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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Motivation der Arbeit

Mit der Theorie der Pharmakon-Wirkung wird versucht, die Wirksamkeit von Pharmaka auf
definierte  physikalisch-chemische  Wechselwirkungen in  biologischen  Systemen
zurtckzufihren. Die Bindung des Arzneistoffs an spezifische Rezeptoren ist hiernach fir
dessen pharmakologischen Effekt notwendige Voraussetzung und die Wirksamkeit einer
Arzneisubstanz wird unter anderem durch die Spezifid und Stérke dieser Wechselwirkung
bestimmt. Die Bedeutung dieser Rezeptortheorie fur das Verstandnis der Wirkung der
Uberwiegenden Zahl von Arzneistoffen ist dabei unbestritten. Fir die Neuentwicklung von
Pharmaka ist damit die Untersuchung des Bindungsverhaltens zwischen Biomolekilen von
grof3er Bedeutung. Dafir hat sich in den letzten Jahren der Begriff Biomolekulare
Interaktionsanalyse (BIA) etabliert.

Zur Untersuchung der Stéarke und Natur der Bindung wurden zuerst Methoden wie
Gleichgewichtsdialyse, Falung, Ultrazentrifugation, Elektrophorese u. a. entwickelt. Durch
die Einfihrung von radioaktiven Markern und spater durch die Verwendung von
Fluoreszenzmarkern und Enzymen erdffneten sich neue Detektionsmdglichkeiten zur
systematischen  Untersuchung  biomolekularer ~ Wechselwirkung.  Insbesondere die
Markteinfihrung einer markierungsfreien optischen Detektionsmethode an einer
Transduceroberfléche (das BIACORE System) im Jahre 1990 fuhrte zur Entwicklung und
zum Einsatz verschiedener optischer und massensensitiver  markierungsfreier
Detektionsverfahren. lhnen gemeinsam ist, dass die Wechselwirkungen einer an der
Transduceroberflache immobilisierten Spezies mit einem geléstem Bindungspartner
zeitaufgel 6st und markierungsfrel verfolgt werden kénnen.

Wahrend alle genannten Methoden zu Anfang dazu entwickelt wurden, eine Wechselwirkung
moglichst genau hinsichtlich Affinitdt oder auch Bindungskinetik zu charakterisieren,
erwuchs bald die Forderung, solche Detektionsmethoden zum schnellen Aufspiren von
Wirkstoffen zu nutzen, die im Hinblick auf die pharmakologische Wirkung eine
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Wechselwirkung mit dem Rezeptor zeigen. Um ideale Antagonisten oder Agonisten eines
spezifischen biologischen Targets zu finden, werden idealerweise alle einem Forschungsl abor
zur Verfigung stehenden Substanzen auf eine potentielle Aktivitat hin untersucht. Denn je
grofRer die strukturelle Diversitdt der Molekile ist, die auf pharmakologische Wirkungen hin
untersucht werden, desto groRer die Wahrscheinlichkeit, Kandidaten fur die
Welterentwicklung zu Medikamenten zu finden. Dies erforderte aber hoch parallele
Detektionssysteme fur ein  Hochdurchsatzscreening oder High-Throughput Screening (HTS).
Vor allem die Mdoglichkeiten der kombinatorischen Chemie haben die Anzahl potentiell
wirksamer Verbindungen so rasant ansteigen lassen, dass heute oftmals Uber eine Million
Substanzen pro Assay zu testen sind. Gleichzeitig bleibt fir einen Test immer weniger Zeit,
da durch das Human Genome Projekt (HUGO) immer neue, mogliche Targets gefunden
werden, die den Wettlauf nach neuen Medikamenten weiter beschleunigen.

Der resultierende Zeit- und Kostendruck fur die Pharmabranche bei der Suche nach neuen
Wirkstoffen stellt an HT S-Analysemethode deshab hohe Forderungen wie

o Stabilitét

» einfache Handhabung

» Automatisierbarkeit

» Hohe Pardlelisierbarkeit

* Miniaturisierung.

Auf Grund ihrer ginstigen Eigenschaften finden im Hochdurchsatzscreening die optischen
Methoden besonders grol3e Verbreitung. Sie funktionieren normalerweise unter Zuhilfenahme
eind  Markierung wie z.B. Huorophoren, Radiomarkern oder Enzymen. Mit der
Weiterentwicklung einer  markierungsfreien  optischen  Detektionsmethode,  der
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie (RIfS), kann nun erstmals auch bel der
paralelen Detektion im HTS auf die Verwendung von Markern verzichtet werden. Das
Screening wird in der Regel in einer Standardmikrotiterplatte (MTP) durchgefihrt. Das sind
Trégerplatten, auf denen mehrere Probenkavitdten untergebracht sind. Die Anzahl der
Kavitdten geht von 96 Uber 384 bis hin zu 1536 und hoéher und zeigt, dass nur mit Hilfe
hochparalleler Probentrager der geforderte Durchsatz zu erreichen ist. Design, Viefat und
Flexibilitét der Probentrdger und der Testformate, Informationsgehalt der Daten, sowie
Geschwindigkeit und Kosten entscheiden dabel, ob eine Methode sich im HTS-Bereich
behaupten kann.
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1.2 Zielsetzung und Gliederung

Zielsetzung

In Anbetracht der geschilderten Situation war das Ziel der vorliegenden Arbeit eine

Untersuchung der Mdglichkeiten, die markierungsfreie Detektion fur den Einsatz
im Hochdurchsatzscreening zu nutzen und durch ein breites Angebot an
Sensoroberflachen  und  Assay-Testformaten ein mdglichst  breites

Anwendungsgebiet zu erdffnen.

Dabei stand im Rahmen des BMBF-Projektes LIBRARIAN Il erstmals eine Detektionseinheit
zur Verfugung, mit der die Wechselwirkung eines Rezeptors mit der Biosensoroberflache
hochparallel markierungsfrei detektiert werden konnte und die auf Grund des optischen
Aufbaus und des Probentrdgerformates mit typischen HTS-Problemstellungen kompatibel
war. Es sollte untersucht werden, ob mit diesem Aufbau die Wechselwirkungen an der
Oberfléache detektiert werden kdnnen und ob die physikalisch-chemische Qualitét der aus dem
Bindungsprozess  resultierenden  Daten, die man aus den  beobachteten
Schichtdickenanderungen erhélt, aussagekraftig genug sind, eindeutige Screeningergebnisse
zu liefern. Durch die Implementierung unterschiedlicher Testformate und Assays auf dem
optischen Messsystem sollte die Einsatzbreite der Screeningplattform aufgezeigt und validiert
werden.

Obwonhl in der Vergangenheit bereits intensiv auf dem Gebiet der Oberflachenmodifikation
fir RIfS-Biosensoren gearbeitet wurde und daraus eine Vielzahl unterschiedlicher
Oberflachen zur kovalenten oder adsorptiven Immobilisierung der Wechselwirkungspartner
hervorging, war noch keine Strategie zuganglich, mit der Rezeptoren Uber eine spezifische
Adsorption, also Uber eine Affinitétsreaktion, an RIfS-Biosensoren gebunden werden
konnten. Deshalb wurden unterschiedliche Moglichkeiten far solche
Immobilisierungsstrategien entwickelt und validiert.

Gliederung der Arbeit
In einem einfihrenden theoretischen Tell werden die Grundlagen folgender Themengebiete
diskutiert:
e Prinzipien der biomolekularen Wechselwirkungen sowie Thermodynamik und
Kinetik von Affinitéatsreaktionen,
» die Detektion solcher Wechselwirkungen im Hochdurchsatzscreening,

» Methoden zur Modifizierung von Oberfl&chen,
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» Biochemie der Systeme, die in dieser Arbeit zur Oberflachenmodifizierung und
in den Screening-Untersuchungen Verwendung fanden,
» sowie die Grundprinzipien der optischen Detektion im Fall von Einzel- und
Parallelmessungen.
Nach der Beschreibung von Materialien, Gerdten und verwendeten Methoden werden im
Ergebnisteil zundchst die neuen Affinitdtsoberflachen, die auf der Wechselwirkung von
(Strept-)Avidin mit Biotin und von Nickel-NTA mit His-Tag-Fusionsproteinen beruhen,
charakterisiert und deren Einsatzmaglichkeiten vorgestelit.
Anschlief3end wird durch allgemeine Charakterisierungen gepruft, inwieweit sich der Prototyp
zur parallelen RIfS-Detektion zur Untersuchung von Wechselwirkungsereignissen eignet. Am
Beispiel von drei Assays mit unterschiedlichem Aufbau und unterschiedlicher Zielrichtung
wird dann gezeigt, wie bel der Entwicklung eines Assays fur das Hochdurchsatzscreening
vorgegangen werden muss. Gleichzeitig soll damit gezeigt werden, welche Assaytypen fir
eine Anwendung grundsétzlich zuganglich gemacht werden konnen. In einer abschlief3enden
Zusammenfassung werden die neuen Oberflachen und das parallele RIfS-Screeningmodul
kritisch bewertet.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Biomolekulare Wechselwirkung

Biochemische Rezeptoren wie Proteine oder Nukleinsduren haben die Fahigkeit, an
bestimmten Regionen des Molekiils, den sogenannten Bindungsstellen oder Bindungstaschen,
mit anderen Molekilen, wie z.B. niedermolekularen Liganden, Proteinen oder
Oligonukleotiden eine spezifische Wechselwirkung einzugehen. Besondere Kennzeichen
eines solchen Ligand-Rezeptor-Komplexes sind die hohe Selektivitdt und die mégliche
Reversibilitét der Wechselwirkung. Die Gleichgewichtskonstante K einer solchen Bindung ist
haufig sehr hoch, und ergibt sich aus der Summe einer Vielzahl von schwachen attraktiven
Kréften. Durch die Gleichgewichts- oder Affinitatskonstante sind Konzentrationen von
Ligand, Rezeptor und Ligand-Rezeptor-Komplex im Gleichgewicht Uber das
M assenwirkungsgesetz gegeben

K = CL

c, [C
R Formel 1

mit den Gleichgewichtskonzentrationen an frelem Rezeptor cg, freiem Liganden c. und
Rezeptor-Ligand-Komplex cr.. Einen Uberblick tber géngige Methoden zur Ermittlung der
Affinitatskonstanten in homogener Phase findet sich in Steward et al. 1983.

Wahrend die Affinitatskonstante Aufschluss Uber die thermodynamischen Eigenschaften der
Wechselwirkung gibt, kann die Kinetik der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung nur tber eine
zeitaufgel 6ste Beobachtung wahrend der Einstellung des thermodynamischen Gle chgewichts
ermittelt werden. Haufig verlauft die Assoziation nach einem bimolekularen Mechanismus
und die Dissoziation nach einem monomolekularen Mechanismus, so dass sich fur die

Bildung des Ligand-Rezeptor-K omplexes die Geschwindigkeit dcg /dt zu

dc
?RL :ka E:R |]:L _kd E:RL
Formel 2

mit der Assoziationsratenkonstanten k, und der Dissoziationsratenkonstanten ky ergibt.
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2.1.1 DETEKTION VON WECHSELWIRKUNGSAFFINITAT UND —KINETIK AN OBERFLACHEN

Bel der Detektion von Affinitétsreaktionen an Biosensoroberfldchen spielt die Abfolge von
mehreren Prozessen, wie in Fig. 1 gezeigt sind, eine Rolle. Um an die Oberflache binden zu
kénnen, muss der Rezeptor an die Oberflache hindiffundieren. Der Massentransport hangt
dabei im wesentlichen von der Dicke der Diffusionsgrenzschicht, vom
Diffusionskoeffizienten und von der Rezeptorkonzentration im freien Volumen ab. Wird die
Volumenldsung gerdhrt, so erhdlt man eine konstante Diffusionsgrenzschicht. Bei ruhender

Losung beobachtet man auf Grund der Verarmung der Rezeptorkonzentration in
Oberfl&chennshe eine mit /'t wachsende Diffus onsgrenzschicht. Die eigentliche Bindung des

Rezeptors an die oberflachengebundenen Liganden ist durch die Kkinetischen

Bindungskonstanten charakterisiert.

Rezeptor
Volumen
Diffusion Diffusionsschicht
Kpiffusion

v Kinetik

Grenzflache

Oberfléchen-
modifikation

Fig. 1. Effekte, die bei der Detektion von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen an Sensoroberflachen
entscheidend sind.

Damit setzt sich die Bindung des Rezeptors an die Oberflache aus zwel Phé&nomenen

zusammen, die forma as Folgereaktion betrachtet werden konnen: Diffusion an die

Oberflache und spezifische Wechselwirkungskinetik mit der Oberflache. Da nur der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt in die Zeitabhéngigkeit der Detektion der Bindung
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eingeht, kénnen durch ginstige Wahl der Reaktionsparameter beide Ph&nomene getrennt und
so unterschiedliche Informationen tber das System erhalten werden.

2.1.1.1 Bestimmung der Bindungskinetik

Zur Bestimmung der Bindungskinetik muss erreicht werden, dass die Diffusion deutlich
schneller erfolgt als die Bindung des Rezeptors an den Liganden. Dies wird erreicht, indem
man das V erhéltnis zwischen freiem Rezeptor in Lésung und freiem Ligand an der Oberflache
sehr grof3 wahlt, das heildt sehr hohe Rezeptorkonzentrationen und Oberflachen mit wenigen
Bindungsstellen benutzt. Bei konstanter Rezeptorkonzentration in Losung (also bel
Konvektion) erhalt man eine Kinetik pseudo-erster Ordnung mit einer aus Formel 2 folgenden
Bindungsrate I'(t) :

M) =T Eﬂl—e_ksm)
Formel 3

wobei ,, die Gleichgewichtsbeladung der Oberflache darstellt und ks die sogenannte
Ratenkonstante. Diese konzentrationsabhangige Ratenkonstante berticksichtigt die wahrend
der Assoziationsphase bereits stattfindende Dissoziation von gebundenem Rezeptor, so dass
aus ihr die beiden kinetischen Konstanten k, und kyq bel konzentrationsabhéngigen Messungen
mit
k. =k, [&+k,

Formel 4

Uber eine lineare Regression ermittelt werden kénnen. Zur Veranschaulichung sind in Fig. 2
beispielhaft ein Satz berechneter Bindungskurven und die resultierenden Ratenkonstanten
gezeigt.

Eine ausfihrliche Herleitung dieser Zusammenhéngeist in (Piehler 1997) zu finden.
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Fig. 22 Bestimmung der kinetischen Wechselwirkungsparameter an Sensor-Oberflachen: linksist der zeitliche
Verlauf des Bedeckungsgrades bei der Bindung von Rezeptor in unterschiedlichen Konzentrationen
gezeigt (k.=10° lmol*S% k= 10'sY). Rechts sind die Ratenkonstanten, die sich aus den
Kurvenanpassungen mit Formel 3 ergeben, gegen die Konzentration aufgetragen. Aus diesem
Sekundarplot sind die kinetischen Parameter Uber Steigung und Achsenabschnitt Uber Formel 4

zuganglich.

2.1.1.2 Bestimmung der Affinitatskonstanten in Losung

Naturlich kann aus den kinetischen Konstanten auch die Affinitétskonstante K bestimmt
werden. Da sich die Wechselwirkung an der Oberflache jedoch von der ungestorten
Wechselwirkung im freien Volumen unterscheiden kann, wird zur Bestimmung von K haufig
anders vorgegangen:

Wahlt man Bedingungen, unter denen die Wechselwirkung des Rezeptors mit der Oberflache
durch den Massentransport zur Oberfldche limitiert ist, aso be niedriger
Rezeptorkonzentration in Losung und hoher Ligandkonzentration an der Oberflache, so wird
die Bindung Uber die Fickschen Gesetze beschrieben. Im Durchfluss oder unter Konvektion

erhalt man fur den Massentransport Jp an die Oberfléache nach dem 1. Fickschen Gesetz

JD=D[—;ﬁ=DBC_5—CS=kD(C—CS) Formel 5
X

wenn man unter der Annahme einer Nernstschen Diffusionsgrenzschicht der Dicke & den
Konzentrationsgradienten dc/dx durch eine lineare Naherung beschreibt, wobel cs die
Konzentration direkt an der Phasengrenze ist. Da die Diffusionskonstante ky bei konstanten
Rahmenbedingungen wie Temperatur und Viskositdt eine konzentrationsunabhangige
Konstante darstellt, hdngt der Massentransport an die Oberflache lediglich von der
Konzentration an bindungsfahigem Rezeptor in Losung ab. Damit ist auch die
Geschwindigkeit der Bindung an die Oberflache

drt) _

—=J; Formel 6

dt
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direkt von der Konzentration an freiem Rezeptor in Lésung abhangig. Befinden sich in der
Probenl6sung nicht nur Rezeptormolekiile, sondern auch Ligandmolekile, so andert sich auf
Grund von Formel 1 die Konzentration an freiem Rezeptor cg. Die Konzentration an cr ergibt

sich dabei fur einen Rezeptor mit einer Bindungsstelle zu:

1 1,
COR + COL + K (COR + COL + 7)

Cr = Cor ~Cr = Cor _( 2 - 4 ~ Cor |]:OL)

Formel 7
Damit erhdlt man bel sogenannten Titrationen, bel denen in mehreren Experimenten mit

konstanter Rezeptorkonzentration die Ligandkonzentration variiert wird, Kalibrier- oder
Titrationskurven aus denen durch Kurvenanpassung die Affinitdtskonstante bestimmt werden
kann. Beispielhaft ist ein berechneter Datensatz aus Oberflachenbeladung und daraus
resultierender Kalibrierkurve in Fig. 3 gezeigt. Eine detallierte Herleitung der
Zusammenhange findet sich bei Piehler et al. 1997.
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Fig.3: Anderung der Oberflachenbelegung bei diffusiondlimitierter Bindung bei einer Rezeptorkonzentration
Cor=1nM, einer Affinitatskonstanten K=10® M* und unterschiedlicher Ligandkonzentration. Die
Kurvensteigung ist auf die Bindungsrate und damit auf den Massentransport bzw. auf die
Konzentration an freiem Rezeptor in Losung zuriickzufihren. Aus der Titrationskurve (rechts) |asst

sich die Affinitatskonstante durch Kurvenanpassung mit Formel 7 bestimmen.

