosauren

untersucht und mit Mikroarray-Experimenten optimiert werden.

Abb.5.163: Veranschaulichung der ,,Bindungsfurche® von Ubiquitin

Abgeleitet aus einer Co-Kristallisation zwischen UCH1 (Hefe) und Ubiquitin (a) wurde
eine Bindungsfurche identifiziet (b), die starke Wechselwirkungen wie
Wasserstoffbriicken (griin und violett) oder hydrophobe Interaktionen (gelb) mit der
ausgewahlten Peptidsequenz eingeht.

* Molekulares Modelling und Auswahl der Sequenzen durch Dr. Jente Briinjes
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Tab.5.8: Liste der Oktapeptide

Alle Oktapeptide interagieren mit Ubiquitin tber die ,Bindungsfurche“ (Abb.5.163).
Aminosauren, die einen sehr geringen Abstand zum Ubiquitin besitzen, sind grau

markiert.
Abgeleitet aus Spezies Sequenz
UCH1 YEAST VLNFAM
UCH1 HUMAN G SAV
UCH3 HUMAN LRENAI
UCH4 SCHPO SPFFSLV

5.3.2 Synthesen

5.3.2.1 Erste Synthese von Peptiden

Entsprechend der Auswahl aus Tab.5.8 wurden fluoreszente Peptide (Tab.5.9) zur
Messung mit FCS synthetisiert. Der C-Terminus wurde zur Verbesserung der
Stabilitat (durch eine weitere H-Brucke) amidiert und am N-Terminus wurde uber
einen Aminohexansaure-Spacer (Ahx) ein 5/6-Carboxy-Fluorescein angebunden.
Der Spacer soll unspezifische Wechsel-wirkungen zwischen Carboxy-Fluorescein
und Ubiquitin unterdriicken. Die Peptide konnten nach der Abspaltung aufgrund
ihrer hohen Reinheit (>80%) ohne weitere Reinigung verwendet werden. Die
Identitat wurde mit ESI-MS analysiert (Abb.5.164).
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Abb.5.164: ESI-MS von Fluo-Ahx-DELRFNAI-NH,

Die kalkulierte Masse betragt 1447,4 D. Dabei sind 1448,5 [M+H]" und 724,4 [M+2H]2+
dem Produkt zuzuordnen.
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Tab.5.9: Liste der synthetisierten FCS-Peptide

Peptid Abgeleitet aus Sequenz

FCS1 UCH1 YEAST Fluo-Ahx- -NH,
FCS2 UCH1 HUMAN Fluo-Ahx- -NH,
FCS3 UCH3 HUMAN Fluo-Ahx- -NH,
FCS4 UCH4 SCHPO Fluo-Ahx- -NH,
FCS5 UCH DROMe Fluo-Ahx- -NH,
FCS6 Kontrolle Fluo-Ahx- -NH,

5.3.2.2 Zweite Synthese von Peptiden

Fir weitere FCS-Messungen wurden neue Peptide (aufgrund guter Erfahrungen)
2153731 mit dem Cyaninfarbstoff S0387 (Abb.5.165) benétigt. Fiir RIfS-Messungen
wurden Cystein-haltige Peptide bendtigt.

SO, H\L

S0387 besitzt ein Spektrum ahnlich zu Cy5, ist jedoch deutlich stabiler gegentber
Bleichung.

COOH
Abb.5.165: Struktur von S0387

Dieser Fluorophor ist zwar deutlich photostabiler, allerdings auch hydrophober als
das zuvor verwendete Carboxy-Fluorescein. Daher wurde der Spacer Ahx durch
den hydrophilen Spacer 8-Amino-3,6-dioxa-oktansaure (Ado) ersetzt. Fir die RIfS-
Messungen wurde anstelle des S0387 ein Cystein gekuppelt (Tab.5.10)

Tab.5.10: Liste der synthetisierten Peptide fiir FCS und RIfS

Peptid Abgeleitet aus Sequenz

FCS7 UCH1 YEAST S0387-Ado- -NH,
FCS8 UCH1 HUMAN S0387-Ado- -NH,
FCS9 UCH3 HUMAN S0387-Ado- -NH,
FCS10 UCH4 SCHPO S0387-Ado- -NH,
FCS11 UCH DROMe S0387-Ado- -NH,
FCS12 Kontrolle S0387-Ado- -NH,
RIF1 UCH1 YEAST C-Ado- -NH,
RIF2 UCH1 HUMAN C-Ado- -NH,
RIF3 UCH3 HUMAN C-Ado- -NH,
RIF4 UCH4 SCHPO C-Ado- -NH,
RIF5 UCH DROMe C-Ado- -NH,
RIF6 Kontrolle C-Ado- -NH,
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5.3.2.3 Dritte Synthese von Peptiden

Aufgrund der Ergebnisse aus Messungen mit den zuvor synthetisierten Peptiden
wurden entsprechend der naturlichen Sequenzen, verlangerte Dodecapeptidamide

synthetisiert (Tab.5.11). Aufgrund einer Veréffentlichung 183"

, Uber ein in einem
Screening-Verfahren entdecktes Ubiquitin-interagierendes Peptid, wurden diese

Sequenzen ebenfalls synthetisiert.

Tab.5.11: Liste der synthetisierten Peptide

Peptid Abgeleitet aus Sequenz

FCS13 UCH3 HUMAN S0387-Ado- -NH,
FCS14/NMR1 UCH3 HUMAN Fluo-Ahx- -NH,
RIF7 UCH3 HUMAN C-Ado- -NH,
NMR2/ITC1 UCH3 HUMAN -NH,

ITC2 Nach '8 RWDRYYF-NH,

ITC3 Nach '8! WGLRALESRWDRYYF-NH,

Zusatzlich wurden fur Mikroarray-Experimente sowohl ein X-Scan als auch ein
Ala-Scan (Tab.5.12) der Sequenz mit der hochsten im FCS detektierten Affinitat
durchgefuihrt. Da die Scans in Mikroarrays eingesetzt werden sollten, wurden zwei

Aminhexansauren als Spacer zwischen Cystein und Sequenz eingefugt.