2.2 Hochdurchsatzscreening oder High-Throughput Screening (HTS)

Werden sehr viele biomolekulare Wechselwirkungen gleichzeitig oder sequenziell untersucht,
so spricht man von einem Hochdurchsatzscreening oder High-Throughput Screening (HTYS).
Dabei geht es in der Rege zuerst um die Frage, ob zwei Molekile miteinander in
Wechselwirkung treten, also der Identifizierung eines sogenannten Screening-Hits. Die
quantitative Betrachtung der Bindung tritt hdufig in den Hintergrund bzw. wird erst dann

untersucht, wenn ein interessantes Wechselwirkungspaar gefunden wurde.
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2.2.1 ENTWICKLUNG DES HTS

Die Molekularmedizin  er6ffnet  mit der Untersuchung des grundlegenden
molekularbiologischen Verstéandnisses von Krankheiten neue Wege zum Auffinden und
Optimieren neuer Medikamente. Die Untersuchung der Signallbertragungswege auf
molekularer Ebene fihrt dabei zur Identifizierung von Substanzen, die in einem
Zusammenhang zur Erkrankung stehen. Nachdem solche biologischen Targets gefunden
werden, beginnt in der Regel die Suche nach sogenannten Leitstrukturen, die eine spezifische
Interaktion mit dem Target zeigen und deshalb zur kausalen Therapie genutzt werden kénnen.
Wahrend die Wirksubstanzen friher direkt im Tierversuch oder an isolierten Organen getestet
wurden, finden seit den 80er Jahren zunehmend die Prifungen direkt an den isolierten
Zielstrukturen, den pharmakol ogischen Targets, statt.

In den 90er Jahren wurde der Durchsatz dieser Verfahren durch die Laborautomation
drastisch gesteigert und das Hochdurchsatzscreening (HTS) etabliert. Konnten friher ca. 100
Substanzen pro Labor und Tag auf Wirksamkeit geprift werden, erlaubt das HTS das Testen
von bis zu 100.000 Substanzen pro Tag. Bei noch hoherem Probendurchsatz spricht man von
ultraHTS (u-HTS) mit dem in naher Zukunft ein Durchsatz von bis zu einer Million Proben
pro Tag und Labor erreicht werden soll. Die Forderung, den Probendurchsatz immer weiter zu
steigern, liegt in der Entdeckung immer neuer Targets und der wachsenden Zahl an
zuganglichen Testsubstanzen begriindet.

Wahrend heute nur rund 400 molekulare Targets bei der Pharmakotherapie eine Rolle spielen,
wird die Zahl der noch unbekannten therapierelevanten Targets auf mindestens 5000
geschétzt. Diesen Schatz, den das menschliche Genomprojekt zuganglich machte, gilt es nun
zu heben und unter Betracht der weltweit konkurrierenden Pharmakonzerne méglichst rasch
auf pharmakologische Bedeutung und daraus folgende Therapiemal3nahmen zu testen.
Gleichzeitig wachsen die Substanzbibliotheken, die fir ein HTS genutzt werden kénnen, dank
den Methoden der kombinatorischen Chemie, die seit Anfang der 90 Jahre zur Verfligung
stehen, mit unglaublicher Geschwindigkeit (Jung 1999).

2.2.2 REALISIERUNG DES HTS

2.2.2.1 Technische Realisierung

Dass eine solch enorme Probenzahl nicht manuell getestet werden kann, verdeutlicht die
Tatsache, dass bei einem Durchsatz von 100.000 Proben pro Tag selbst bei kontinuierlichem
Laborbetrieb fur jeden Einzeltest weniger als 1 Sekunde fur Durchfihrung und Auswertung
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zur Verfigung stiinde. Wie aber kann nun dieser unglaubliche Probendurchsatz realisiert
werden? Heute arbeiten die meisten HTS-Anlagen vollautomatisch eine Vielzahl von Proben
gleichzeitig ab (Houston et al. 1997). In der Regel werden die Testsubstanzen in
Kavitétenplatten, sogenannten Deep-Well-Mikrotiterplatten (Deep-Well-MTP), in DMSO
gelost gelagert. Bel den gangigen Formaten befinden sich 96, 384 oder neuerdings bis zu
1536 Substanzen auf einer Platte. Aus diesen Vorratsplaiten werden mit Hilfe von
Pipettierautomaten sogenannte Tochterplatten hergestellt, die die fir den Test gewlnschten
Substanzkonzentrationen enthalten. Die Pipettierautomaten Ubernehmen auch die Zugabe von
Target und Reagenzien. Das Auslesen des Assay-charakteristischen Signals geschieht dann
fur ale Proben einer Mikrotiterplatte (MTP) ssimultan. Die ausgewerteten Signale werden mit
Hilfe der Barecode-Markierung der MTP zugewiesen und dann abgespeichert. Durch
intelligente Logistik- und Transportsysteme ist es méglich, wahrend des Auslesens einer MTP
bereits weitere Platten vorzubereiten, so dass auch langere Inkubations-, Wasch- oder
Sedimentationsschritte den Absolutdurchsatz nicht herabsetzen. Um das HTS noch schneller
zu machen und gleichzeitig die Kosten zu senken, werden zur Zeit hoherparallele,
miniaturisierte Plattformen entwickelt (Burbaum 1998, Harrison 1998). Dabel werden u.a.
neue Entwicklungen in der Mikrostrukturierung (Roberts et al. 1997, Jakeway et al. 2000),
Mikrofluidik (Kopp et al. 1997) und Mikrodosierung (Lemmo et al. 1998) genutzt.

2.2.2.2 Detektionsmethoden im HTS

Auf Grund des enormen Marktes, den das HTS in der pharmazeutischen Industrie eréffnete,
wurden sehr schnell ganz unterschiedliche Detektionsprinzipien fir das HTS entwickelt. Eine

maogliche Einteilung kann wie folgt vorgenommen werden.

Radiometrische Methoden

Die ersten erfolgreichen Screeningmethoden basierten auf dem sehr empfindlichen Nachwels
von radioaktiven Markern. Trotz der Vorhersagen, dass diese Methoden auf Grund der
problematischen Handhabung von radioaktivem Materia sehr  schnell  von
fluoreszenzbasierten Tests ersetzt wurden, sind noch heute zwischen 20-50% aller
industriellen Screeninganwendungen radiometrische Assays. Die wichtigste Methode ist
dabel schon seit Anfang der 90er Jahre der Scintillation Proximity Assay (SPA), bei dem die
Bindung einer markierten Substanz an eine Oberflache (Bead oder Mikrotiterplattenboden)
dadurch nachgewiesen wird, dass der oberflachengebundene Radiomarker ein ebenfalls
gebundenes Farbstoffmolekil zur Lichtemission anregt (z.B. Cook et al. 1996). Die



12 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Forschungsschwerpunkte beim SPA liegen derzeit vor allem auf der Entwicklung neuer
Detektoren und neuer SPA-Beads (Ramm 1999).

Homogene Fluoreszenzmethoden

Methoden, die auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals in einer Probenldsung beruhen,
gehdren zu den wichtigsten und am weitesten verbreiteten Screeningmethoden. Die Vorteile
einer optischen Detektionseinheit und die hohe Empfindlichkeit, die mit solchen Methoden
erreicht werden kann, ermoglichen ihren Einsatz im u-HTS durch massive Parallelisierung
und Miniaturisierung (Oldenburg et al. 1998). Unter der Vielzahl an Messmethoden haben die
Fluoreszenzanisotropie (FA), der Fluoreszenz Energie Transfer (FRET, Gauglitz 1999), der
Zeitaufgeloste  Energietransfer (TRET Pope et al. 1999) und die Floureszenz-
Korrelationsspektroskopie (FCS, z.B. Haupts et al. 2000, Moore et al. 1999) den grofdten
Stellenwert bei den kommerziell verfigbaren HTS-Methoden. Wéhrend sich die
fluoreszenzbasierten Methoden technisch sehr rasch entwickeln, scheint das Auffinden von
neuen Fluoreszenzfarbstoffklassen derzeit ein Problem darzustellen (Hertzber et al. 2000), so
dass sich die Forschung vor allem auf die Modifikation bereits vorhandener Farbstoffe
konzentriert (z.B. Amersham 2001). Die Verwendung von Halbleiternanokristallen als
Fluorophor kdnnte diese Probleme 16sen (Bruchez et al. 1998, Chan et al. 1998).

Markierungsfreie Screeningmethoden

Markierungsfreie Methoden werden zur Zeit noch nicht fur Routine-HTS-Anwendungen
eingesetzt. Allerdings zeigen sich sowohl bel Methoden der optischen Detektion wie
Oberflachenplasmonenresonanz  (Biacore 1998) und Reflektometrische Interferenz-
spektroskopie (RIfS, Rothmund et al. 1999, Birkert et al. 2002) as auch bei der

M assenspektrometrie Entwicklungen, die ein markierungsfreies HTS erméglichen werden.

Zellbasierte Methoden

Zellbasierte Assays werden haufig mit Fluoreszenz- oder radiometrischer Detektion
durchgefuhrt. Trotzdem werden die zellbasierten Assays oft als separates Gebiet betrachtet. In
der Regel kbnnen die Informationen, die aus zellbasierten Assays erhalten werden, nicht
durch einfache Bindungsassays zuganglich gemacht werden (Sundberg 2000). Solche,
biologisch sehr komplexen Assays werden eingesetzt, um durch membrangebundene
Rezeptoren initiierte Signaltransduktion zu verfolgen (Second Messenger Assay, Gonzales et
al. 1999), das Verhaten von Transkription und Trandation zu untersuchen (Reportergen
Assay) oder das Wachstumsverhalten von Zellen bel Stimulation von auf3en zu beobachten
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(Zellproliferations Assay). Der hohe Informationsgehalt, der teilweise aus solchen Assays
gezogen werden kann, fuhrte zur Einflhrung des Begriffes High Content Screening (HCS).
Wahrend bei klassischen Bindungsassays oftmals die Optimierung der Detektionsmethoden
im Vordergrund steht, werden zellbasierte Assays meist von den molekularbiologischen
Fortschritten gepragt (Silverman et al. 1998).

2.2.2.3 Datenauswertung im HTS

Oftmals werden die Daten im HTS zu Gunsten des hohen Probendurchsatzes nur qualitativ
oder semiquantitativ ausgewertet. In der Regel wird nur untersucht, ob es sich bel der Probe
um eine aktive Substanz handelt. Solche Proben werden as Hit oder Treffer bezeichnet. Nur
diese Hits werden z.B. in einem Sekundérscreening weiteruntersucht, wobei erst dann die
speziellen Bindungseigenschaften von Interesse sind. Die Qualitdt eines Screening-Assays
driickt sich deshab auch dadurch aus, wie viele der eigentlichen Hits nicht gefunden werden
(falsch negativer Hit). Solche falsch negativen Hits sind besonders kritisch, da inaktive
Proben bereits beim ersten Screening ausgesondert werden und solche falsch negativen Hits
damit die Ausbeute an potentiellen Wirkstoffkandidaten verringern. Als falsch positive Hits
werden dagegen Proben bezeichnet, die im Test zwar Signale einer aktiven Verbindung
zeigen, die aber keine Wechselwirkung mit dem untersuchten Target eingehen. Falsch
positive Hits werden in der Regel beim Sekundarscreening ausgesondert und sind deshalb
deutlich unkritischer zu bewerten as falsch negative Hits. Grunde fur falsch negative und
positive Hits sind in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1 Griinde fir falsch negative und falsch positive Hits.

Falsch negative Hits Falsch positive Hits
*Die Testempfindlichkeit ist zu gering * Zu geringe Reproduzierbarkeit
*Die Substanz ist nicht gel st eUnspezifische Stérungen des Testsignals

durch Farbstoffe, toxische Substanzen, etc.
*Die Substanz ist instabil » Unspezifische Wirkung auf das Zielmolekil

durch das Lésungsmittel, etc.

2.2.3 KOMBINATORISCHE CHEMIE UND HTS

Die kombinatorische Chemie, die sich aus der kombinatorischen Peptidsynthese nach Furka
(Furka et al. 1988) entwickelte, stellt einen der Pfeiler dar, auf denen sich das HTS stiitzt. Das

Grundprinzip der kombinatorischen Chemie ist es, eine enorme Anzahl an unterschiedlichen
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Substanzen gleichzeitig, unter einheitlichen Synthesebedingungen anstatt durch sequenzielle
Einzelsynthese herzustellen (Jung 1999). Die Menge adler bei solchen Reaktionen
entstandenen Substanzen wird als Substanzbibliothek bezeichnet. Die ersten Entwicklungen
zielten darauf ab, mdglichst viele unterschiedliche Substanzen in einer Reaktionsldsung zu
erhalten. Heute geht der Trend allerdings dahin, die Komplexitéat der Bibliotheken wieder zu
reduzieren, da die ldentifizierung von aktiven Substanzen in diesen Mischungen aus
Tausenden von Einzelsubstanzen sehr schwierig und zeitaufwendig ist. Wéhrend man zu
Anfang nur Mischungen von gleichzeitig hergestellten Substanzen in Ldsung als Bibliothek
bezeichnete, wird dieser Begriff heute auch fur festphasengebundene, réumlich getrennte
Substanzarrays gebraucht, wie sie unter anderem in dieser Arbeit untersucht wurden. Die
Grundsteine zur Synthese solcher Substanz-Arrays wurden 1991 von Fodor durch Synthesen
auf Siliziumwavern gelegt (Foder et al. 1991).

2.3 Sensoroberflachen

Werden Biomolekulare Wechselwirkungen mit Hilfe eines Biosensors bzw. Uber die
Wechselwirkung eines Bindungspartners mit der Oberfléche eines Biosensors nachgewiesen,
so stellt diese Oberflache einen zentralen Punkt der Forschung dar. Dies gilt unabhangig
davon, ob mit dem Sensor HTS-Studien, die meist nur eine geringe Aussagekraft Uber die
Natur der Bindung liefern, oder sehr spezielle Untersuchungen, wie etwa die von
Bindungskinetiken, untersucht werden sollen. Uberall gilt es, Oberflachen zu schaffen, die
geeignet sind, mdglichst selektiv eine spezifische Wechselwirkung mit der Sensoroberflache
zZu detektieren. Dazu mussen die Biosensoroberflachen in der Regel mit einem der
Bindungspartner belegt werden. In Abhangigkeit vom Sensormaterial, den Bindungspartner
und von den gewinschten Anwendung steht dazu eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur

Verfligung, auf dieim Folgenden eingegangen wird.

2.3.1 MODIFIZIERUNG VON OBERFLACHEN

Biosensoroberflachen beruhen in der Regel auf metallischen oder oxidischen Oberfléachen.
Als Metalle werden haufig Edelmetalle wie Gold, Silber, Platin oder Palladium verwendet.
Bel den oxidischen Oberflachen spielt das Siliziumdioxid eine Ubergeordnete Rolle. Um
solche Oberflachen mit funktionellen Gruppen auszustatten und gleichzeitig die fir die
Messung biologischer Proben nétige Biokompatibilitdt zu erhalten, kdnnen unterschiedliche
Methoden angewendet werden. Bei den Metallschichten wird dabel der Effekt ausgenutzt,
dass sich auf ihnen z.B. mit funktionellen Thiolen spontan stabile Selbstanordnungen (SAM)
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ausbilden (Nuzzo et al. 1983, Rickert et al. 1996, Duschl et al. 1996, Segal et al. 1996).
Metalloxidschichten werden in der Regel Uber eine Silanisierung fir weitere Modifikationen
zuganglich gemacht. Oftmals werden sowohl Thiole als auch Silane mit funktionellen
Polymeren weitermodifiziert. Diese sollen eine hohe Flexibilitét und geringe unspezifische
Wechselwirkung mit Proteinen bewirken. Polymere, die auf Biosensoren Verwendung finden,
stammen in der Regel aus der Affinitatschromatographie (Hermanson et al. 1992). Haufig
werden Polyacrylamide (Bruck 1973), Polysacharide (Agarose, Zellulose, Dextran, Chitosan;
Elam et al. 1984, Mauzac et al. 1982, Lofas et al. 1990, Buckle et al. 1993, Piehler et al.
1999), Methacrylate (Polyhydroxyethylmethacrylat; Ratner et al. 1976, Pedley 1980) und in
jungster Zeit verstarkt auch Polyethylenglykole als Biosensorbeschichtungen eingesetzt
(Bergstrom et al. 1991, Merill et al. 1992, Sigal et al. 1996, Piehler et al. 2000).

2.3.2 SPEZIFISCHE FUNKTIONALISIERUNG VON TRANSDUCEROBERFLACHEN

Zur Messung einer spezifischen Wechselwirkung mussen die Polymerschichten auf den
Transducern mit einem der Bindungspartner funktionalisiert werden. Allgemeine

Immobilisierungsverfahren lassen sich in finf Hauptgruppen gliedern:

2.3.2.1 Ruckhaltung hinter einer inerten Membran

Diese Methode wurde bereits bei den ersten Biosensoren benutzt (Clark et al. 1962). Dabei
werden Proteine hinter einer Membran aus Zelluloseacetat, Polycarbonat oder Teflon in der
Né&he der Transduceroberflache festgehalten.

2.3.2.2 Adsorption

Eine Adsorption an der Oberfléche kann spezifisch oder unspezifisch erfolgen.

Spezifische Adsorption

Bel der spezifischen Adsorption werden Immobilisierungen mit Hilfe einer Affinitatsreaktion
erreicht. Dazu muss eine Oberflache vorhanden sein, die eine spezifische Erkennungsstruktur
tragt. Damit lassen sich solche Methoden nur in Kombination mit anderen Verfahren
einsetzen. Haufig wird die hochaffine Wechselwirkung von Avidin und Biotin zur nahezu
irreversiblen Immobilisierung von biotinylierten Komponenten oder Avidinkonjugaten
eingesetzt (Bayer et al. 1990). Auch Rezeptoren, die an definierte Bereiche der zu
immobilisierenden Komponente binden, sind geeignet, z.B. Protein A (Langone 1982, Lu et

al. 1996) oder anti-Fc-Antikorper zur Immobilisierung von IgG. Fur rekombinante Molekile
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kann die Komplexbildung von His-Tag (vgl. Kap. 2.6) mit Ubergangsmetallen (Ni, Zn)
(Gershon 1995) oder die von Streptag zu Streptavidin (Skerra et al. 2000, Caparon €t al.

1996) fur eine orientierte Immobilisierung genutzt werden.

Unspezifische Adsorption

Die unspezifische Adsorption ist praktisch nur zur Immobilisierung von Proteinen oder DNA
geeignet. Dazu werden lediglich eine wassrige Losung der betreffenden Biomolekile mit
aktivem Material in Kontakt gebracht und danach nicht adsorbierte Moleklle abgewaschen
(Hall 1995). Neben anorganischen Oberflachen wie Aktivkohle oder Aluminiumoxid sind
auch organische Oberflachen wie Nitrocellulose (Denhardt 1966) oder Polylysin (Decher at
al. 1994) als Tréger geeignet.

2.3.2.3 Vernetzung mit bifunktionellen Agenzien

Diese Methode ist vor alem zur Proteinimmobilisierung geeignet. Hierbel werden
bifunktionelle Agenzien verwendet, mit denen Vernetzungen von Protein zu Protein und
Trager erzielt werden. Insbesondere Glutaradehyd wird héufig als vernetzendes Agenz
eingesetzt. Esreagiert mit Aminogruppen des Lysinsim Protein.

2.3.2.4 Einschluss in Matrizes

Ein (Bio-)Molekll l&sst sich in eine dreidimensionale Matrix einschlief3en, die mit einer
Reihe verschiedener Polymerisationsmethoden hergestellt werden und unterschiedliche
Eigenschaften aufweisen kann. Das Polymer kann ein inerter Trager sein oder auch selbst
essentiell an der Transduktion des vom Analyten ausgehenden Signals betelligt sein.
Typischerweise werden as Gele Alginat, Carageenan, Kollagen, Gelatine, Agar oder
Polyvinylalkohol genutzt (Scheller 1989).

Diesem Prinzip kdnnen auch die molekular geprégten Polymere (MIP) zugeordnet werden.
Hierbei bilden die Polymere selbst die Erkennungsstruktur auf der Oberfléche. Dies wird
erreicht, indem durch Zugabe von Templatmolekilen wahrend der Polymerisation definierte
Hohlrdume erzeugt werden. (Wulff 1995, Hishiya et al. 1999). Werden solche Hohlraume auf
monolagendicken Schichten erzeugt, so spricht man von , foot-printed-polymers® (Mirsky et
al. 1999).

Auch Systeme, bel denen ein Membranproteinen in eine Doppelschicht aus Phospholipiden
eingelagert wird, kann dem Prinzip des Matrixeinschlusses zugeordnet werden (Ramsden et
al. 1996, Pu et al. 1995).



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 17

2.3.2.5 Kovalente Bindung

Die kovalenten Methoden bieten durch eine grofRe Anzahl von Kupplungsreaktionen
vielféltige Mdoglichkeiten zur Immobilisierung von grof3en Biomolekilen und kleinen
Liganden (Johnsson et al. 1991). Da hierbei hohe Stabilitédten und mal3geschneiderte
funktional e Eigenschaften erreicht werden konnen, wird bel der Realisierung von Biosensoren
bevorzugt auf eine chemische Modifikation der Transduceroberflachen zurlickgegriffen (z.B.
Lofaset al. 1990, Ahluwaliaet al. 1992, Polzius et al. 1996, Bartlett et al. 1993).

Im folgenden soll auf die Mdglichkeiten zur kovalenten Immobilisierung an Glasoberflachen

ndher eingegangen werden.

Aminogruppen
Die Moglichkeiten zur kovalenten Kupplung von Liganden mit einer Aminofunktion gehoren
Zu den am besten untersuchten. Standardmethoden sind in Fig. 4 beschrieben. Vor alem die

Immoabilisierung tber einen N-Hydroxysuccinimid-Aktivester findet breite Anwendung.
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Gangige Moglichkeiten zur Immobilisierung von Liganden mit Aminfunktion: Kupplung tber CNBr;

Aktivierung mit Carbodiimidazol; Aktivierung Uber Trifluorethansulfonséurechlorid (Tresylchlorid);

Kupplung Uber einen Triazinlinker; Aktivierung Uber N-Hydroxysuccinimid; Aktivierung Uber ein

Carbodiimid

(zB.

Diisopropylcarbodiimid,

dimethylaminopropyl carbodiimidhydrochlorid).

Dicyclohexylcarbodiimid,

Ethyl-N,N-

Die Aktivierungsreagenzien lassen sich in 2 Gruppen einteilen: Solche, die nach der

Kupplung ganz oder teilweise als Bestandteil bzw. Linker im System verbleiben wie z.B. die

Triazingruppe (Arnostova et al. 2001) und solche, die nur intermedidr an die Oberflache

gebunden werden. Erstere erfiillen neben der Kupplungsaufgabe zusétzlich die Funktion eines

Spacers, um den Abstand zwischen Oberflache und immobilisierter Komponente zu erhéhen.
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Aktivester konnen auch durch Umsetzen mit 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU) hergestellt werden (Birkert et al. 2000):

©:N\\ HZN_@
N
o) N O 9
+ Cl) -HBF, N(CH \\
OH on N CH, O H@

BF,-

Setzt man neben TBTU noch zusétzliches HOBT (Hydroxybenzotriazol) ein, so ergibt sich
ein neuer Reaktionsmechanismus, der dazu fuhrt, dass die Reaktion deutlich weniger heftig
ablauft:

\\N
H o TR, . N(CHy), @[ it
OH L 0 * N
(H,C),N N(CH,), N(CH,), .-
BF,-
H N— : )
@NN /,N:© ? 0
N N —_—
(HOBT) ou \

— |}l
N
o f O
- o=< N
N(CH,), o
Ein Vortell dieser 2. Variante besteht vor allem beim Arbeiten mit Aminoséuren (Proteinen),

denn dort wird dann eine Racemisierung am a -C-Atom weitgehend verhindert, indem die

Reaktivitat des H-Atoms am a -C-Atom vermindert wird.

Thiolgruppen

Auf Grund der hohen Polarisierbarkeit eignen sich Thiolgruppen recht gut fir nukleophile
Substitutionen und lassen sich sehr selektiv kuppeln. Eine gebréuchliche Methode ist die
Aktivierung von Aminogruppen mit Bromessigsdure (oder auch lodessigsaure) und die
anschlieffende Substitution mit dem Liganden:

; o 5@
< >—CH Br >_/
}—NHZ + HO>\*CHZBr . }‘H 2 —»HS_@ }‘H

Sehr oft werden thioltragende Liganden auch Uber eine Maleinimidgruppe gekuppelt.
(Imagawa et al. 1982, Yoshitake et al. 1982, Brown et al. 1988) Fir gewdhnlich ist die
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Maleinimidgruppe an einem Ende des heterobifunktionellen Kupplungsreagenz (Crosslinker)
lokalisiert und die Ligandenbindung erfolgt in 2 Schritten, dem kovalenten Immobilisieren
des Crosslinkers und der Bindung des Liganden. Als Standardcrosslinker wird wegen seiner
hohen Stabilitdt und der langsamen Hydrolyse SMCC  (Succinimidyl-4-(N-
mal el nimidomethyl)cyclohexane-1-caboxylate) verwendet (Hermanson et al. 1992):

@] ®) O
O
O

o © 0 o 5@

Wenn alle Komponenten in wassriger Losung verwendet werden kénnen und die Reaktion
innerhalb von wenigen Minuten abléuft, wie dies mit dem Kupplungsreagenz PDEA (2-(2-
pyridinyldithio)ethanamin-Hydrochlorid) der Fall ist, kdnnen die Kupplungsreaktionen sogar
mit zeitaufl6senden Detektionsmethoden online verfolgt werden (Lofas et al. 1995):

L -
O O N
N~ TSSCH,CH,NH, (0] HS (0]
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Carboxylgruppen

Wahrend Proteine nur selten tber ihre Carboxylgruppen an die Oberfléache gebunden werden,
besitzt diese funktionelle Gruppe vor alem bei der Immobilisierung von niedermolekularen
Analytderivaten grof3e Bedeutung, da bel der Immunisierung zur Gewinnung von Antikérpern
die Anaytderivate in der Regel Uber eine freile Carboxylgruppe an ein Tragerprotein
gekuppelt werden (Liddell et al. 1996). Aus diesem Grund ist die Carboxylgruppe solcher
Derivate meist nur wenig fur die spezifische Erkennung verantwortlich und bildet die ideale
Verankerungsposition zur Immobiliserung auf Biosensoren. Die Kupplung an
aminofunktionalisierte Oberflachen erfolgt wie oben beschrieben z.B. Uber die Aktivierung
mit einem Carbodiimid, wobei allerdings der Ligand zuvor aktiviert werden muss (z.B. tber
NHS oder TBTU).
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Weitere Kupplungsreaktionen

Neben diesen gebrauchlichen Immobilisierungsstrategien steht noch eine Vielzahl von
weiteren Methoden zur Verfigung. So konnen z.B. Alkohole an Epoxy-modifizierte
Oberflachen gebunden werden und umgekehrt. Die Reaktion erfolgt dabei auf Grund der
hohen Reaktivitét spontan unter Offnung des Dreirings (Mateo et al. 2000). Hydroxylgruppen
koénnen auch unter Verwendung von Divinylsulfon als Aktivierungsreagenz an Oberflachen
mit Hydroxylgruppen gebunden werden (Lihme et al. 1986).

Carbonylgruppen, die z.B. bei der selektiven Oxidation der Zuckerreste in Glycoproteinen
entstehen, lassen sich mit Hilfe von Hydraziden oder Uber eine reduktive Aminierung
kuppeln.

Eine Vielzahl weiterer Moglichkeiten eréffnet sich durch die Verwendung von Photolinkern
(Collioud et al. 1993, Yan et al. 1994, Gao et al. 1995, Elender et al. 1996).

2.4 Biochemische Grundlagen der verwendeten Rezeptor-Ligand-

Systeme

Im Folgenden werden die wichtigsten biochemischen Grundlagen der zur
Oberflachenmodifizierung und im Screening eingesetzten Systeme kurz beschrieben. Fur eine

ausfuhrliche Diskussion sei auf die angegebenen Literaturzitate verwiesen.

2.5 Avidin, Streptavidin und poly-Streptavidin

Ratten, die mit Huhnereiwel 3 als einziger Proteinquelle gefittert wurden, zeigten einen Biotin
Mangel (Boas 1927). Dies fuhrte zur Entdeckung des Biotin-bindenden Glycoproteins Avidin
(Eakin et al. 1941), das mit einem Anteill von 0,05 % im Huhnereiweil3 vorkommt, und
gleichzeitig zur Entdeckung der enorm starken Bindung zwischen diesen beiden Molekulen.
Avidin ist ein basisches Glycoprotein (68 kD) mit einem isoelektrischen Punkt von pl 10
(Green 1975). Es ist sehr gut 16slich in Wasser und Salzlésungen und Uber grof3e Bereiche
pH- und temperaturstabil. Es setzt sich aus vier identischen Aminosaureketten mit jeweils
128 Aminosduren und jeweils einem Kohlenhydratrest pro Aminosaurekette zusammen.
Diese Reste sind Uber Asparaginseitenketten gebunden.
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Fig.5: Vitamin H (= Biotin).

Jedes Avidin hat vier Bindungstaschen fur Biotinmolekile, wobel jeweils zwei auf
gegenuberliegenden Seiten des Glycoproteins liegen. Die Bindungskonstante des Avidin-
Biotins-Komplexes liegt mit K=10" M™ deutlich tiber der von Antikorpern (ca. K= 108 M%),
so dass es sich dabel um eine der stérksten Affinitétsbindungen in der Biochemie handelt. Die
Biotinbindungsaffinitat wird auch durch extreme pH-Werte (pH 2-13) oder durch chaotrope
Reagenzien (z.B. Guanidiniumchlorid) nicht gestort. Selbst bei 130°C bleibt der Biotin-
Avidin-Komplex noch erhalten. Neben Avidin wurden noch andere biotinbindende
Substanzen gefunden. Die wichtigste ist das Streptavidin, ein Protein, das von dem
Bakterienstamm Streptomyces avidinii produziert wird. Struktur und Aminosduresequenz
dhneln derjenigen des Avidins. Streptavidin ist jedoch kein Glycoprotein, hat also keinen
Kohlenhydratrest. Allerdings spielt auch im Avidin der Kohlenhydratrest bei der
Biotinbindung keine Rolle (Hiller et al. 1987). Das Molekulargewicht von Streptavidin liegt
mit 60 000 g/mol etwas unter dem des Avidins, der isoelektrische Punkt liegt im Gegensatz
zum Avidin mit pl 5-6 im Sauren. Streptavidin kann ebenfalls 4 Biotineinheiten pro Molekdil
binden. Die Bindungkonstante liegt mit K = 10 M™ in der GréRenordnung von der des
Avidins. Auch seine Grof3e (4,5x4,5x5,8 nm, Spinke et al. 1993) dhnelt der des Avidins. Poly-
Streptavidin, das dhnliche Bindungseigenschaften wie Streptavidin aufweist, wird durch
Quervernetzen aus Streptavidin gewonnen.