Tab.5.12: Liste der synthetisierten Scan-Kollektionen

Beim Ala-Scan wurde je eine Aminosaure durch Alanin ersetzt. Beim X-Scan wurde je
eine Position durch jede mdgliche Aminosaure (mit Ausnahme von Cystein) ersetzt und
so je Position eine Kollektion von 19 Aminosauren erzeugt.

Sequenz fur Ala-Scan

Sequenz flr X-Scan

C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIAA-NH,

C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAAAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFAAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRANAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELAFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDEARFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDALRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPAELRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DADELRFNAIAL-NH,

C-Ahx-Ahx-APDELRFNAIAL-NH,

C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIAX-NH;
C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIXL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAXAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFNXIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRFXAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELRXNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDELXFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDEXRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPDXLRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DPXELRFNAIAL-NH,
C-Ahx-Ahx-DXDELRFNAIAL-NH,

C-Ahx-Ahx-XPDELRFNAIAL-NH,
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Die Identitat der Verbindungskollektionen wurde ebenfalls mit ESI-MS bestatigt
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Abb.5.166: Ausgewahlte ESI-MS-Spektren der X-Scan-Kollektion

Die Kontrollverbindung C-Ahx-Ahx-DPDELRFNAIAL-NH2 (oben) besitzt eine Masse
von 1703,4 D, womit 852,5 dem [M+2H]2+ lon entspricht. Wurde, wie in der
Verbindungskollektion C-Ahx-Ahx-DPDELRXNAIAL-NH2 (2.Spektrum) eine ,schwere*
Aminosaure wie Phenylalanin variiert, so verschob sich das Spektrum zu geringeren
Massen. Die Spektren der Verbindungskollektionen C-Ahx-Ahx-DPXELRFNAIAL-NH2
(3.Spektrum) und C-Ahx-Ahx-XPDELRFNAIAL-NH2 (unten) waren identisch, da jeweils
die Asparaginsaure, wenn auch an unterschiedlicher Position, variiert wurde.

P M
1000
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5.3.3 Fluoreszenz-Korrelations-Messungen (FCS)

Die FCS-Messungen erlauben eine schnelle Detektion einer biomolekularen
Interaktion in Losung. Daher wurde diese Methode fir eine Ja/Nein-Abschatzung

einer Bindung eingesetzt.

5.3.3.1 FCS-Messungen

Die ersten FCS-Messungen (Abb.5.167) wurden mit den Peptiden aus Kapitel
5.3.2 entsprechend Kapitel 4.5.1 durchgeftihrt.

300 ] HEfreier Farbstoff
§ W gelabeltes Peptid
& 200 "1Peptid + Ubiquitin
."5
&
S 100
3
=
e 0 J m,m,mIMHmﬁ

Abb.5.167: Erste FCS-Messungen
Es wurde jeweils die Diffusionszeit 7, bestimmt. Der freie Fluorophor (blau) zeigt eine

deutlich geringere Diffusionszeit gegeniber dem mit Fluorophor gelabelten Peptid
(violett). Nach Zugabe eines 10-fachen Uberschusses an Ubiquitin (gelb) sollte sich im
Fall einer Bindung eine weitere Erhdhung der Diffusionszeit zeigen. Einzig die
Positivkontrolle, eine Fluorescein-gelabelte myc-Sequenz, zeigte nach Zugabe eines
Antimyc-Antikdrpers eine deutliche Erhéhung der Diffusionszeit.

FiUr keines der ausgewahlten Peptide zeigte sich eine signifikante Erhdhung der

Diffusionszeit z,,. Nur die Positivkontrolle, eine Fluorescein-gelabelte myc-

Sequenz” zeigte nach Zugabe eines Antimyc-Antikorpers eine deutliche Erhdhung
der Diffusionszeit.

Auch eine Variation des pH-Wertes ergab keinen signifikanten Hinweis auf die
Bindung eines der Peptide. Eine genauere Betrachtung der Fluoreszenz der

einzelnen Peptide zeigte jedoch, dass sich bei den Sequenzen Fluo-Ahx-

* Peptid und Antikérper-Labeling hergestellt von Melanie Nevar
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GEVRFSAV-NH; und Fluo-Ahx-DELRFNAI-NH, die Anzahl der Fluorophore bei
Zugabe von Ubiquitin deutlich verringerte bzw. die Gesamtfluoreszenz (Abb.5.168)

der Fluorophore signifikant abnahm.
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Abb.5.168: Relative Fluoreszenz pro Fluorophor
Die Gesamtfluoreszenz bleibt wahrend der Messung unverandert, sofern keine

Bleichung, eine Zersetzung oder Interaktion mit dem Fluorophor auftritt. Daher sind

GEVRFSAYV und DELRFNAI Kandidaten fiir eine Interaktion.
Da die Gesamtfluoreszenz abnahm, muss ein Teil der Fluorophore inaktiv®
werden. Dies kann nur geschehen, wenn der Fluorophor zerstort oder gebleicht
wird oder wenn sich durch eine molekulare Interaktion die Fluoreszenz-
eigenschaften des Fluorophors andern. Da man nicht davon ausgehen kann, dass
das Carboxy-Fluorescein sich bei den Sequenzen Fluo-Ahx-GEVRFSAV-NH, und
Fluo-Ahx-DELRFNAI-NH; schneller zersetzt als bei den anderen Sequenzen kann
diese Fluoreszenzldschung als ein schwacher Hinweis flr eine Interaktion mit

Ubiquitin gewertet werden.