Fig. 6 zeigt die Struktur des Streptavidin-Biotin-Komplexes und die Bindungsverhaltnisse in
einer Bindungstasche. Dabei sind die fur die Bindung hauptsachlich verantwortlichen

Tryptophanseitenketten und das Biotinmol ekl a's Strukturformel eingezeichnet.
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(b)

Fig.6: (a) Struktur des tetrameren Streptavidins mit vier gebundenen Biotin-Molekilen. (b) Ausschnitt aus

(a): Sruktur und Bindungsverhaltnisse in einer der 4 Bindungstaschen. Tryptophanseitenketten sind

mit W79, W92, W108 und W120 bezeichnet (freundlicherweise von Dr. S. Freitag, Washington, zur

Verfiigung gestellt).
Das Biotin wird ideal von Streptavidin und Avidin umklammert, wobei lediglich das
carboxyterminale Ende nicht zur Bindung beitrégt und somit zur Konjugierung von Biotin mit
anderen (Bio-)Molekilen zur Verfigung steht. Um die Affinité nicht zu beeinflussen, sind
lineare Spacermolekile notig. Diese ermdglichen es dem Biotin, entsprechend tief in das
Streptavidin- oder Avidinmolekil einzudringen und das konjugierte Molekil an der
ProteinauRenseite zu prasentieren. Die vidfdtigen Moglichkeiten zur Modifizierung der
Carboxylgruppe des Biotins fuhrten zu der enormen Anwendungsbreite, die das System
Biotin/Avidin heute im biochemischen, biologischen und klinischen Bereich besitzt (Wilchek
et al. 1984). Heute werden Antikorper, Proteine, Oligo- und Polynucleotidstrange
standardméllig mit Biotin markiert (Guesdon 1992, Bayer 1980, Pfannschmidt et al. 1998).
Dabel sind auch Biotinylierungen in vivo moglich (Smith et al. 1998). Auch fir kleinere
organische Molekile gibt es Maoglichkeiten zur Biotinylierung. Somit stehen fir
Nachweisverfahren, die auf dem Avidin-Biotin-System beruhen, eine grof3e Anzahl von

Testsystemen zur Verfligung.

2.6 His-Tag

Der Histidin-Tag (His-Tag) wurde von der Firma Hoffmann-LaRoche patentiert und dient in
der Molekularbiologie vor alem zur Aufreinigung von Proteinen  mittels
M etallaffinitétschromatographie (engl.: Immobilized Metal Affinity Chromatography; IMAC)
(Hochuli et al. 1987, Minning 1999, Enzelberger 1999). Beim His-Tag handelt es sich um
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eine Aneinanderreihung von sechs aufeinanderfolgenden Histidinen (Porath et al. 1975), die
auf molekularbiologischem Weg an das zu reinigende Protein angefligt wird. Er ist der derzeit
am haufigsten verwendete Tag zur Proteinreinigung und wird oftmals schon in kommerzielle
Expressionsvektoren integriert. Mit dem His-Tag wurden bereits eine Reihe industriell sehr
wichtiger Proteine aufgereinigt, z.B. die Reverse Transkriptase von HIV-1 (Lee Grice et al.
1990) oder Onkostatin M (Sporeno et al. 1994). Die Funktionsweise der His-Tag-IMAC ist in
Fig. 7 gezeigt. Auf der Saule wird NN-Bis-(carboxymethyl)-L-lysin Hydrat (Nitrilotriacetic
acid, NTA) oder ein NTA-Derivat gebunden und dieses mit Ni**-lonen komplexiert. Die
Bindung einer Histidinkette an diesen Komplex ist spezifisch und recht stabil. Damit wird
erreicht, dass sich nur das mit dem Tag exprimierte Protein auf der Saule anreichert. Durch
Verdrangung mit Imidazol kann das gebundene Protein anschlief3end schonend eluiert
werden. Mit einer Ethylendiamin-tetraessigsaure-(EDTA)-L6sung, die als Komplexbildner fir
das Nickelion fungiert, Iasst sich die Sdule wieder komplett regenerieren.

Die Strategie, HisTag Proteine Uber Nickelchelatkomplexe zu immobilisieren, wird
mittlerweile auch zur gerichteten Proteinanbindung auf Biosensoren genutzt. Dabei entspricht
das Immobilisierungsprotokoll prinzipiell dem einer Affinitétsreinigung. Erfolgreiche
Untersuchungen auf Goldoberflachen (Gershon et al. 1995, Sigal et al. 1996a) fuhrten zur
kommerziellen Einfuhrung eines NTA-Chips durch die Firma BIACORE (BIACORE 2001,
Nieba et al. 1997) und damit auch zu einer intensiveren Untersuchung dieses Systems mit
anderen Methoden wie z.B. AFM. (Conti et al. 2000, Kienberger et al. 2000).
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Fig. 7. Schematischer Ablauf einer IMAC Uber die Wechselwirkung des HisTag mit dem
oberflachengebundenen Ni? -Komplex: Nach Beladen mit dem Metallion wird nicht gebundenes Nickel
ausgewaschen und anschlief3end Proteinprobe aufgetragen. Nur Proteine, die eine hohe Affinitat zum
Metall aufweisen, beispiel sweise solche mit einem His-Tag, werden gebunden und anschliefRend durch
Imidazol oder durch Absenken des pH-Wertes eluiert. Anschlielend wird die Saule durch

Komplexierung des Metallions durch EDTA wieder regeneriert.

2.7 Thrombin

Eines der in dieser Arbeit untersuchten , Targets* war die Serinprotease Thrombin, ein 34 kDa
(beim Rind 40 kDa) grof3es Protein, bestehend aus zwei Untereinheiten (Fig. 8a), von denen
eine dem Pankreasenzym Trypsin dhnelt. Thrombin katalysiert die Spaltung von Fibrinogen
in das aktive Fibrin und stellt damit den letzten Schritt in der Blutgerinnungskaskade dar.
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Es besitzt ein aktives Zentrum sowie eine weitere exo-site. Letztere ist positiv geladen. Sie
bindet das Fibrinogen und prasentiert es dem aktiven Zentrum, das dann spezifisch Arginin-
Glycin-Bindungen spaltet (Dodt 1995). Das auch als Faktor Il der Blutgerinnung bekannte
Enzym liegt im Blut an Membranen assoziiert als Zymogen, aso in einer inaktiven Form vor.
Diese auch as Prothrombin bekannte Vorstufe ist 66 kDa schwer und wird durch zwei
proteolytische Spaltungen aktiviert. Dabei wird zum einen ein 32 kDa Fragment frei, und zum
anderen entstehen zwei Untereinheiten, die Uber eine Disulfidbriicke verbunden bleiben.

a) b)

/O
o= @
C
Iz

Leitstruktur:
Thrombstop HNZ"“NH,

a-Untereinheit

Fig. 8: a) Kalottenmodell von Thrombin und einem Inhibitor (Quelle Tulinsky A. und KrishnanR. 1996 PDB-
Datenbank), b) Struktur eines Thrombininhibitors, der als Leitstruktur fir die untersuchten Inhibitoren
diente.

Der natrliche Inhibitor Antithrombin 111, ein Plasmaprotein, bindet das Enzym irreversibel

und dient durch die damit verbundene Inaktivierung der genauen Regulation des

Gerinnungsprozesses. Es wird in die Klasse der Serpine (Serinprotease-Inhibitoren) gestellt

und zeigt eine hohere Affinitdt zu Thrombin im Beisein des Polysaccharids Heparin, das

damit die Wirkung eines Antikoagulans aufweist (Stryer 1990).

Eine genaue Regulation der Blutgerinnung ist besonders wichtig und entscheidet oft zwischen

Blutung und Thrombose. Die entscheidende Rolle des Thrombin in der Blutgerinnung ist

damit auch der Grund, weshalb es als Target fur die Wirkstoffsuche von grof3er Bedeutung ist.

Hinzu kommt, dass in letzter Zeit entdeckt wurde, dass es auch andere Aufgaben wie eine

Einflussnahme auf die Zellregulation zeigt (Coughlin 1999).
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Fig. 8b zeigt die Struktur eines im Gegensatz zum Antithrombin 11 niedermolekularen
Inhibitors, das Thrombstop, das als Leitstruktur fur die Untersuchungen in dieser Arbeit
fungierte (Klingler et al. 1996). Der graumarkierte Teill des Molekils bindet dabei in die
positiv geladenen Bindungstasche des Thrombins. Der aromatische Rest Gibernimmt dabel den

Part, den der Guanidinrest des sonst im Substrat enthaltenen Arginins einnimmt.

2.8 1,3,5-Triazine

1,3,5-Triazine wurden in der vorliegenden Arbeit in Hinblick auf eine anzustrebende
Kopplung von kombinatorischer Festphasensynthese und markierungsfreier Detektion hin
untersucht. Dabei handelte es sich bei diesem System vorwiegend um ein Modellsystem, mit
dem die Machbarkeit einer solchen Kopplung gezeigt werden sollte. Da Triazine in der
Pharmakologie und in der Umweltanalytik auch im Hinblick auf Screeningmethoden sehr
intensiv bearbeitet werden, soll hier trotzdem ein kurzer Abriss ihrer Bedeutung gegeben

werden.

Rt Rz j-PrN NHi-Pr  EtNH NHEt
IO AN O A O
T T T

R3 Cl Cl

(a) (b) (c)

Fig. 9:  Allgemeines Schema eines 1,3,5-Triazines (a) sowie zwei wichtige Vertreter aus der Gruppe der
Herbizide: Atrazin (b) und Simazin (c).

V erschiedene Pharmaka besitzen eine 1,3,5-Triazin-Struktur in ihrem Grundgerst. Sie dienen
z.B. ds Medikament gegen Sauerstoffmangel im Blut (Payen et al. 1996) oder als
Krebstherapeutikum (Jarman et al. 1993). Auch Anwendungen zur Behandlung von HIV
Infektionen wurden bereits untersucht (Kukla et al. 1999).

Daneben werden Triazine weltweit in grofRem Umfang als Herbizide eingesetzt und spielen
deshalb in der Agrochemie und auf Grund ihrer Toxizité und langen Haltbarkeit auch im
Bereich der Umweltanalytik eine wichtige Rolle. Zwei der wichtigsten Verbindungen sind

dabel Atrazin und Simazin. Atrazin ist das in den USA und Europa am weitesten verbreitete
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Herbizid. Allein in Europa betragt der jahrliche Verbrauch Gber 2000 Tonnen (Fielding et al.,
1992). Auf Grund der Stabilitét dieser Substanzen und deren hoher Lddlichkeit (fir Atrazin
33mg/l) und Mobilitdt in Oberflachen- und Grundwasser sind sie die am haufigsten
nachgewiesenen Pestizide im Trinkwasser (Barcel6 et al. 1997).

Die Funktionsweise dieser Herbizide beruht auf der Stérung der Photosynthese von Pflanzen,
indem sie den lichtinduzierten Elektronentransfer von Wasser zu NADP unterbrechen.
Triazine werden mittlerweile auch als Kupplungsreagenzien fur Aminosauren (Kaminski
1985, Mansala et al. 1999), als Reaktivfarbstoffe (Tappe et al. 1993), optische Aufheller
(Siegrist et al. 1993), Sonnenschutzmitteln (Haase et al. 1998) sowie als trifunktionelle
Scaffolds fur die Synthese von konformativ stabilisierten Proteinen aus synthetischen
Peptiden (Thamasebbi et al. 1998) benutzt.

Als Folge der genannten Anwendungen besteht ein grof3es Interesse in der kombinatorischen
Synthese von Triazinen. Methoden einer Bibliothekssynthese in Lésung wurden z.B. von
Falorni (Falorni et al.1998) und Gustafson (Gustafson et al.1998) vorgestellt. Stankova
(Stankova et al 1996) erstellte eine Triazin Bibliothek durch sukzessive Substitution der
Chloratome an fester Phase, wobe die Kupplung an die Oberflache Uber
aminosauremodifizierte Cyanurchloride durchgefiihrt wurde. Mit 20 Aminsduren und 50
Aminen als Bausteine wurde dabei eine Bibliothek von 12.000 Substanzen erstellt. In der

vorliegenden Arbeit wurde die Synthese von Stankova auf Glasoberflachen Ubertragen.

2.9 Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor

Protein Kinasen repréasentieren 2% des menschlichen Genoms, was einer geschatzten Menge
von 200 unterschiedlichen Proteinen entspricht (Stryer 1990). Sie sind in unterschiedliche
Signalkaskaden involviert, die unter anderem das Zellwachstum, die Metabolisierung und die
Apoptose regulieren.

Der Rezeptor fur den Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-Rezeptor) ist eine einzelne
Polypeptidkette, die die Plasmamembran durchspannt. Der cytosolische Teil enthdlt eine
Tyrosin-Kinase-Domadne und Tyrosinreste, die autophosphoryliert werden. Der
aminoterminale Bereich enthdlt die Bindungsstelle fur den Epidermalen Wachstumsfaktor
EGF. Durch das Binden von EGF an den Rezeptor wird eine Signalkaskade initiiert und die
Zelle zum Wachstum angeregt (Heimbrook et al. 1997). Dabei wirkt der EGF-Rezeptor als
Enzym, das die Phosphorylierung von Tyrosinresten in Zielproteinen katalysiert. Zusétzlich
phosphoryliert sich der EGF-Rezeptor selbst. Die Autophosphorylierung steigert die



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 29

Fahigkeit, Tyrosinreste in Zielproteinen zu phosphorylieren und lasst den EGF-Rezeptor
selbst dann angeschaltet, wenn keine Aktivierung mehr erfolgt. Desaktiviert wird er durch
Proteinkinasen A und C. Diese phosphorylieren Serin- und Threoninreste des Rezeptors.
cystein- Transmembran- Tyrosin-
reiche helix Kinase-
f Doménen \V Doméne

extrazellulare cytosolische
Seite Seite

Fig. 10: Der Rezeptor fUr den Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-Rezeptor) ist ein Transmembranprotein mit

einer extrazelluléaren Hormonbindungsstelle und einer cytosolischen Tyrosin-Kinase-Doméane.
Der EGF-Rezeptor ist in verschiedenen bosartigen Tumoren Uberexprimiert oder
hochreguliert (Salomon et al. 1995). Seine Blockade wurde deshalb als Krebs-Therapie
vorgeschlagen (Ciardiello et al. 1999) und macht ihn zu einem wichtigen Target in der
Krebsforschung. Verschiedene EGF-Rezeptor Inhibitoren wurden bereits gefunden (z.B. von
Fan et al. 1998 und Buchdunger et al. 1995). Durch gezieltes Screening von grof3en
Substanzbibliotheken hofft man derzeit, neue Leitstrukturen zu finden und damit spezifische,
hochwirksame Pharmaka zur Krebstherapie entwickeln zu kénnen.

2.10 Grundlagen der reflektometrischen Interferenzspektroskopie und

deren Parallelisierung

2.10.1 REFLEXION UND TRANSMISSION DES LICHTES

Das Phanomen der Ausbreitung von Energie in Form von Wellen mit einem elektrischen und
einem magnetischen Feldvektor wird als elektromagnetische Strahlung bezeichnet. Die
Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Materie wird in der Spektroskopie
zur Untersuchung von Molekil- und Festkorpereigenschaften genutzt. Im Vakuum breitet sich
die elektromagnetische Welle mit Lichtgeschwindigkeit aus.

c=vIA Formel 8

Fur die Beschreibung der Wechselwirkung von Licht mit Materie, speziell fur die Vorgéange
an planaren Grenzflache, sind, unter Vernachlassigung der Absorption, die Reflexion und die
Transmission von Interesse. Dabei sind drel Gesetze aus der geometrischen Optik von

Bedeutung:
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1. Der Einfallswinkel entspricht dem Ausfallswinkel des reflektierten Teilstrahls.
6, =6, Formel 9

2. Fur die Winkel von einfallendem und transmittiertem Strahl zur Flachennormalen gilt mit
dem Brechungsindex n:

n,sin@, =n,sing, Formel 10

3. Die Wellenvektoren der Teilstrahlen liegen in einer Ebenen, die von der Flachennormalen
und dem einfallenden Strahl aufgespannt wird (Einfallsebene). Schematisch sind die
Gegebenheiten in Fig. 11 gezeigt.

Einfallsebene

Grenzflache

Fig. 11: Reflexion und Transmission von Licht an einer Grenzflache

Grundlage zur Beschreibung der Reflexion sind die Maxwellschen Gleichungen (Hecht 1989,
Bergmann und Schaefer 1993). Der Anteil der reflektierten Strahlung ergibt sich in
Abhangigkeit von Einfallswinkel und Brechungsindizes. Bezogen auf die Amplitude der
einfallenden Welle mit einem Reflektivitatskoeffizienten r ergibt sich die relative Amplitude
in Abhéngigkeit vom Schwingungszustand des elektrischen Feldes relativ zur Einfallsebene
aus den Fresnelschen Gleichungen. Fir einen senkrecht zur Einfallsebene polarisierte Strahl
gilt fur nicht-absorbierende Medien
E, _ n,cosf, —n,cosb,

Mg = = Formel 11
E, n.cosf, +n,cosO,

und fur einen paralel polarisierten Strahl gilt
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r

(= E., _ n,cosB, —n, cosb,

_= Formel 12.
E, n,cos6, +n cosh,

2.10.2 REFLEXION AN DUNNEN SCHICHTEN

Bel Mehrschichtsystemen konnen unter Berlicksichtigung der Fresnelkoeffizienten der
einzelnen Phasengrenzen die Gesamtreflektivitaten Uber eine vektorielle Addition berechnet
werden. Randbedingungen fir die Vektoraddition sind ein paraleler Strahlengang, ided
transparente Schichten und die vollstdndige Kohdrenz des reflektierten Lichtes. Bel
Schichtdicken, die kleiner sind als die Koharenzléange, ergeben sich Interferenzeffekte (Fig.
12).

0) 1) (6)
0|00

No

N

3) (1)
na
(4) (8)

Fig. 12: Mehrfachreflexion an einer planparallelen Schicht.

Bel geringen Reflektivitdten missen nur der direkt reflektierte Teilstrahl (1) und der an der
zweiten Phasengrenze reflektierte Strahl (3), der die erste Phasengrenze a's (6) durchdringt,
berticksichtigt werden. Mit den Fresnelkoeffizienten r; (Reflexion an der Grenzfl&ache ng/n;)
und r, (Reflexion an der Grenzflache ni/ny) ergibt sich unter Beriicksichtigung der Phasen-
verschiebung J des zweiten Teilstrahls der Gesamtreflexionskoeffizient R:
_Ltn e

=5 Formel 13
1+rnr,e

R

Fur kleine Reflexionskoeffizienten kann der zweite Summand im Nenner vernachlassigt
werden. Bel senkrechtem Einfall und geringen Reflektivitéten ergibt sich fir eine Schicht der
Dicke d; und des Brechungsindex n; unter Berticksichtigung eines Phasensprungs ¢ beim

Ubergang vom optisch diinneren ins dichtere Medium fir die Phasenverschiebung
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_2md +¢
PR

o) Formel 14

da der zusdtzliche Lichtweg des zweiten Tellstrahls der zweifachen optischen Schichtdicke
n;d; entspricht. Damit erhdlt man fur die reflektierte Intensitét bei Interferenz der reflektierten
Teilstrahlen mit den Intensitéten 1, und |, abhangig von der Wellenlénge A:

|R:|1+|2+2,/|1|2Bcos(%")

Formel 15
D. h. man erhélt ein spektrales Interferenzmuster in Abhangigkeit von der optischen Schicht-
dicke nid;, die sich fur den Fall einer einzelnen Schicht eindeutig aus der Position der
Extrema bestimmen 18sst. In Fig. 13 sind die Interferenzspektren fir zwei unterschiedliche
optische Schichtdicken schematisch gezeigt.

N e n1d1: 700 nm

n2d2= 720 nm

~
|

Intensitét

N
L) I L) I L) I T

300 400 500 600 700 800 900
Wellenlange [nm]
Fig. 13: Interferenzspektren bei Reflektion an diinnen Schichten.

2.10.3 REFLEKTOMETRISCHE INTERFERENZSPEKTROSKOPIE (RIFS)

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie beruht auf der zeitaufgel 6sten Detektion der
spektralen Verdnderungen im reflektierten Licht. Hierdurch kann z. B. das Quellen von
Polymerfilmen bel Sorption von organischen Stoffen (Gauglitz et al.; 1993, Kraus 1993) und
die Wechselwirkung von Biomolekilen mit an einer Oberflache immobilisierten Interaktions-
partnern in Submonolagen untersucht werden (z. B. Brecht et al., 1992, Piehler et al. 1999).
Dabei wird in der Praxis die Lage eines Extremums des Interferenzspektrums aus Fig. 13
zeitaufgel 0st verfolgt.

Aus Formel 15 folgt dabei fur den vereinfachten Fall des senkrechten Lichteinfalls (¢=0) als

Bedingung fur ein Maximum:



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 33

2nd _
T = My Myae 1,2,3,... Formel 16
und fir ein Minimum:

2nd
—=m,, Myaxe 1/2, 3/2,5/2, ... Formel 17.

A Min

Damit last sich aus der zeitlichen Verfolgung der Position eines Extremums direkt der
zeitliche Verlauf der optischen Schichtdicke ermitteln. Analog kann unter Berticksichtigung
des Einfallswinkels @ in Formel 15 auch bei einem schréagen Lichteinfall die optische
Schichtdicke verfolgt werden.

Bel Systemen wie der Anlagerung von Proteinen an entsprechend modifizierte Oberflachen
wird durch den Anlagerungseffekt selbst eine Schicht erzeugt, die deutlich dinner ist as die
Wellenlange des zur Detektion verwendeten Weildlichts (1-50 nm) (Brecht et al. 1994). Mit
Weifdlicht konnen solche Schichten nicht direkt detektiert werden. Deshalb werden as
Interferenzschichten Schichtsysteme aus 330 nm SIO, mit einer zusétzlichen reflexions-
verstarkenden Schicht aus 10 nm Ta,0s verwendet, auf der die Adsorption und Desorption
von Proteinschichten nachweisbar ist. Schematisch ist ein solches System aus Tragerplattform
(zur Stabilisierung des Transducers), anorganischer Interferenzschicht und Proteinschicht in
Fig. 14 gezeigt.

It Protein

/§§ spezifisch modifizierte

/" Oberflache

Tragermaterial anorganische

(Glas) )S;_;-' »1 Interferenzschicht
NEry

2

reflektierte Strarlli'ung |

Fig. 14: Messprinzip der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie.

2.10.4 PARALLELISIERUNG VON RIFS

Um enen fur das HTS ausreichenden Durchsatz zu erzielen, muss die RIfS massiv
parallelisiert werden. FUr ein hochparalleles System sind Ansétze wie die Verwendung eines
gegabelten Lichtleiters (Schmitt et al. 1997) wenig geeignet.
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Mit einem bilderfassenden System, wie es in Fig. 15 gezeigt ist, sind hingegen hochparalele
Messungen mit 96, 384 oder mehr Einzelkanden mdglich.

Proben- [
DE Optischer
|(<|\6/1|\_1j§)te” 1| [0 ”|_| . Transducer
— Keilplatte

Monochromator:
Filterrad

Abbildungs-
system

CCD
Kamera

Fig. 15: Schematischer Aufbau des parallelisierten RIfS-Detektionsmoduls.

Die Datenaufnahme erfolgt Uber eine CCD-Kamera auf der kompletten Transducerflache fir
dle Kavitdten simultan. Die CCD-Kamera-Technik erméglicht es dabel, ortsaufgelost zu
detektieren. Damit kann Uber eine geeignete Kavitatendichte, z.B. in Form und Dimension
von Standard-Mikraotiterplatten, die Paralelisierung erreicht werden. Die Interferenzspektren
werden dabei so erzeugt, dass Uber einen Monochromator nacheinander die einzelnen
Wellenlangen angesteuert und die entsprechenden Signale detektiert werden. Aus diesen
Daten wird das Interferenzspektrum und daraus die optische Schichtdicke bestimmt. Von
technischer Bedeutung sind bei der Realisierung eines solchen Aufbaus die parallele
Aufweitung des Lichtstrahls sowie die Erzeugung eines Referenzstrahls mit Hilfe einer in das
Abbildungssystem integrierten Keilplatte. Fur Details sei auf Gréfe et al. 2001 sowie auf
Rothmund 1999 und Rothmund et al. 1997 verwiesen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 CHEMIKALIEN UND BIOCHEMIKALIEN

» Standardchemikalien und -biochemikalien stammten von FLUKA, Neu-Ulm und SIGMA,
Deisenhofen, in anderen Féllen sind die Quellen angegeben.

» Polystreptavidin wurde von Boehringer Mannheim bezogen.

* Thrombin und EGF-Rezeptor wurden von SIGMA, Deisenhofen geordert.

* Thrombin-Inhibitoren wurden freundlicherweise von Dr. Thomas Friedrich, BASF
Ludwigshafen und Dr. Peter Eckard, Knoll AG, Ludwigshafen, zur Verfligung gestellt.

» Polyklonale Antikorper (Anti-Estron-, Anit-Isoproturon-, Anti-Simazin, Anti-Atrazin-
Antikorper) wurden freundlicherweise von Dr. Ram Abuknesha, HRC London, zur
Verfigung gestellt.

* Monoklonale Antikdrper (K4E7, K1F4) wurden freundlicherweise von Prof. Bertold Hock,
TU Minchen, zur Verfigung gestellt.

» Funktionalisierte Polyethylenglykole stammten von der Firma Rapp Polymere, Tibingen.

3.1.2 LOSUNGEN

Piranha-L6sung
57,5% (V/V) H»SO,
12% (V/V) H>0,

(sofort nach dem Mischen verwendet)

Phosphatgepufferte Kochsal zl6sung (PBS)
150 mM NaCl
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10 mM KH,PO4
Mit 2 M KOH wird auf pH 7,4 titriert.

Regenerationsldsung |
0,01 M HCl

Regenerationsldsung |1
900.000 units (8 mg) Pepsin geldst in 100 ml Wasser und auf pH 1,9 titriert.

Pufferldsung fur die Versuche mit EGF-Rezeptor
7,569 g TRIS und 5,083 g MgCl, in wenigen ml bidestilliertem Wasser aufnehmen und
mit verdinnter Salzsdure einen pH-Wert von 7,60 einstellen.
46 mg Natriumorthovanadat in wenig Wasser [6sen und dann zugeben. Anschlief3end
unter dem Abzug 350 ul Mercaptoethanol zupipettieren, den pH-Wert der Pufferlésung
auf 7,50 einstellen und mit bidestilliertem Wasser auf 500 ml auffillen.,
Der Puffer wurde im Kuhlschrank aufbewahrt, vor dem Gebrauch mit 0,01% des
Detergenzes Brij 35 versetzt und im Verhdtnis 1:5 mit bidestilliertem Wasser verdinnt.

3.1.3 GERATE

3.1.3.1 RIfS Transducer

Die RIfSTransducer stammten von Schott (Mainz) als Sonderanfertigung und zeigten
folgende Spezifikationen: Als Substrat diente Glas vom Typ D263 mit einer Dicke von 1 mm.
Die Transducer hatten eine Beschichtung mit 10 nm Ta,0Os und 330 nm SiOs.

3.1.3.2 RIfS-Mikrotiterplatten
Die RIfS-Transducer fir Mikrotiterplatten besaBen die Dimensionen 80x108 mm?® bei

gleichem Schichtaufbau wie die Einkanaltransducer wobei auf der Transducerunterseite
zusétzlich eine Antireflexschicht aufgebracht war. Dies war noétig, da im Gegensatz zum
Einkanalsystem ein Matching der Transducerunterseite mit Glycerin zur Reduktion der
Reflektivitdt nicht durchfUhrbar war. Nach der Silanisierung (vgl. 3.2.1.2) sowie die
Kupplung der Polymere AMD und PEG (vgl. 3.2.1.3) wurden die Transducer mit einem
Silikonkleber auf Plastikspritzgussteile geklebt. Diese Spritzgussteile besallen die Form von
Standardmikrotiterplatten im 96- und 384-Well Format, mit der Ausnahme, dass keine
Bodenflache vorhanden war. Spritzgussteile aus Polystyrol und Polypropylen standen zur
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Verfigung. Bis auf die Platten, die flr die Synthese der Triazinbibliothek benutzt wurden,
waren alle Platten schwarz gefarbt. Da Polystyrol gegen fast alle verwendeten Ldsungsmittel
nicht bestandig ist, mussten fur Polystyrolplatten Immobilisierungsprotokolle in wassrigem
Medium erarbeitet werden. Die Verklebung der Platten wurde von der Firma Zeiss (Jena)
durchgefihrt.

Interferenzschicht

Fig. 16: Explosionshild und Riickseitenansicht der speziellen RIfSMTPs. Untersucht wurden Platten im 96er

und 384er Format mit einem Kunststoffkdrper aus PS oder PP.

3.1.3.3 Einkanal RIfS-System
Zur Bestimmung der Schichtdickenanderung mittels RIfS wurden unterschiedliche Aufbauten

verwendet. Ein Einkanalsystem wurde in Kombination mit einer Fliefdinjektionsanlage (FIA)
betrieben. (Fig. 17). Der optische Aufbau bestand aus einem Simultanspektral photometer
SPEKOL 1100, Zeiss, Jena, modifiziert nach Schmitt et al. 1997.
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Halogen-
lampe

Diodenarray-
spektrometer

A

Transducer mit
Interferenzsichicht

Fig. 17: Schema und Messaufbau eines Einkanal-RIfS-Systems mit Durchflusszelle.

Die FIA-Anlage war eine ASIA-FIA, Ismatec, Wertheim, mit ener Fixpumpe (20
Umdrehungen pro Minute; Forderrate: 0,82 ml min™) und einer Variopumpe (maximal 50
Umdrehungen pro Minute), mit variabler Drehzahl von 0-99 Schritten einstellbar. Dies
entspricht je nach eingestellter Drehzahl n einer Forderate  F =n-3,5 pl min™.

Das Fluidiksystem ist in Fig. 18 schematisch wiedergegeben. Der zur Messzelle gehende
Pufferstrom stand zur Vermeidung von Luftblasen unter Argondruck. Die Probe wurde in
einer Probenschleife mit einem Fassungsvermdgen von 500 pl retrograd aufgenommen,
wobei das Probenvolumen 1 ml betrug, und anschlief3end Uber den Transducer gegeben.

Argon Argon
—> —> v
[ ]
Variopumpe  # Flul3zelle
N,
Puffer Abfall

Probenschleife IIGWegeventil
Fixpumpe@ HP i
robe

4—

Abfall Scherventil: = Injektion
ssss Laden

Fig. 18: Schematischer Aufbau der Probenhandhabung mit FIA und Autosampler. Die Probe wurde in einer

Probenschleife aufgenommen und retrograd tber den Transducer gegeben.
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3.1.3.4 Mehrkanal RIfS-System

Im Verlauf der Entwicklung eines paralelen RIfS-Detektionssystems zum Einsatz im HTS

wurde ein Demonstrator 1 entwickelt (Fig. 19).

Im einzelnen wurden fur den Aufbau folgende Bautelle verwendet:

Eine CCD-Kamera Typ CCDO05-20 (von EEV) mit einer Chipflache von
17,3 x 26 mm?, einer Pixelflache von 22,5 pm?, einer Pixelzahl von 770 x 1152
und einer full-well-K apazit&t von 5010° Elektronen.
Lichtquelle und Stromversorgung sowie der optische Aufbau von Carl Zeiss Jena
unter der Bezeichnung BIOSPEC.
Das Liquid-Handling-System LIBRARIAN-LH stammte von der Firma CyBio,
Jena. Es beruht auf dem System des IGEL 250/96 mit dem Unterschied, dass der
Dosierkopf vertikal beweglich und durch den Einbau einer xy-Positionierung das
Befillen von 384er Platten in vier Schritten moéglich war. Der Dosierkopf war fur
einen Volumenbereich von 1 bis 250 ul ausgelegt und zeigte folgende
Spezifikationen auf:
Anzahl der Kolben: 96
Pipettenspitzen: MATRIX 250 pl Tip for PlateMate

Volumina: 1 bis250 pl in Schritten von 1 pl frei wahlbar

Unprézision: 10 bis25 ul O VK < 2% im Pipettiermode

25 bis250 yl O VK < 1% im Pipettiermode

MTP-Wagen: vier Platze fir Wannen oder Mikrotiterplatten
Ein Absetzer ermdglichte den Transfer von RIfS-Mikrotiterplatten zwischen
Messposition und MTP-Wagen.
Die Probenplatten bestanden aus einem MTP-Grid im 96er und 384er Format
(Greiner, Frickenhausen) aus Polystyrol oder Polypropylen, die ohne Boden
produziert wurden. Auf diesen Boden wurde ein RIfS-Transducer mit einer
Dimension von 80x108 mm? aufgeklebt, der im Gegensatz zu anderen RIfS
Transducern auf der Unterseite eine Antireflexschicht trug. Die Beschichtung mit
einem Polymer auf der Oberseite wurde vor dem Verkleben durchgefihrt.
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96 Well Pipettier-
roboter

: \\
fd’ RIfS-MTE’:.-""--j

=

Fig. 19: Schema und Messaufbau des Demonstrator 1.

3.1.3.5 Mikrodosiersystem

Zur ortsaufgelosten Immobilisierung von Proteinen wurde ein xyz-Positioniersystem F9S
(Uhl, Afdlar) benutzt. Es besal? Verfahrwege von 28 mm bel einer Auflésung von 0.1 um und
3mm/s Geschwindigkeit. Zur Ansteuerung von Tisch (RS232-Schnittstelle) und
Mikrodosierung (parallele Schnittstelle) wurde ein flexibles Programm unter Testpoint nach
(Stemmler 1999) benutzt. Als Ansteuerungseinheit fir das piezobasierte Dosiersystem diente
das manuelle System MF-E-201 (Microdrop), an welchem die Parameter Pulslange und
Pulshthe sowie die Tropfenfrequenz und -zahl pro Ausldsung manuell voreingestellt werden
kénnen. Fur den Haltedruck bzw. die Befullung und Entleerung der Pipette sorgte eine
manuell bedienbare pneumatische Druckregelungseinheit (AD-E-130). Zur Kontrolle wurde

das Betropfen der Oberflache mit einer Kamera (Conrad Elektronik, Hirschau) verfolgt.