5.3.3.2 Optimierung der FCS-Messung

Untersuchungen B zeigten, dass der Fluorophor S0387 im Gegensatz zu
Fluorescein in Gegenwart von Proteinen keine Fluoreszenzléschung erfahrt.
Daher wurden Peptide synthetisiert, die anstelle des Fluoresceins nun S0387
enthielten.

Das Messprotokoll wurde nach folgenden Punkten umgestellt um eine spezifische

Interaktion mit Ubiquitin deutlicher hervorzuhaben:
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Neues Messprotokoll

Diffusionszeit Ty in us

Messung des freien Fluorophors
Messung des fluoreszenten Peptids
Messung des fluoreszenten Peptids mit 100-fachem Uberschuss an

Ubiquitin (im Falle einer Interaktion ist eine Erhéhung von z,, zu erwarten)

Messung des fluoreszenten Peptids mit 200-fachem Uberschuss an

Ubiquitin (im Falle einer Interaktion ist eine weitere Erhdhung von 7, zu

erwarten)

Messung des fluoreszenten Peptids mit 500-fachem Uberschuss an BSA
(die erhohte Proteinmenge wird durch die erniedrigte Viskositat des
Mediums die Diffusionszeit 7,, unspezifisch erhdhen)

Messung des fluoreszenten Peptids mit 100-fachem Uberschuss an
Ubiquitin  und 10-fachem Uberschuss des nicht fluoreszenten, aber
,potentiell bindenden“ Peptids DPDELRFNAIAL-NH, (im Falle einer
Interaktion von DPDELRFNAIAL-NH; ist eine Erniedrigung durch

Kompetition um die Bindungsfurche von 7z, gegenuber dem 3. Messpunkt

zu erwarten)
90 - I
| .l T
o] ! Lol

70 <

60 —

il Y IR D O

DPDELRFMNAIAL DELRFMNAI DWLMNFAML GEVRFSAW SPFFSLVA NEVRFTVYL KIEKYDADLE
[ freier Fluorophor I +200fach Ubiquitin

[ fluoreszentes Peptid [ +100fach Ubiquitin +10fach Peptid
I +100fach Ubiguitin [ 1 +500fach BSA

Abb.5.169: FCS-Messung der Diffusionszeit des Fluorophors

Durch Zugabe von Ubiquitin (mittel und dunkelblau) muss sich bei einer molekularen
Interaktion die Diffusionszeit gegeniber dem fluoreszentem Peptid (hellblau) erhéhen.
Bei Zugabe von Ubiquitin (mittel- und dunkelblau) erhéht sich im Fall einer Interaktion
die Diffusionszeit. Durch Kompetition mit nicht fluoreszentem DPDELRFNAIAL-NH,
sollte sich im Falle einer spezifischen Bindung die Diffusionszeit erniedrigen (orange).
Die Zugabe eines 1000-fachen Uberschusses an BSA zeigt wie stark sich die
Diffusionszeit durch eine unspezifische Erniedrigung der Viskositat des Mediums andert

(gelb).
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Die Peptide Fluo-Ahx-DPDELRFNAIAL-NH;, S0387-Ado-DELRFNAI-NH; und
S0387-Ado-DPDELRFNAIAL-NH, zeigten eine signifikante Interaktion mit
Ubiquitin (Abb.5.169), die sich zudem durch nicht fluoreszentes DPDELRFNAIAL-
NH, kompetieren liel3. Das Peptid GEVRFSAV zeigt ein ahnliches, aber deutlich
schwacheres, Bindungsverhalten (Zunahme der Diffusionszeit durch Zugabe von
Ubiquitin und lie3 sich, wenn auch nur leicht kompetieren). Es wurde jedoch

aufgrund der extrem schwachen Bindung nicht weiter untersucht.
5.3.4 Alanin- und X-Scan-Mikroarrays

Da DPDELRFNAIAL-NH, als ,bindende“ Sequenz identifiziert wurde, wurden
sowohl ein Alanin-Scan als auch ein X-Scan dieser Sequenz (Kapitel 5.3.2.3
synthetisiert um entsprechende Mikroarray-Experimente durchzufihren.

Mit dem Alanin-Scan sollten flr die Bindung essentielle Aminosauren bestimmt
werden. Dies lasst sich durch Vergleichen der Fluoreszenzintensitat erreichen.
Wird eine fur die Bindung essentielle Aminosaure der Peptidsequenz durch Alanin
ersetzt, wird die Bindung schwacher ausfallen und damit das Fluoreszenzsignal
ebenfalls schwacher sein.

Entsprechend Kapitel 4.2.4 wurden Mikroarray-Experimente sowohl mit
Fluorescein-gelabeltem Ubiquitin als auch mit Ubiquitin, gefolgt von einem

Fluorescein-gelabelten Antiubiquitin-Antikorper (Abb.5.170) durchgeflhrt.