3.2 Methoden

3.2.1 MODIFIKATION DER TRANSDUCEROBERFLACHEN

3.2.1.1 Reinigen der Glastransducer

» Einkanaltransducer: Die RIfSTransducer wurden 3 min im Ultraschallbad mit
einer 10%igen Extran®-Losung und anschliefend 20 min lang mit Piranha-
Losung gereinigt, mit bidest. Wasser grundlich abgespilt und an der Luft
getrocknet.

* BioSpec Transducer: Da die Antireflexschicht nicht saurestabil ist, wurden die
Transducer 3min in 6M KOH-Ldsung im Ultraschallbad gereinigt, abgespilt und
an der Luft getrocknet.
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3.2.1.2 Silanisierung

Zur Silanisierung wurden 1-5 pl (Einkanal-Transducer) bzw. 400 ul (BioSpec-Transducer) 3-
Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan (GOPTS) auf die gereinigten Transducer gegeben und
eine Stunde inkubiert. Die behandelten Plétchen wurden zum Schutz der Epoxygruppe mit
trockenem Aceton gespult und im Stickstoffstrom sofort getrocknet und weiterbehandelt.

3.2.1.3 Belegung mit Polymer

Belegung mit Aminodextran

Es wurden direkt 7 pl (Einkanal) bzw. 1 ml (BioSpec) einer 0,1 mg/ul Aminodextran-Losung
in bidest. Wasser auf den mit Epoxysilan aktivierten Transducer pipettiert und ein zweiter
Transducer im Sandwich oben aufgelegt. Die Inkubation geschah 14 h in einer feuchten
Kammer. Anschlief3end wurden die Transducer grindlich mit bidest. Wasser abspult und an
der Luft getrocknet.

Belegung mit Polyethylenglycol

Es wurde Diamino- und Dicarboxypolyethylenglycol verwendet. Dazu wurden die mit
Epoxysilan aktivierten Transducer mit einer Polyethylenglycol-Lésung (0,2 mg in 50 pl DMF
fUr Einkanaltransducer bzw. 2mg in 5 ml DMF fir Biospec-Transducer) inkubiert und
anschlieffend 14 h bei 70°C im Ofen geheizt. Anschlief3end wurde Uberschiissiges Polymer
mit Wasser abgespult und die Transducer an der Luft getrocknet.

3.2.1.4 Immobilisierung von Thrombininhibitor

Einkanalsystem: Der Inhibitor besitzt eine freie Aminogruppe. Deshalb wurden die
funktionellen Aminogruppen des Polymers zuerst mit 5 pl einer Glutarséureanhydrid-Ldsung
(10 mg/5 pl Dimethylformamid) umfunktionalisiert. Die eigentliche Kupplung fand wie folgt
statt: Inkubation ener Losung aus 1mg Thrombininhibitor und 1pul N,N’-
Diisopropylcarbodiimid (DIC) in 10 pl DMF 14 h in einer DMF-geséttigten Kammer. Dabel

wurden - wie bereits beschrieben - zwei Transducer Ubereinandergel egt.

BioSpec: Da in der Regel Mikrotiterplatten aus Polystyrol verwendet wurden, musste auf
organische Losungsmittel verzichtet werden:

Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit festem Glutarsaureanhydrid gefillt. Anschlief3end
wurden die Wells mit Wasser aufgefiillt, die Platte abgedeckt und fir 150 min vorsichtig
geschuttelt. Danach wurden alle Wells mehrmals grindlich mit Wasser ausgesptlt. In die
Wells wurde anschlief3end eine frisch hergestellte wassrigen Losung aus EDC (9,6 mg/ml,
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0,05 M) und NHS (5,9 mg/ml; 0,05 M) gefillt (70 pl/Well bei 96er Platten, 30 pl/Well bei
384er Platten) und die Platte fiur 20 min vorsichtig geschuttelt. Danach wurden die Platten
erneut gewaschen und eine wassrige Inhibitorlésung (1,5 mg/ml; 70 ul/Well bei 96er Platten,
30 ul/Well bei 384er Platten) in die Wells geflllt. Nach einer Inkubationszeit von 14 h
wurden die Platten nochmals gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.2.1.5 Immobilisierung von Phosphotyrosin

Eine Losung von TBTU (0,38 g/ml) und Fmoc-Phosphotyrosin (0,38 g/ml) wurde hergestellt.
Zu 4 ml dieser Losung wurde 1,5 ml DIPEA gegeben und die Mischung intensiv geschittelt,
bis alles gelost war. Dabei trat eine leichte Gelb- bis Braunférbung der Reaktionsldsung auf.
Von dieser Losung wurden dann 10 pl auf einen Einkanaltransducer bzw. 60 ul in jedes Well
einer RIFSMTP (PP-Typ) pipettiert und 8 h inkubiert. Anschlief3end wurde drei Mal mit
DMF sowie drei Mal mit Wasser gespuilt und die Transducer an der Luft trocknen lassen.

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurden die Transducer mehrfach fr 5 min mit einer
Piperidinlésung (20 % in DMF) behandelt und danach mit DMF und Wasser abgewaschen.
Sowohl die Konzentrationen an TBTU und Fmoc-Phosphotyrosin als auch die Anzahl der
Piperidinbehandlungen wurde durch Versuchsreithen optimiert.

3.2.1.6 Triazinsynthese

Die Triazin-Bibliotheken sowie die damit durchgefihrten Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Rolf TUnnemann aus der Arbeitsgruppe von Prof. G. Jung
durchgefiihrt. Das Syntheseschemaist in Fig. 20 zu sehen.
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Fig. 20: Schema der Triazinsynthese in den Wells einer 96-RIfSMTP aus PP.

Zunéchst wurden die Aminoséauren in den Wells kovalent an das Diamino-PEG gekuppelt.
Mit Cyanurchlorid wurde danach das Stickstoffheteroringsystem aufgebaut und anschlief3end
ein Chloratom durch ein Amin ersetzt. Mit drei Aminosauren und 12 Aminen stand somit eine
Bibliothek von 36 Substanzen zur Verfligung. Jede Substanz wurde in jeweils 2 Wells der
Mikrotiterplatte synthetisiert. In den 24 verbleibenden Wells wurden Referenzsubstanzen
ohne einen Heterozyklus im Gerlst synthetisiert. Fur Details zur Synthese wird auf
Tinnemann 1999 und Birkert et. al. 2000 verwiesen.

In Tabelle 2 sind die fir die Synthese verwendeten Bausteine und die zugehdrige Position auf

der Mikrotiterplatte gegeben.
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Tabelle 2: Fur die kombinatorische Synthese benutze Aminosduren und Amine. In der dritten Spalte ist die
Position jeder einzelnen Substanz auf der Synthese-RIfS-MTP angegeben. Die selben Triazinderivate

wurden jeweilsin 2 benachbarten Wells synthetisiert.

Aminosaure (aa) Amin Position auf der MTP*
Rest R1 Rest R2 aa=1 aa=2 aa=3
1 Fmoc-Glu(OtBu)-OH A Phenyladanin-methylester {A4/B4 A7/B7 A10/B10
2 Fmoc-Ahx-OH b Adamantylmethylamin A5/B5 A8/B8 A1l1/B11
3 Fmoc-Phe-OH c Pentylamin A6/B6 A9/B9 A12/B12
d Trimethoxybenzylamin C4/D4 C7/D7 C10/D10
e Isopropylamin C5/D5 C8/D8 Ci11/D11
f  2-(2-Aminoethyl)Pyridin {C6/D6 C9/D9 C12/D12
g Tryptamin E4/F4A E7/F7 E10/F10
h Ethylamin x HCI ES5/F5 E8/F8 E11/F11
i N-Hexylmethylamin E6/F6 E9/F9 EI12/F12
j  2-Aminopyrimidin G4/H4 G7/H7 G10/H10
k 1-Phenyl-Ethylamin G5/H5 G8/H8 G1VH11
| p-Anisidin G6/H6 G9H9 G12/H12

* Jede Substanz wurde in zwel benachbarten Wells synthetisiert.
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Fig. 21: Triazin-Substanzbibliothek. Neben den Triazinen sind auch die Srukturen der Referenzverbindungen
in Spalte 1-3 gezeigt.
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3.2.1.7 Immobilisierung von Biotin

Eine Losung aus 8 mg (0,025 mMol) TBTU und 8,5 ul DIPEA (N,N-Diisopropylethylamin)
in 50 ul DMF wurde mit einer Losung von 3,8 mg (0,025 mMol) HOBT und 6,1 mg (0,025
mMol) Biotin vereinigt und gerthrt. 5 pl dieses Reagenz gab man auf einen
Einzelplatztransducer bzw. 60ul in die Wells einer 96er RIfSMTP. Nach einer
Inkubationszeit von 8 h wurden die Transducer mit bidestilliertem Wasser abgewaschen und

an der Luft getrocknet.

3.2.1.8 Kovalente Immobilisierung von (Strept-)Avidin

Um die kovalente Bindung von Avidin, Streptavidin und p-Streptavidin zu verfolgen, wurden
die Kupplungen im Flusskanal bel gleichzeitiger Detektion des Schichtdickenverlaufes
vorgenommen. Dazu wurde ein carboxy-modifizierter Transducer in die Einkanalflusszelle
eingebaut und nacheinander eine wassrige NHS/EDC Lésung (0,05 mM EDC; 0,05 mM
NHS), die Proteinlésung (je nach Experiment 10 bis 50 pg/ml) in 50 mM HEPES Puffer mit
unterschiedlichen pH-Werten und eine wassrige 1M Ethanolaminlésung Uber die
Transduceroberflache gepumpt.

Mit der EDC/NHS-L6sung bildet sich ein Aktivester auf der Carboxyoberfléche, der
einigermal3en stabil ist (Hermanson 1996). Das Aktivierungsreagenz wurde jeweils frisch
zubereitet und die Losung nur kurze Zeit (90 Sekunden) Uber die Oberfléche geleitet.

Der Aktivester kann mit den freien Aminogruppen der Proteine unter Bildung einer
Amidbindung reagieren.

Ethanolamin dient zur Desaktivierung nicht umgesetzten Aktivesters.

3.2.1.9 kovalente Immobilisierung von (Strept-)Avidin mittels Mikrodosiersystem

Bei der Immobilisierung mit einem Mikrodosiersystem (vgl. Kap. 3.1.3.5) kam es durch das
schnelle Verdampfen des Losungsmittels Wasser zu ener Aufkonzentrierung der
Proteinlosung, was eine erhthte Kupplungseffizienz zur Folge hatte. Durch den geringen
Volumenverbrauch beim Betropfen konnte darGber hinaus die Konzentration der
Proteinldsung bei vertretbaren Materialkosten sehr hoch gehalten werden.

Vor der Kupplung mussten carboxymodifizierte Transducer Uber einen NHS-Aktivester
aktiviert werden. Dazu wurde ein Transducer mit 10 pl einer Lésung von NHS (1 M) und
DIC (1,5 M) in DMF 14 h lang inkubiert. Danach wurde sorgféltig mit wasserfreiem Aceton
gespult und sofort mit dem Betropfen der Oberflache begonnen. Dazu wurden
Proteinldsungen in filtriertem, destillierten Wasser benutzt (Avidin: 1,5 mg /ml, Streptavidin:
1,5 mg/ml, p-Streptavidin: 4 mg/ml). Die Proteinlésungen wurden zweifach in einem
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Uberlappenden Muster mit  kreisformiger  Gesamtform (d=2mm) auf die
Transduceroberfl&che pipettiert.

3.2.2 BINDUNGSHEMMTEST

Zur Durchfiihrung eines Bindungshemmtests wurden der Rezeptor und der Ligand 5 min in
einem getrennten Gefd? inkubiert und danach Uber die Sensoroberfléche geleitet. Dies
geschah zum einen mittels FIA und zum anderen durch Pipettieren in die Kavitdten der RIfS-
MTP.

3.2.3 PROGRAMMIERTE MESSUNGEN AM BIOSPEC

3.2.3.1 Messung von Brechungsindexspringen

Der Einfluss des Wechsels vom Brechungsindex n=1,333 (Wasser) auf n=1,345 (10%
Glycerin in Wasser) wurde durch automatisches, abwechselndes Befiillen und Entleeren im
Abstand von 600 s untersucht. Zwischen den Befullungen wurde die RIFS-MTP drei mal mit

dem jeweils zu messenden Medium gesplilt.

3.2.3.2 Messung von spezifischer und unspezifischer Absorption

Die Messungen zur Bestimmung von Schichtdickenanderungen bel der Anlagerung von
Proteinen und biotinylierten Substanzen wurden fir 96er und 384er MTP mit demselben
Programm durchgeftihrt. Lediglich die Pipettiervolumen wurden variiert. Im Folgenden
werden Pipettiervolumen fir 96er MTP gegeben; die Werte fir 384er Platten sind in
Klammern angegeben.

Vor der eigentlichen Messung wurden die trockenen Platten mindestens 10 min lang mit
Puffer beflllt, um stérende Quelleffekte der Polymere auszuschlief3en. Danach wurden die
Platten geleert, auf der Messposition platziert und dann die Detektionssoftware und die
Software zur Ansteuerung des Pipettierroboters gleichzeitig gestartet.

Zuerst wurden die Platten dabei mit 70 ul (60 pl) Puffer beflllt und das Basisliniensignal
300 s detektiert. Danach wurde der Puffer entfernt und in die Abfallwanne ausgestolen.
Anschlief3end wurde 70 pl (40 pl) Probe von der VorratssMTP aufgenommen und in die
RIfSSMTP transferiert. Nach einer Bindungsdauer von 900 s wurde auch die Probe entfernt
und in die Abfallwanne abgegeben. Falls die Probe ein weiteres Mal gemessen werden sollte,
wurde sie in die VorratsMTP und nicht in die Abfallwanne pipettiert. Nun wurde die

RIfS-MTP einige Minuten mit Regenerationsldsung befiillt. Auch diese wurde anschlief3end
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in die Abfallwanne pipettiert und die RIfSMTP nochmals mit Puffer beflllt, um das
Basidliniensignal nach dem Messzyklus zu erhalten.
In Tabelle 3 sind die Probenkonzentrationen, Regenerationslésungen und Puffer fur die

untersuchten Systeme angegeben.

Tabelle 3 Messparameter fir die einzelnen am BioSpec vermessenen Proben.

Probe Konzentration Puffer Regenerations-
[6sung

Ovabumin 1 mg/mi PBS HCI oder Pepsin
Rinderserum Albumin 1 mg/ml PBS HCI oder Pepsin
Ké berserum 1:10 verdinnt PBS HCI oder Pepsin
Thrombin 0-40 pg/ml; 400 pg/mi PBS HCI

Ovalbumin as

Hintergrundprotein
Anti-PT + dlle 16 pg/mi EGFR-Puffer Pepsin
Assaykomponenten
Anti-PT 20 pg/ml PBS Pepsin
Avidin/Streptavidin/ 50 pg/ml PBS Pepsin
p-Streptavidin
Biotinyliertes E1-3CMO | 15-30 pg/ml PBS Pepsin
Estron-Antikorper 250 ng/ml; 500 ng/ml; PBS Pepsin

50 pg/ml; 400 mg/ml

Ovalbumin as

Hintergrundprotein bei

kleinen Konzentrationen
Triazin-Antikérper 20 pg/ml; 400 pg/mi PBS Pepsin

Ovalbumin as

Hintergrundprotein
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Oberflachen zur Immobilisierung mit Hilfe einer Affinitatsreaktion

Zwel Ansétze zur Immobilisierung mit Hilfe von Affinitétsreaktionen wurden in dieser Arbeit
verfolgt. Zum einen war dies die Immobilisierung von biotinylierten Substanzen Uber das
(Strept-)Avidin-Biotin Hilfssystem und zum anderen die Immobilisierung von His-Tag-

Fusionsproteinen an einer Nickel-NTA Oberflache.

4.1.1 IMMOBILISIERUNG VON AVIDIN- UND STREPTAVIDINSCHICHTEN AUF  SI0;-

TRANSDUCERN

Um biotinylierte Liganden oder Targets in grofRer Menge spezifisch auf Biosensoren zu
immobilisieren, missen Oberflachen vorhanden sein, die mdglichst viele, sterisch nicht
gehinderte Avidin- oder Streptavidinmolekile besitzen. Um solche biotinaktiven Oberflachen
zu erhalten, wurde untersucht, inwieweit sich Avidin und Streptavidin Uber eine Biotin-
Affinitdtsbindung oder alternativ kovalent an modifizierte Si0,-Oberflachen binden lassen.
Am Beispiel eines biotinlyierten Estronderivates (Biotin-E13CME) und eines polyklonalen
Antikorpers (aEl) gegen Estron wurde anschlief3end die Moglichkeit gezeigt, auf solchen
Oberflachen die Immobilisierung und anschlief3ende Wechselwirkung von biotinylierten

Substanzen zu untersuchen.

4.1.1.1 Immobilisierung von Streptavidin und Avidin Uber eine Affinitatsbindung zur
Oberflache

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit wurde ein Schichtsystem entwickelt, mit dessen Hilfe
Streptavidin- und Avidinschichten von ca. einer Monolage Uber einen biotinmodifizierten
PEG-Spacer und ein Epoxysilan an Si0, immobilisiert werden kann (Birkert 1998). Dort
wurde PEG verwendet, da dieses beim Verhindern von unspezifischer Proteinadsorption sehr

gute Eigenschaften zeigte. Der Umstand, dass auf Grund der geordneten PEG-Struktur
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(Polymer Brush) maximal eine Monolage Protein immobilisiert werden konnte, wurde dabel
in Kauf genommen.

Basierend auf den Protokollen zur kovalenten Kupplung von Biotin auf Diamino-PEG
wurden analoge Aminodextran-Biotin-Oberflachen hergestellt. Schematisch sind die beiden

Oberflachentypen in Fig. 22 gezeigt.

Fig. 22: Avidin und Streptavidin kénnen Uber Biotin an der Transduceroberflache immobilisiert werden. Mit
einem PEG-Spacer (links) kann dabei maximal eine Monologe an Protein gebunden werden,
wohingegen die AMD-Matrix (rechts) eine hthere Beladung erlaubt.

Auf Grund des Matrixeffekts von AMD konnte dabel eine deutlich héhere Proteinbeladung

der Oberflache erreicht werden. Wahrend auf PEG-Biotin-Schichten 4.8 + 0.6 nm Avidin,

5.1+0.5nm Streptavidin und 7.1+ 1.0 nm p-Streptavidin immobilisiert werden konnten,
wurden auf AMD-Biotin-Schichten fir alle drei Proteine Schichtdicken zwischen 12 und

18 nm, also deutlich hdhere Werte, erhalten. Bindungskurven, die bei Inkubation von AMD-

Biotin-Schichten im Fluss mit 50 pg/ml Protein erhalten wurden, sind in Fig. 23 gezeigt.
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Fig. 23: Bindungssignale von Avidin, Sreptavidin und p-Streptavidin (50 pg/ml) auf Biotin-Dextranschichten
im Fluf.

Beim Test der unspezifischen Bindungen von Protein (Ovalbumin, BSA) auf solchen
Oberflachen zeigte sich, dass diese nicht vom verwendeten Polymer, sondern von den
Proteineigenschaften abhangig waren. Wahrend auf Avidin eine etwas erhthte unspezifische
Bindung festzustellen war (max. 200 pm), zeigte Streptavidin keine unspezifische Bindung.
Grund hierfir ist sicherlich die Ladung der Proteine. Wahrend Avidin in PBS-Pufferlésung
auf Grund des pl von 10-11 positiv geladen ist, trégt Streptavidin in PBS einen negativen
L adungsiiberschuss.

Obwohl auf den AMD-Schichten deutlich mehr an Avidin und Streptavidin immobilisiert
werden konnte, zeigten diese Schichten gegentber PEG-Schichtsystemen nach der
Immobilisierung einer biotinylierten Substanz (biotinyliertes Estronderivat) keine erhthten
Bindungskapazitéten fur den zugehorigen Rezeptor (polyklonaler a-Estron-Antikorper). Wie
bei PEG-Schichten auch, wurden mit 1,5 —2 nm optischer Schichtdickenanderung fur Avidin
und 5—7 nm optischer Schichtdickenanderung fir Streptavidin nur Sub-M onolagenschichten
an Antikorper gebunden. Damit sind die beiden Schichtsysteme, basierend auf AMD oder
PEG, zur Untersuchung der Wechselwirkung von biotinylierten Substanzen mit dem
zugehorigen Rezeptor oder Target gleichwertig. Zusétzlich erméglichen die AMD-basierten
Schichten auf Grund der hohen Bindungskapazitét fur Avidin und Streptavidin eine neue
Anwendung, mit der die Aktivitdt der Biotinkomponente einer biotinylierten oder
biotindhnlichen Substanz untersucht werden kann. Darauf soll im Folgenden eingegangen

werden.
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4.1.1.2 Aktivitatsbestimmung mit Hilfe von Avidinoberflachen

Obwohl die Bestimmung von Affinitétskonstanten mittlerweile zu ener der
Routineeinsatzgebiete der RIfS geworden ist, sind doch einige Randbedingungen nétig, um
diese durchzufiihren. Unter anderem ist es notwendig, ein geeignetes Regenerationsprotokoll
zu erstellen, mit dem die Rezeptor-Ligand Bindung gelést werden kann, ohne die
Transduceroberfléche anzugreifen. Da auf Grund der hohen Affinitét zwischen Biotin und
Avidin oder Streptavidin  kein solches Protokoll vorhanden ist, muss ene
Affinitdtsbestimmung ohne Regeneration auskommen. Auf Grund der hohen
Bindungskapazitdét von AMD-Biotin Schichten sind diese geeignet, einen kompletten
Bindungsinhibitionstest mit Uber 30 Einzelproben ohne zwischengeschaltete
Regenerationsschritte auf einem Transducer durchzufiihren. Bel der Auswertung ist dabei zu
beachten, dass es sich sowohl bel Avidin asauch bei Streptavidin um tetramere Molektle mit
vier Bindungsstellen handelt. Deshalb wird im Folgenden zunéchst eine theoretische
Beschreibung solcher tetrameren Molekile gegeben. Anschlief3end werden die Vorhersagen
mit den Messergebnissen verglichen.

4.1.1.3 Theoretische Betrachtung der Affinitdtsreaktion tetramerer Rezeptoren mit

monomeren Liganden.

Avidin und Streptavidin haben vier Bindungstaschen fur Biotin. Dies muss bel der
Berechnung von Titrationskurven, bel denen der Prozentsatz an noch bindungsfahigem
Avidin oder Streptavidin in Abhangigkeit von der zugegebenen Menge Biotin berechnet wird,
beriicksichtigt werden. Weiterhin wurden folgende Naherungen gemacht:

Die Affinitat von Avidin und Streptavidin zu Biotin ist unabhangig davon, ob schon
ein oder mehrere Biotinmolekile an das Protein gebunden haben. Dies bedeutet
auch, dass alle Avidinmolekile, die noch mindestens eine freie Bindungsstelle

aufwei sen, mit Oberflachen-Biotinmol ekiilen wechsel wirken kénnen.

Diese Naherung ist vor alem deshalb kritisch zu beurteilen, as dass bekannt ist, dass sich je
zwel Bindungsstellen auf gegeniberliegenden Seiten des Proteins befinden und diese sich
somit raumlich recht nahe stehen. Mit dieser Naherung ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Avidinmolekdl kein, ein, zwei, drel oder vier Biotinmolekile tragt, Uber folgende

Binomialverteilung gegeben:
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4
(p+Q)4 = Z) g%kq‘l_k Formel 18

bzw.

(p+q)* =p*+4p°q+6p°q® +4pg° +q* Formel 19

wobe p die Wahrscheinlichkeit fir eine beliebige Bindungsstelle ist, dass sie besetzt ist und
g, dass sie unbesetzt ist. Die Wahrscheinlichkeit fir ein komplett besetztes Avidinmolekdl ist
demnach p?, furr ein Avidin mit nur einer freien Bindungsstelle p*getc.
Gleichzeitig gilt fur p:

C

_ “Bindungsstellenkomplexe
p= Formel 20
C0 Bindungsstellen

wobei ¢ die Zahl bzw. Konzentration der besetzten Bindungsstellen und ¢y die Anzahl bzw.
Konzentration der urspriinglich vorhandenen besetzbaren Bindungsstellen ist.

Die Wahrscheinlichkeit dafir, dass ein Avidinmolekil vier Biotinmolekile gebunden hat,
betragt p* und die Konzentration an vollstandig besetzten Avidinmolekiilen betragt

— 14
C4[Baetzt - p CO(AvidinmolekUIe)

Formel 21
oder
4
_ CBindungsstellenkomplexe D
C4[Besetzt - 4 CO(Avidinmolekl'Jle) Formel 22
C0 Bindungsstellen
4
- CBindungsstelIenkomplexe C'OBindungssteIIen
[
C4[Besetzt - 4 4 Formel 23
C0 Bindungsstellen
Fur die noch bindungsfahigen Avidinmolekule erhdlt man die Konzentration
Cireie_indungsstellen — Coavidinmolekile — Capesetzt
4
— COBindungssteIIen _ CBindungsstelIenkomplexe
- 3
4 4 EICOBi ndungsstellen
Formel 24

Die Konzentration an Bindungsstellenkomplexen ist Gber das M assenwirkungsgesetz
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K = CBi ndungsstellenkompl exe

C e Formel 25

Biotin

freie_ Bindungsstellen

gegeben, wobei durch cgioin die Konzentration an freiem Biotin beschrieben wird. Uber eine
guadratische Gleichung ergibt sich as enzig physikalisch sinnvolle Losung for die
Konzentration der Bindungsstellenkomplexe

1 1.,
COBindunggeHen + COBiotin + ? (COBindungxteilen + COBiotin ?)

CBindunggeHenkonplexe - 2 - 4 - COBindung$te|Ien |:l(:OBiotin

Formel 26

wobei Coanalyt die Ausgangskonzentration an biotin bzw. biotinylierter Substanz und K die
Affinitatskonstante darstellt. Damit erhdt man mit Formel 24 fur die Anzahl der noch
bindungsfahigen Avidinmolekile

4

0 1 1, r

D:OBindungﬁellen + COBiotin + K (COBindunggellen + COBiotin + K) O

D - - COBindungﬁellen |jCOBiotin I:l

0 2 4 0

_ COBindungﬁellen _ H H
CfreiefBindungsteIlm - 4 4c 3
0Bindungsstellen

Formel 27

Diese Funktion beschreibt die Titration der freien Bindungsstellen des Avidins mit Biotin. Sie
ist in Fig. 24 fur unterschiedliche Bindungskonstanten gezeigt.

s o @ ©°
P S S

freie Bindungsstellen [%]

o
N

0,01

2,510

0,01 0,1 1 10 100
Biotin-Konzentration [ug/l]

Fig. 24: Freie Bindungsstellen des Avidins in Abhangigkeit der Konzentration an Biotin bei verschiedenen
theoretischen Bindungskonstanten (Cogindungssielien= 4,4 NM)

Bei einer Bindungskonstanten von ca. K=10" M™ firr das ungestorte Avidin-Biotin-System

wird deutlich, dass sinnvolle Aussagen Uber die Affinitdtskonstante bei typischen

V ersuchsbedingungen nicht gemacht werden konnen, da sich die erhaltenen Titrationskurven

fur Affinitatskonstanten von K>10° M fiir tetramere Molekile kaum noch unterscheiden.
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Fur Systeme, be denen die Affinitdt z.B. durch sterische Hinderung um mehrere
Zehnerpotenzen abnimmt, kann dies allerdings detektiert und dann auch die
Affinitétskonstante bestimmt werden. Weiterhin behdlt Formel 27 natlrlich auch fur
samtliche anderen tetrameren Molekile wie z.B. homodimere Antikorper oder tetramere
Enzyme mit Bindungskonstanten kleiner 108 M ihre Giiltigkeit.

In Fig. 25 sind die Titrationskurven fur ein tetrameres Molekil bei gleicher Aktivitadt und
Bindungsstellenkonzentration denen von dimeren und monomeren  Molekilen
gegenuibergestellt. Mit der Anzahl der Bindungsstellen wird die Titrationskurve steiler und
damit der Informationsgehalt tber die Affinitdtskonstante geringer bis sie fir unendlich viele
Bindungsstellen zur Stufenfunktion entartet.

tetramer

dimer

0,6 monomer

0,4

0,27

freie Bindungsstellen [%]

0,0

0,01 0,1 1 10 100
Biotin-Konzentration [ug/I]

Fig. 25: Vergleich der Titrationskurven von einwertigen, zweiwertigen und vierwertigen Rezeptoren fir
Copindungsstelen=4,4 NM und K=2,5 10" M™.

4.1.1.4 Messung der Titrationskurve mit verschiedenen Biotinderivaten

Titrationskurven zur Bestimmung von Affinitdtskonstanten oder zur Erzeugung einer
Kalibrierkurve werden normalerweise dadurch erhalten, dass die detektierte Bindung an die
Oberflache nach jeder Probe durch ein geeignetes Regenerationsmittel wieder geldst und
damit die Oberflache wieder vom Rezeptor befreit wird. Die hohe Kapazitdt der
Avidinschichten erlaubt es, auf den Regenerationsschritt zu verzichten, da selbst nach
Bindung von 30 Proben noch gentigend Bindungsstellen an der Oberfléache unbesetzt sind, um
die erforderliche Diffusionslimitierung der Bindung und damit den linearen Anstieg des
Signals zu erhalten. Der Verzicht auf den Regenerationsschritt erspart nicht nur die Suche
nach einem systemkompatiblen Regenerationsmedium - das bei der Starke der
Biotin-Avidin-Bindung bisher noch nicht gefunden wurde - sondern verkirzt die Messzeit

auch erheblich. In Fig. 26 sind die Bindungskurven, die zur Erzeugung der Titrationskurven
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gemessen wurden, fur das System Avidin-Biotin auf einer AMD-Biotin-Oberflache dem
System Antikérper(aE1)-Analyt(ELI3CME-Biotin) auf einer  AMD-Oberflache
gegenubergestellt.  Insgesamt  wurden 11  bzw. 10 Anaytkonzentrationen bel
Dreifachbestimmung gemessen. Aufgetragen sind 3 Zyklen mit aufsteigender
Analytkonzentration, die zeitlich hintereinander gemessen wurden. Um die Stabilitét der
Oberflachenperformance zu belegen, wurden die ersten Messwerte der Zyklen auf O Prozent
und die Maximalsignale auf 100 Prozent normiert. Dabei ist der erste Messpunkt eines Zyklus

jeweils identisch mit dem letzen Messpunkt des vorangegangenen Zyklus.

o
T

[42]
o
1

Probel-11 (1. Zyklus)

Normiertes Bindungssignal

—===Probel2-22 (2. Zyklus)
~~~~~~~~~~ Probe23-33 (3. Zyklus)

T —T T T 777
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Zeit [s]

100

Probel-10 (1. Zyklus)
—===Probel1-20 (2. Zyklus)
~~~~~~~~~~ Probe21-30 (3. Zyklus)

Normiertes Bindungssignal
1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Zeit [s]
Fig. 26: Vergleich der Messprotokolle und der Bindungssignale beim Messen von Titrationskurven ohne
Regeneration (oben; 500 ng/ml Avidin mit Biotin) und mit Regeneration der Oberflache nach jeder

gemessenen Probe (unten; 500 ng/ml aE1 mit Biotin-E13CME).

In beiden Félen kann der lineare Anstieg noch nach 30 Proben reproduzierbar ausgewertet
werden. Der Verzicht auf eine Regeneration fuhrt bei 30 Proben zu einer Verkirzung der

Gesamtmesszeit von 6h 15 min auf 3h 20 min. Wéhrend die nicht regenerierbare Oberflache
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nicht fir weitere Messungen verwendet werden kann, konnen auf der regenerierbaren
Oberflache mehrere Titrationskurven in Folge gemessen werden.

Mit Hilfe der AMD-Biotin-Oberflache wurde Avidin mit unterschiedlichen Biotinderivaten
titriert und die erhaltenen Titrationskurven verglichen. Die untersuchten Biotinderivate sind in

Tabelle 4 gezeigt.
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Tabelle 4 Unter schiedliche Biotinderivate, mit denen Avidin titriert wurde.