Abb.5.170: Aufbau des Alanin-Scan-Mikroarrays vor (links) und nach (rechts) der
Inkubation

Die Alanin-Scan-Kollektion wurde zusammen mit einer Rhodamin-gelabelten myc-Tag-
Sequenz (rot) und einem Fluorescein-gelabelten Peptid (griin) als Mikroarray hergestellt
(a). Nach Inkubation mit Ubiquitin wurde das Array mit einer Mischung aus Fluorescein-
gelabelten Antikérpern gegen Ubiquitin und myc-Tag gefarbt (B). Nur die Anbindung
des Anti-Myc-Antikdrpers ist durch einen ,Gelbstich“ der roten Spots messbar. Die
Spots mit dem Dodecapeptid (weilde Kreise) zeigen keine signifikante Fluoreszenz.
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Es zeigte sich auf den Spots mit dem ,bindenden® Peptid nahezu keine
Fluoreszenz, was zunachst darauf zurtckzufuhren ist, dass das Ubiquitin nicht
angebunden hat. Unersuchungen mit X-Scan-Mikroarrays, mit denen optimierbare
Aminosaurepositionen identifiziert werden sollten, lieferten ebenfalls keine
quantifizeribaren Fluoreszenzfarbungen.

Somit war weder eine Identifikation, der fur die Bindung essentiellen Aminosauren
noch eine schnelle Optimierung der ,bindenden® Sequenz mittels Mikroarrays
moglich.

Spatere Erkenntnisse aus den RIfS-Messungen ergaben, dass Ubiquitin mit dem
,bindenden® Okta- und Dodecapeptid eine extrem schnelle Off-Kinetik aufweist.
Daher l6ste sich das Ubiquitin wahrend der Waschschritte, die fur ein Mikroarray

notwendig sind, von den Spots und war somit nicht mehr detektierbar.
5.3.5 Reflektometrische-Interferenz-Spektroskopie (RIfS)"

Die Cystein-haltigen Derivate der Peptide wurden entsprechend Kapitel 4.5.2 auf

Transducer aufgebracht und vermessen (Abb.5.171).
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Abb.5.171: RIfS-Messung von DPDELRFNAIAL-NH,

Jeweils nach 400 s wurde die Ubiquitin-Losung eingespeist. Es zeigte sich sehr deutlich
ein Schichtdickenzuwachs und damit eine Bindung. Die Hohe des Bindungssignal nahm
entsprechend der Ubiquitin-Konzentration zu. Interessanterweise stellte sich das
Bindungsgleichgewicht innerhalb von 30 Sekunden ein. Zu dieser schnellen On-Kinetik
kam eine noch schnellere Off-Kinetik hinzu. Die Bindungskonstante wurde in dieser
Messung auf 13 = 3 uM bestimmt.

* Durchfiihrungen der Messungen durch Dr. Bernd Méhrle und Goran Markovic (Arbeitskreis Prof.
Dr. Gauglitz, Tubingen)
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Von den sieben vermessenen Peptiden (Tab.5.13) zeigten nur C-Ado-
DPDELRFNAIAL-NH; und C-Ado-DELRFNAI-NH; eine spezifische Bindung.

Tab.5.13: Bindungskonstanten mit RIfS-Messungen

Peptid Sequenz Bindungskonstante in uM
RIF1 C-Ado- -NH, nicht nachweisbar

RIF2 C-Ado- -NH, >2.000

RIF3 C-Ado- -NH, 32+5

RIF4 C-Ado- -NH>» nicht nachweisbar

RIF5 C-Ado- -NH, nicht nachweisbar

RIF6 C-Ado- -NH, nicht nachweisbar

RIF7 C-Ado- -NH; 13+3

Die meisten Oktapeptide zeigten nahezu keine Bindung, mit Ausnahme der aus
der humanen Ubiquitin Carboxy-Hydrolase Teilsequenz DELRFNAI und
DPDELRFNAIAL. Dies bestatigten somit die ersten Resultate aus den FCS-
Messungen.

Weiterhin zeigten alle Bindungsmessungen auf den RIfS-Oberflachen, dass selbst
die bindenden Peptide eine extrem schnelle On- und Off-Kinetik besitzen und sich
nahezu alles Ubiquitin innerhalb einer Minute wieder von der Oberflache I6st.

Dies erklart zudem die nicht messbare Fluoreszenz der Mikroarraymessungen. Es
ist anzunehmen, dass schon beim ersten Waschschritt des Mikroarrays nahezu

alles Ubiquitin von der Oberflache gespuilt wurde.

5.3.6 Isothermale Kalorimetrie (ITC)®

Mit Hilfe eines Beadscreening-Verfahrens wurde 2004 die Peptidsequenz
WGLRALESRWDRYYF-NH, als potentieller Binder fur Ubiquitin mit einer
Bindungskonstante von 12+4 pM  verdffentlicht 8.  Es wurde die
Bindungskonstante mittels ITC bestimmt. Sie ist damit nicht direkt mit den
Resultaten der RIfS-Messungen vergleichbar. Daher wurde diese veroffentlichte
Peptidsequenz  WGLRALESRWDRYYF-NH, und das ebenfalls ,bindende®
RWDRYYF-NH; synthetisiert, um sie mit dem starksten ,Binder* DPDELRFNAIAL-
NH. entsprechend der Veroffentlichung mittels ITC (Abb.5.172) zu vergleichen.
Die daraus berechneten Bindungskonstanten sind Tab.5.14 zu entnehmen.

* Durchfiihrung der Messung durch Frau Karin Wollner (Arbeitskreis Prof. Dr. Gauglitz, Tibingen)
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Abb.5.172: ITC-Messung der Peptide

Warmeentwicklung von DPDELRFNAIAL-NH, (a), WGLRALESRWDRYYF-NH, (b) und
RWDRYYF-NH, (c) mit Ubiquitin.

Tab.5.14: Vergleich der Bindungskonstanten

Peptid Sequenz Verdffentlichte Gemessene
Bindungskonstante in yM  Bindungskonstante in yM

ITC1 -NH, 10+2

ITC2 RWDRYYF-NH, 33x5 1714

Mittels ITC konnten die veroffentlichten Bindungskonstanten bestatigt und im Falle
des kurzeren Peptids RWDRYYF-NH; sogar eine etwas bessere
Bindungskonstante ermittelt werden. Im Vergleich zum verdffentlichten
Pentadekapeptid WGLRALESRWDRYYF-NH, zeigte das Dodecapeptid

DPDELRFNAIAL-NH, aus der humanen Ubiquitin Carboxy-Hydrolase eine etwas
bessere Affinitat von 10+ 2 yM.
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5.3.7 Magnetische Kernresonanzmessungen (NMR)*

Entsprechend Kapitel 4.5.5 wurde Ubiquitin in Gegenwart des Peptids
DPDELRFNAIAL-NH, gegen Ubiquitin ohne Peptid vermessen (Abb.5.173 und

Abb.5.174), um den Interaktionsbereich zu identifizieren [200]
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Abb.5.173: 2D-['H,"’N]-HSQC-Spektrum
Aufnahmen von Ubiquitin mit Peptid (rot) und ohne (schwarz)
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Abb.5.174: VergroBerter Ausschnitt von Abb.5.173 mit Sequenzzuordnung !

Durch die Gegenwart von Peptid (rot) verschieben sich nur einige wenige Signale
gegeniber Peptid-freiem Ubiquitin.

* Durchfiihrung der Messungen durch Dr. Stefan Freund (Arbeitskreis Prof. Dr. Fersht, MRC Centre
for Protein Engineering, Cambridge, England)
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Eine besonders starke Verschiebung erfuhr Lys48 (Abb.5.174). Die
Gesamtverschiebung & einer Resonanz wurde entsprechend der Literatur =74
unter Berlicksichtigung der Kernmomente von "H und "°N durch

5 =[(8'H)* +0,04(5"N)*]"*
berechnet. Die Zuordnung der einzelnen Resonanzen (Abb.5.174) wurde ebenfalls
offentlichen Datenbanken ! entnommen und dem berechneten & zugeordnet

(Abb.5.175)
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Abb.5.175: Auftragung o gegen die Aminosdurenposition

Einzelne Bereiche des Ubiquitins zeigen eine starke chemische Verschiebungs-
anderung auf.

Es zeigte sich bereits hier ein ,Muster® aus beeinflussten Bereichen
(Aminosaureposition 3-15, 29-35, 41-52 und 66-76) der Ubiquitinstruktur. Projiziert
man die Verschiebungen ¢, die starker als 0,02 ppm waren, auf die Oberflache
von Ubiquitin, so zeigt sich, dass nahezu alle starken Verschiebungen in einer
einzigen Zone (Abb.5.176) des Ubiquitins lagen.

Abb.5.176: Projektion der Signal-verschobenen Aminoséauren des Ubiquitins

Nahezu alle Signal-verschobenen Aminosauren (dunkelgrau) liegen in einem einzigen
Bereich von Ubiquitin.
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Betrachtet man die Kristallstruktur der humanen Ubiquitin Carboxy-Hydrolase,
entnimmt die bindende Sequenz zusammen mit dem Ubiquitin und projiziert die
Verschiebungen auf das Ubiquitin, so zeigte sich sehr deutlich eine raumliche
Koinzidenz (Abb.5.177) zwischen naturlicher Lage des Peptids entlang der

.Furche® am Ubiquitin und der Signal-verschobenen Aminosauren.

b)

a)

Abb.5.177: Kristallstrukturdarstellungen des ,,bindenden* Peptids

Aus der Kiristallstruktur der humanen Ubiquitin Carboxy-Hydrolase wurden nur das
Ubiquitin (griin) und das Dodecapeptid (dunkelblau) entnommen (a). Die Signal-
verschobenen Aminosauren des Ubiquitins (rot) liegen entlang der zuvor beschriebenen
Furche und in guter rdumlicher Nahe zum Peptid (b). Betrachtet man ,nur® das
Oktapeptid (dunkelblau in ¢, die Verlangerung zum Dodecapeptid ist hellblau
dargestellt) so liegt es zentral in der Furche und in nachster Nahe zu den chemsich
verschobenen Aminosauren des Ubiquitins. Fir die Darstellungen wurde das pdb-File
1XD3 verwendet.

Mit den 2D-["°N,"H]-HSQC-NMR bestéttigte sich nochmals die spezifische
Interaktion des Dodecapeptids mit Ubiquitin. So konnte klar gezeigt werden, mit
welchen Aminosauren des Ubiquitins das Dodecapeptid interagiert. Es zeigte sich
eine klare raumliche Koinzidenz der natlrlichen Lage des Peptids und der in der

HSQC-Messung verschobenen Aminosauren.
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5.3.8 Ein Blick in die Literatur

Da sich das Forschungsgebiet Ubiquitin stetig erweitert und in den Fokus
verschiedenster Forschungsgruppen ruckt, soll hier ein kurzer Blick auf
interessante Literatur geworfen werden, die wahrend der Doktorarbeit
veroffentlicht wurde, oder mit den hier erarbeiteten Ergebnissen ruckblickend in

Verbindung stehen.

5.3.8.1 Shiftmuster von Polyubiquitin

Die Anderungen der chemischen Verschiebungen von verschiedenen Poly-
Ubiquitinen ist schon lidnger Gegenstand vieler Untersuchungen 2% Unter
anderem wurde dabei die Verknupfung Uber Lys48 und Lys63 genauer untersucht.
Interessanterweise zeigt das in dieser Dissertation untersuchte Dodecapeptid ein

Verschiebungsmuster (Abb.5.178), das dem von Lys48-verknupften Poly-Ubiquitin

entspricht.
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Abb.5.178: Verschiebungsmuster von K48 und K63 Poly-Ubiquitin

Ein Vergleich des Verschiebungsmusters zwischen K48 (unten) und K63 Poly-Ubiquitin
(oben) mit dem Verschiebungsmuster von DPDELRFNAIAL zeigt eine hohe
Ubereinstimmung zu K48 Poly-Ubiquitin.
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Dies legt die Vermutung nahe, dass das Peptid an derselben Stelle mit Ubiquitin
interagiert wie K48 Poly-Ubiquitin. Somit sollte ein unterschiedliches Bindungs-
verhalten zwischen K48 und K63-Poly-Ubiquitin an das gefundene Peptid zu
beobachten sein, was damit eine Trennmoglichkeit flr unterschiedliche Poly-
Ubiquitine bieten wurde. Jedoch sind solche Poly-Ubiquitine nicht kommerziell

erhaltlich.

5.3.8.2 Untersuchung einer Ubiquitin-bindenden Konsensus-Sequenz

e 9% wurden aus der Literatur

Unterschiedliche Ubiquitin-bindende Peptid
zusammengetragen (Tab.5.15) und gegeneinander kompetiert. Trotz Expression
in Drosphila konnte bisher die Funktion des ,Ubiquitin-interacting Motifs“ (UIM) in
vivo nicht aufgeklart werden. Allen gemeinsam war eine relativ geringe Affinitat
von 240 pM bis hin zu mehr als 10.000 uM. Eine Literatursuche zeigte, dass das
gefundene Dodecapeptid nicht als Ubiquitin-interagierendes Motiv eingestuft wird.

Tab.5.15: Vergleich von Ubiquitin-interagierenden Peptiden
Das als Ubiquitin-interagierende Dodecapeptid wurde mit Ubiquitin-interagierenden
Peptiden (entnommen aus %) zur Deckung gebracht, wobei nur identisch besetzte
Positionen markiert wurden (grau unterlegt).

Protein Interagierende Sequenz Bindungskonstante in yM
Eps15-2 QEQEDLELAIALSKSEISEA >10.000
Hrs-A QEEEELQLALALSQSEAEEK 2110+ 20
Vps27p-2 EEDPDLKAAIQESLREAEEA 1690+ 40
Eps15-1 SEEDMIEWAKRESEREEEQR 907+ 50
Hrs-B KRDETALQEEEELQLALALSQSEAEEKERLRQKSTY 291+ 12
Vps27p DEEELIRKAIELSLKESRNS 246+ 1
Stam1-A KEEEDLAKAIELSLKEQRQQ 217+7
Stam1-B TVANKKEEEDLAKAIELSLKEQRQQSTTLST 203t 2
Stam2-B MSSNKNKEDEDIAKAIELSLQEQKQQHTETKSLYPS 182+ 2
UCH3 DELRFNAI 25+6
UCH3 DPDELRFNAIAL 102

Uberraschenderweise stimmt die Sequenz DPDELRFNAIAL bis auf eine einzige

1 an mindestens 4

Ausnahme mit jeder der verodffentlichten Sequenzen
Aminosaurepositionen  Uberein. Dies ist eine aullerordentlich  hohe
Ubereinstimmung (33% Homologie) und kann als UIM gewertet werden.

Eine Konsensussequenz XeeeX®XXAXXXSXXe wurde verdffentlicht ' (wobei e
eine negativ geladene, ® eine hydrophobe Aminosaure, A und S essentiell sind, X

ist eine beliebige Aminosaure) beschrieben.
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Daher ist es schon aufgrund der Homologie nicht verwunderlich, dass sich das als
Binder identifizierte Dodecapeptid in diese Konsensussequenz einreiht. Vergleicht
man die Sequenz DPDELRFNAIAL des Dodecapeptids mit der Konsensus-
Sequenz XeeeX®XXAXXXSXXe, so bilden Leucin und Phenylalanin den
hydrophoben Anteil @ und die beiden N-terminalen Asparaginsduren passen auf
die negativ geladenen Aminosauren, ebenso wie das Alanin.

Verlangert man das ,bindende” Peptid entsprechend der natirlichen Sequenz, so
erhalt man DPDELRENAIALSAA- , welches nun nahezu alle Bedingungen
dieser Konsensus-Sequenz Xeee XPXXAXXXSXXe erfullt. Dies ist erstaunlich, da
das Serin laut der Kristallstruktur (pdb-File 1XD3) sich im Inneren des Proteins
befindet und daher nicht mit dem Ubiquitin in Kontakt treten kann.

Eine weitere Ubereinstimmung des Dodecapeptids mit dem Sequenzen aus
Tab.5.15 ist eine schnelle On- und Off-Knetik. Jedoch zeichnet sich das heir
gefundene Dodecapeptid durch eine mindestens 10-fach hdhere Affinitat und eine
etwa 20-fach langsamere On- und Off-Kinetik. Ein deutliches Zeichen fur eine

bessere Interaktion.

5.3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Ubiquitin-Liganden

Es sollten neue peptidische Liganden fur Ubiquitin identifiziert und optimiert
werden.

e Sequenzen von potentiell mit Ubiquitin-interagierenden Peptiden wurden
aus Kiristallstrukturen von Ubiquitin Protein-Komplexen abgeleitet.

o Mittels FCS-Messungen konnte die Dodecapeptid-Sequenz
DPDELRFNAIAL als potentieller Binder identifiziert werden.

e Sowohl mit RIfS- als auch mit ITC-Messungen war es moglich eine Affinitat
dieses Peptids im Bereich von 10-20 yM nachzuweisen, so dass es als
Ubiquitin-Ligand gewertet werden kann.

e Die schnelle On- und Off-Kinetik (bestatigt durch die RIfS-Messung)
verhinderte die Identifizierung von fur die Bindung essentiellen
Aminosaurenpositionen in der Sequenz DPDELRFNAIAL.

e Der Interaktionsbereich auf der Oberflache von Ubiquitin konnte mit
hochauflésender  2D-["°N,'H]-HSQC-NMR identifiziert werden und
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bestatigte, dass das Peptid eine ahnliche Lage wie in der Kristallstruktur der
humanen Ubiquitin Carboxy-Hydrolase einnimmit.

Unabhangig von dieser Arbeit publizierte Ergebnisse lassen erwarten, dass
das Dodecapeptid sich als Ubiquitin-interagierendes Motiv ¥ einordnen
lasst und wahrscheinlich eine héhere Affinitit zu Lys63-Poly-Ubiquitin 2%
(im Vergleich zu Lys48-Poly-Ubiquitin) besitzt.

Insgesamt kann das Dodecapeptid als Leitstruktur fur ein Ubiquitin-
Affinitats-Tag bezeichnet werden und besitzt das Potential fur die Trennung

verschiedener Ubiquitin-Polymere.



ZUSAMMENFASSUNG

6 Zusammenfassung

6.1 LIPODOT

Es wurde die gesamte Technik und Methodik zur Herstellung eines sogenannten
LIPODOT-Arrays entwickelt. Bei einem LIPODOT-Array handelt es sich um die
statistische Anordnung von kreisformigen, 10 bis 14 pm durchmessenden,
LIPODOTs auf einer hydrophoben Oberflache. Ein LIPODOT enthalt dabei ca. 250
attomol einer chemischen Verbindung mit einer Pam3;Cys-Gruppe , die sich Uber
hydrophobe Wechselwirkungen an der Oberflache zu einer selbstaggregierenden
monomolekularen Schicht stabilisiert. Die Verbindungen fur LIPODOT-Arrays
werden mittels Festphasensynthese aufgebaut und von diesen direkt auf das
Array Ubertragen. Somit erhalt man eine Erweiterung des bisher bekannten ,one
bead - one compound®-Konzepts der Split-and-Mix-Festphasensynthese zum ,one
bead — one compound — one LIPODOT" fur LIPODOT-Arrays.

Der enorme Vorteil der entwickelten LIPODOT-Array-Technik ist, dass eine extrem
grolle Anzahl an Verbindungen in nur einem einzigen Prozessschritt auf die
Oberflache als Array Ubertragen wird. Hierzu werden die Festphasen-Synthese-
Beads auf einer ,Carrier Plate“, zunachst in einer Monobeadschicht, angeordnet
und dann die darauf enthaltenen Verbindungen in einem einzigen Phasen-
Transferschritt auf eine ,Assay Plate” Ubertragen. Dieser Schritt beinhaltet sowohl
die Freisetzung der Verbindungen, die Ubertragung vom Bead auf die Assay Plate
und die molekulare Selbstaggregation der Verbindungen zu LIPODOTs innerhalb
von Sekunden. Die Ubertragung einer beliebigen Anzahl von Verbindungen ist mit
bisherigen Techniken nicht mdglich. Darlber hinaus wurde eine Methode
entwickelt, die es erlaubt, jeden LIPODOT dem Bead zuzuordnen, aus dem er
erzeugt wurde. Zur halbautomatischen Herstellung der LIPODOT-Arrays wurden

entsprechende Apparaturen entwickelt.

Somit wurden Arrays mit bis zu 1.300.000 LIPODOTs und nahezu 100.000
unterschiedlicher Verbindungen hergestellt. Die Herstellungszeit war unabhangig
von der Zahl der Uubertragenen Verbindungen. Diese Arrays wurden in
Prototypbindungsassays untersucht und lieferten Ergebnisse, die vergleichbar mit

~otandardassays”“ waren.
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6.2 Diffusionsvorrichtung

Die Diffusionsvorrichtung ist eine Apparatur, die als zweiter Themenkomplex
entwickelt wurde. Sie ermdglicht es mittels Diffusion und nur 2 Pipettierschritten
einen zweidimensionalen Konzentrationsgradienten herzustellen und ist zum
gangigen 12-Well-Format kompatibel. Der erzeugte Konzentrationsgradient
bestent aus zwei unterschiedlichen Wirkstoffen, die in zellularen Assays
eingesetzt werden. So kdénnen Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wie mit
herkdmmlichen Assays direkt an Zellen untersucht werden, jedoch mit einer
deutlich reduzierten Anzahl an Prozessierungsschritten. Zusatzlich wurde ein
entsprechend miniaturisierter und auf 50 um ortsaufgeldster ELISA auf einem
Siebdrucknetz entwickelt und seine Quantifizierbarkeit und Sensitivitat
nachgewiesen. Mit der Diffusionsvorrichtung erzeugte 2D-Gradienten aus Zellen
stimulierenden Lipopeptiden wurden mit einem zellularen Interleukin-8-
Ausschiittungs-Assay vermessen. Die Ergebnisse waren in Ubereinstimmung mit
einem ,pipettierten 2D-Gradienten® in Form der flussigkeitsgefullten klassischen
96-Well-Platten. Weiterhin war es mdglich mittels ,Softlithograpischen Printings*®
einen dieser 2D-Gradienten aus Antikdrpern auf eine Glasoberflache zu

ubertragen und Zelladhasionstests durchzufuhren.

Die Erzeugung eines 2D-Konzentrationsgradienten uber eine Konzentrations-
anderung von drei GroRenordnungen hinweg wurde somit durch zwei
Pipettierschritte ermoglicht und stellt ein technisches Novum mit viel Potential dar,

deren Kompatibilitat mit gangigen Techniken nachgewiesen wurde.

6.3 Ubiquitinligand

Als dritter Themenkomplex wurde die Identifizierung eines Ubiquitin-Liganden
mit vier verschiedenen physikalischen Messtechniken beschrieben. ,Potentielle”
Liganden wurden aus bereits bekannten Kristallstrukturen von Ubiquitin-
interagierenden Proteinen abgeleitet und anfanglich als Oktapeptide synthetisiert.
Die erste Bindungsstudie wurde mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(FCS) durchgefuhrt und zeigte bei der Sequenz DELRFNAI eine schwache aber

signifikante Bindung. Daraufhin wurde die Peptidsequenz entsprechend mit den
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naturlichen Aminosauren zum Dodecapeptid DPDELRFNAIAL erweitert. Diese
Sequenz wurde mit Reflektometrischer-Interferenz-Spektroskopie (RIfS) eindeutig
als Binder identifiziert. Weiterhin wurde mit diesem Peptid eine schnelle On- und
Off-Kinetik nachgewiesen und es wurde eine Bindungskonstante von
13,4+ 2,6 uM ermittelt. Wahrend der Bearbeitung dieser Fragestellung wurde eine
nicht-naturliche Sequenz eines Ubiquitin-interagierenden Peptids veroffentlicht.
Dieses wurde ebenfalls synthetisiert und im Vergleich zu dem in dieser Arbeit
identifizierten Dodecapeptid mit Isothermaler Kalorimetrie (ITC) vermessen. Die
Bindungskonstante des nicht-natlrlichen Peptids konnte bestatigt werden. Fur das
im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierte Dodecapeptid DPDELRFNAIAL
wurde die hochste Affinitat mit einer Bindungskonstante von 10+ 2 yM ermittelt.

In einer Kooperation mit Dr. Stefan Freund (Prof. Dr. Alan Fersht, MRC
Cambridge) konnte mittels hochaufldsender 'H®N-HSCQ-NMR-Messungen die
entsprechende Interaktionsflache von Ubiquitin mit dem Dodecapeptid identifiziert

werden.

Aus der ursprunglichen Auswahl von potentiellen Ubiquitin-Liganden wurde somit
das Dodecapeptid DPDELRFNAIAL eindeutig als Ligand fur Ubiquitin mit einer
Affinitat von 12+ 3 pyM identifiziert. Weiterhin zeigten die NMR-Studien, dass es
das Potential zur Diskriminierung verschiedener Ubiquitinpolymere (Lys48 und
Lys63-Polyubiquitin) besitzt, da die Interaktion eine &hnliche chemische

Verschiebung zu Lys48-Poly-Ubiquitin zeigte.
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Herr Glinter Roth
hat in der Zeit vom 01.04.2004 bis 30.11.2006
am Graduiertenkolleg der DFG

— Chemie in Interphasen——
Synthese, Dynamik und Anwendung

polymerfixierter aktiver Zentren

als Stipendiat und vom 01.10.2006 bis 30.11.2006 als
Postdoktorand erfolgreich teilgenommen und in dieser Zeit die
bei den Leistungsnachweisen aufgefiihrten Vorlesungen und
Seminare besucht, Praktika mit Leistungskontrolle (Bericht)
absolviert sowie begutachtete halbjahrliche Forschungsberichte
vorgelegt. Herr Roth war vom 01.10.2004 bis 30.09.2005
Sprecher der Stipendiat(Inn)en und Kollegiat(Inn)en.

30.11.2006

(Prof. Dr. Klaus Albert)
Sprecher des Kollegs
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LEISTUNGSNACHWEISE

Hetr Roth hat in der Zeit vom 01.04.2004 bis 30.11.2006 am Graduiertenkolleg der DFG »Chemie
in Interphasen—Synthese, Dynamik und Amwendnungpolymerfixierter aktiver Zentren als Stipendiat erfolgreich
teilgenommen und die folgenden Seminare und Vorlesungen besucht:

4 Interdisziplinires Seminar des Graduierten]zoﬂegs

4 Struktur und Dynamik von Interphasen II (SS 2004)
Dozenten: Albert, Bertagnolli, Bogdan, Egelhaaf, Mayer, Miiller, Ochsenfeld, Plies,
Speiser

+ Synthese und Anwendung von Interphasen I (WS 2004/05)
Dozenten: Albert, Brandstetter, Lindner, Mayer, Nagel, Schurig, Speiser,
Wesemann, Wiesmiiller

4 Struktur und Dynamik von Interphasen I (SS 2005)
Dozenten: Albert, Bertagnolli, Egelhaaf, Mayer, Miiller, Ochsenfeld, Speiser,
Rosenstiel, Wiesmiiller

4 Synthese und Anwendung von Interphasen II (WS 2005/06)
Dozenten: Albert, Brandstetter, Lindner, Mayer, Nagel, Schurig, Speiser,
Wesemann, Wiesmiiller)

die folgenden Vortrige gehalten:

4+ Ubiquitin, the Most Important Protein?, Blaubeuren 2004

4+Gradients by Diﬂ:usion-Large Scale Interphases in Cellular Assays, Lauterbad
2005

+Small Peptides as Ligands for Ubiquitin, Lauterbad 2006

folgende Praktika mit Leistungskontrolle (Bericht) absolviert:

4 Interaktion verschiedener (Lysin),-Fettsiure-Derivate mit C,g-Kieselgel in
unterschiedlichen Lésungsmittelgemischen, August 2005

*I(lentifizierung von chiralen peptidisc}len Selektoren zur optimierten Auftren-
nung von enantiomeren DNP-Aminosiurengemischen in der Kapillarelektropho-

rese, November 2006

sowie begutachtete halbjihtliche Forschungsbetichte vorgelegt.
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30.11.2006 (Prof. Dr. Klaus Albett)
Sprecher des Kollegs
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