9 (@]
W OH H,C OH
S - . -
Biotin Desthiobiotin

HN)kNH NH
HM N H ik
s N 00O

Biotinylierter Thrombininhibitor’

CH
N

H,
(0]
HNJ\NH o O+_NH, o 0 0
W /\/\J\: /PJ\/H o/\[\/O\/}S/\O)k/\H%J\/O
s N NTOH 21/

Biotinyliertes Estronderivat (Estroncarboxymethylether)*

H

o]
O/\/\/\/v\/\/\/\n/nv\o/\/o\/\N )I\/\////,, S.
H
o H#

HN N

| 4
Biotinyliertes Calixaren®

! Freundlicherweise von Dr. Jirgen Mack zur Verfiigung gestellt (Birkert 1998).
2 Freundlicherweise von Martin Braun zur Verfiigung gestellt (Braun et al. 2000).
® Freundlicherweise von Dr. Antonio Soi zur Verfiigung gestellt.
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Wie in Fig. 27 zu sehen ist, unterschieden sich die Titrationskurven mit Ausnahme des
Cdlixarens nur marginal, d.h. eine eventuell auftretende Verdnderung der Aktivitét ist zu
gering, as dass sie mit dieser Methode gemessen werden kann (vgl. 4.1.1.3). Die hohe
Affinitét aler Derivate machte es darlber hinaus unmdglich, sie mittels Anpassung der
entwickelten Funktion zu ermitteln. Es zeigte sich allerdings, dass sich die Kurven auch sehr
gut mit einem Modell fir ein System mit 2 Bindungsstellen anpassen lief3, wenngleich auch
hier die hohen Affinitétskonstanten ihre Quantifizierung verhinderten. Dieser Umstand |asst
die Uberlegung zu, dass sich die Bindungsstellen zum Teil sterisch beeintrachtigen, was
schon in 4.1.1.2 vermutet wurde. Einen eindeutigen Beweis fir eine solche Hinderung konnte
alerdings mit der RIfS nicht erbracht werden.

Das Caixarenderivat besitzt eine deutlich reduzierte Affinitét zu Avidin (u.a. an der
geringeren Steilheit der Kurve zu sehen). Der Verzicht auf einen Spacer zwischen Biotin- und
Calixarenkomponente fuhrt dazu, dass das Biotin nicht mehr optimal mit der tief im Protein
sitzenden Bindungstasche wechselwirken kann. Dies wird auch aus Arbeiten von Wilchek
(Wilchek et al. 1984, Wilchek et al. 1988) ersichtlich, wo eine Gesamtspacerlange von 1,5 nm
propagiert wird. Auf Grund der sehr schlechten Loslichkeit dieser Substanz sind die
Messwerte fur das Calixarenderivat mit einem hoheren Fehler behaftet als die Ubrigen

Verbindungen, was keine Kurvenanpassung zulief.
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Fig. 27: Titrationskurven firr verschiedene Biotinderivate auf einer AMD-Biotin-Oberflache mit Avidin (500

ng/ml)
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Mit den vorhandenen Messwerten konnte somit gezeigt werden, dass sich die Affinitét eines
der Derivate deutlich von der des Biotin unterscheidet. Eine Bestimmung der
Affinitatskonstanten mit Hilfe der entwickelten Anpassungsfunktion scheiterte alerdings an
den zu hohen Affinitatskonstanten.

4.1.1.5 Kovalente Immobilisierung von Avidin und Streptavidin

Avidin und Streptavidin konnen wie alle Proteine, prinzipiell Gber freie Amino-, Carboxy-
oder Thiolgruppen auf den Sensoroberflachen immobilisiert werden. Avidin kann dartiber
hinaus noch Uber die vorhandenen Zuckerreste gebunden werden. Die weitverbreitetste
Methode ist dabei, Proteine tGber freie Aminogruppen mit zuvor aktivierten Carboxylgruppen
der Oberfléche zur Reaktion zu bringen. Werden zur Aktivierung der Carboxylgruppen
Systeme verwendet, die fur einen Umsatz im wéssrigen Milieu geeignet sind, so kann die
Aktivierung und die anschlief3ende Kupplung des Proteins zeitaufgel st mit der RIfS verfolgt

werden, wie esim Folgenden gezeigt ist.

4.1.1.6 Kovalente Immobilisierung in der Flusszelle

Das zeitaufgel6ste Verfolgen der kovalenten Avidinbindung ist auf Grund des relativ hohen
Probenverbrauches von 50 pg Protein sicher nicht fir Systeme geeignet, in denen das
Avidin-Biotin Hilfssystem bel Routinemessungen eingesetzt wird. Von grofem Wert ist
dieses Vorgehen aber dann, wenn Reaktionsbedingungen gesucht werden, die zu einer
maximalen Beladung der Oberflache fuhren. Eine Carboxylgruppen tragende
Transduceroberfléche wird dabei zuerst mit einer wassrigen Losung aus EDC und NHS
behandelt, was zur Bildung eines NHS-Aktivesters auf der Oberflache flhrt. Dieser kann mit
Aminogruppen von Proteinen spontan unter Bildung einer Amidbindung reagieren. Es ist
entscheidend, nach der Aktivierung der Oberflache fir eine méglichst hohe Konzentration an
Aminogruppen in Oberflachenndhe zu sorgen, da in Konkurrenz zur Proteinkupplung die
Hydrolyse des Aktivesters durch das Ldsungsmittel Wasser erfolgt. Um dies zu erreichen,
mussen die Ladungsverhéltnisse von Oberflache und Protein in der Gestalt berticksichtigt
werden, dass ein Milieu geschaffen wird, in dem Oberflache und Protein unterschiedliche
Gesamtladungen aufweisen und es so zu einer attraktiven Wechselwirkung und damit zu einer
hohen Proteinkonzentration in Oberflachenndhe kommt. Die geringe lonenstdrke von
HEPES-Pufferldsung unterstiitzt dabei die elektrostatischen Wechselwirkungen mit der
Oberflache. Die Carboxylgruppen erzeugen an den Oberfléachen praktisch Uber den ganzen
pH-Bereich eine negative Gesamtladung. Der pH-Wert der Proteinldsung muss deshalb in der

Weise angepasst werden, dass das Protein eine positive Gesamtladung trégt, was bedeutet,
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dass man einen pH-Wert unterhalb des isoel ektrischen Punktes pl des Proteins wahlen muss.
Allerdings ist zu beachten, dass im sauren Milieu eine beschleunigte Hydrolyse des
Aktivesters einsetzt. AulRerdem liegen die Aminogruppen im Sauren in einer inaktiven
protonierten Form vor. Damit ist der pH-Bereich einer effektiven Immobilisierung je nach pl
des Proteins u. U. stark eingegrenzt. In Fig. 28 sind die Bindungskurven fir die
Immobilisierung von Avidin und Streptavidin aus einer HEPES-Pufferlésung (50 mM) bei pH
5 gezeigt. Wahrend fur Avidin (pl 10-11) eine Immobilisierung mdglich ist, sind for
Streptavidin (pl 5-6) die oben genannten Bedingungen nicht erfillt.

Avidin
.............. Streptavidin

optische Schichtdicke [nm]
D
|

Fig. 28: Wahrend sich Avidin problemlos kovalent immobilisieren lief3, waren die gewahlten Bedingungen fir
eine Immobilisierung von Streptavidin nicht geeignet. Gezeigt ist die Aktivierung mit NHSEDC, die
kovalente Immobilisierung des Proteins und anschliefend die Desaktivierung durch
Ethanolaminldsung.

Um fr beide Proteine ideale Bedingungen zu ermitteln, wurde die kovalente Immobilisierung

bei unterschiedlichen pH-Werten auf carboxylierten AMD- und auf Dicarboxy-PEG

Oberflachen durchgefthrt. Daneben wurde auch p-Streptavidin untersucht, das enen

ahnlichen pl wie Streptavidin besitzen sollte. Die Ergebnisse sind in Fig. 29 zu sehen.
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Fig. 29: Sgnalanderung bei der kovalenten Immobilisierung von Avidin, Streptavidin und p-Streptavidin auf
carboxymodifizierten  Oberflachen in  Abhangigkeit des pH-Wertes der verwendeten
HEPES-Pufferlésung (50 mM). Links: carboxyliertes AMD, rechts Carboxy-PEG.

Die untere pH-Grenze fur eine Immobilisierung wird vom hydrolysierenden Aktivester

bestimmt und liegt unabhéngig vom verwendeten Protein bei pH < 4. Dies gilt fir beide

carboxylierten Oberflachen. Avidin konnte in einem weiten Bereich von pH4- 10

immobilisiert werden, maximale Belegung wurde zwischen pH6 und pH 8 erreicht.

Demgegenuber war es nicht mdglich, Streptavidin in befriedigender Menge zu

immobilisieren. Etwas besser waren die Ergebnisse mit dem polymeren p-Streptavidin, das

bei pH 4 - 5 in Submonolagen immoabilisiert werden konnte.

Somit konnte im Fluss nur das wegen der erhdhten unspezifischen Bindung fir Biosensoren

problematische Avidin in ausreichender Menge immobilisiert werden. Fir Streptavidin

musste das Protokoll weiter modifiziert werden.

4.1.1.7 Kovalente Immobilisierung von  Streptavidin  mit  Hilfe eines

Mikrodosiersystems

Um die fur Streptavidin unguinstigen elektrostatischen Verhaltnisse zu umgehen, wurde die
Proteinlosung mit Hilfe eines Mikrodosiersystems aufgebracht. Dabel kommt es zum
Verdampfen des Losungsmittels und somit zu einer enormen Aufkonzentration der
Proteinldsung an der Oberflache. Allerdings entzieht sich damit die Bindung von Streptavidin
an die Oberflache einer direkten Beobachtung mittels RIfS.

Waéhrend bei der Immobilisierung im Flusssystem nur wassrige Reaktandl 6sungen verwendet
werden konnen, konnte die Aktivierung der Carboxlgruppen hier in DMF mittels
NHS/DIC-Chemie durchgefuhrt werden. Damit wird eine Hydrolyse des Aktivesters vor der
Proteinzugabe verhindert. Getropft wird bel einer Temperatur von 40 °C. Dabei verdampft

das Losungsmittel Wasser innerhalb von wenigen Sekunden, die Proteinlésung wird
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aufkonzentriert und die Ausbeute der Amidbildung erhoht sich. Die hohen Stabilitéten von
Avidin und Streptavidin garantieren, dass die Aktivitdt zu Biotin bel dieser Prozedur nicht
beeintrachtigt wird. Die Effektivitdt dieses Protokolls wurde Uberprift, indem im Fluss
biotinyliertes Estronderivat (Biotin-E13CME) auf den Schichten immobilisiert und
anschlief3end die Bindungskapazitét des aE1-Antikorpers bestimmt wurde. Dazu wurden die
Oberflachen vor den Messungen 5 mal im Fluss mit HCI und Acetonitrill6sung behandelt, um
nicht kovalent gebundenes Protein von der Oberflache zu entfernen. Typische Bindungswerte
sind in Tabelle 5 gezeigt. Mit dieser Methode konnten alle Proteine problemlos immobilisiert
werden.

Tabelle 5 Eigenschaften von Schichten, bei denen die Proteinlésung mit einem Mikrodosiersystem auf die

Aktivesteroberflache einer  carboxylierten AMD-Schicht getropft wurde. Die optische

Schichtdickenanderungen sind in nm angegeben.

Biotin-E13CME  aE1 (50 pug/ml) Unspezifisch Stabilitat
Avidin 0,15 2,7 Hoch -
Streptavidin 0,30 30 Gering ++
p-Streptavidin 0,65 7,2 Gering ++

Die Stabilitét der Schichten wurde daran gemessen, ob bei wiederholtem Messen unter
diffusionslimitierenden Bedingungen lineare Bindungskurven erhalten wurden. Dies war
gegeben und ist in Fig. 30 am Beispiel der erfolgreichen Titration von aE1 mit EI3CME
gezeigt.

Im Gegensatz zu Streptavidinschichten, bei denen das Protein tiber eine Biotinbindung an der
Oberflache verankert ist, waren die kovalenten Streptavidinschichten Uber mehrere Jahre
hinweg stabil. In Fig. 30 sind Titrationskurven mit gleichzeitig hergestellten Oberflachen
gezeigt, wobel eine sofort verwendet und die zweite 27 Monate bel +4°C gelagert wurde. Die
Bindungskapazitét reichte auch nach 27 Monaten Lagerung noch aus, auf solchen
Transducern Titrationsexperimente durchzufthren. Im Rahmen der Messgenauigkeit wurden

praktisch identische Kurven erhalten.
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Fig. 30: Titrationskurven auf getropften Sreptavidinschichten die mit biotinyliertem Estronderivat
weitermodifiziert wurden. Untersucht wurde die Wechselwirkung des aE1 Antikorpers (259 ng/ml) mit

dem Estronderivat EI3CME in L&sung.

4.1.2 IMMOBILISIERUNG VON PROTEINEN UBER EINEN POLY-HISTIDIN-ABSCHNITT IN DER
PROTEINSEQUENZ

Auf molekularbiologischem Weg werden zur Proteinaufreinigung héufig poly-Histidinketten
an Proteine angehéngt. Dieser His-Tag kann auch zur Immobilisierung auf Sensoroberfléchen
verwendet werden. Dazu muss, wie bei der Metallaffinitdtschromatographie auch, ein
Nitrilotriessigsauremolektl (NTA) auf dem Trégermaterial (hier dem RIfS-Transducer)
immobilisiert werden. Nach einer Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte NTA aus
einedk Losung von 7,2 mg/ml (50 mM HEPES pH 5,0) immobilisiert werden. Die
Bindungssignale der Oberflachenaktivierung durch NHS/EDC-LAsung, die Kupplung von
NTA und die anschliefRende Desaktivierung nicht umgesetzten Aktivesters sind in Fig. 31
gezeigt.
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Fig. 31: Kovalente Immobilisierung von NTA mit der endstandigen Aminogruppe auf einer carboxylierten

AMD-Oberflache tUber einen NHS-Aktivester im Fluss. Rechtsist die Srukturformel des NTA gezeigt.
Nach der Inkubation von NTA war bei ca. 800 s eine Abnahme der optischen Schichtdicke zu
beobachten. Hier wurde adsorbtiv gebundenes NTA von der Oberflache weggesptilt. Nach der
Desaktivierung von Uberschiissigem Aktivester durch Ethanolamin wurde nach 1500 s ein
stabiles NTA Signal von 0,5 nm opt. Schichtdicke erhalten. Die Menge an gebundenem NTA
hing dabel von der Konzentration der NTA-L6sung ab. Dies zeigte sich u.a. beim Versuch,
His-Tag-Proteine an die NTA-Oberflache zu binden. Bei NTA-Konzentrationen von
7,2 mg/ml konnten Monolagen an His-Tag-Fusionsproteinen immobilisert werden, wahrend
bei NTA-Konzentrationen von <1 mg deutlich weiniger His-Tag-Fusionsprotein
immobilisiert werden konnte. Niedrig beladene Oberflachen eignen sich zur Bestimmung der
Bindungskinetik an die NTA-Oberflache. Ein Beispiel fir eine hochbeladene Oberflécheist in
Fig. 32 zu sehen.
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Fig. 32: Unspezfische und spezifische Bindung eines His-Tag-scF(v) auf einer NTA Oberflache vor und nach
Beladung mit Ni?*.



66 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Beim verwendeten His-Tag Fusionsprotein handelte es sich dabel um en
single-chain-Antikérperfragment scF(v)*. Da die Konzentration der Proteinlésung nicht
bekannt war, sind bei diesem Protein im Folgenden relative Konzentrationen bei Verdinnung
mit PBS angegeben. Eine 1:10 verdinnte Proteinldsung zeigte nur sehr geringe unspezifische
Wechselwirkung mit der NTA-Oberflache (100-600 s). Beim Beladen der NTA-Molekile mit
Ni%*-Lésung (0,1 M NiSO4; 0,3M TRIS; pH 7,6; 900-1450s) hildete sich ein Chelatkomplex.
Die Signalanderung war dabei nicht auf das Binden der kleinen Ni**-lonen, sondern auf das
Wechseln der Pufferlésung zuriickzuftihren. An diesen Chelatkomplex konnte das His
Tag-Fusionsprotein spezifisch binden (1750-2200 s). Bel der Regeneration mit EDTA
(2500-3000s) wurde wieder eine freie NTA-Oberflache erhalten. Danach konnte die
Oberflache erneut mit Ni®* und anschliefend mit His-Tag-Protein beladen werden. Da es sich
bei EDTA aus der Sicht der Sensoroberflache um ein sehr schonendes Regenerationsmedium
handelt, zeigen solche Schichten nur sehr geringe Alterungserscheinungen durch das
Regenerieren. In Fig. 33 ist die wiederholte, reproduzierbare Beladung einer NTA-Oberflache
mit scF(v) gezeigt.
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Fig. 33: Sabilitat von NTA-Schichten. Die Sgnale sind auch nach mehrfacher Belegung und Regeneration
unveréndert. Die scheinbar erhéhte unspezifische Bindung vor Ni?*-Beladung erklart sich durch eine

unvollsténdige Regeneration der Ni?*-Oberflachen im vorangegangenen Zyklus.

Durch eine geringere Beladung mit NTA (0,7 mg/ml, HEPES 50 mM, pH 5,0) kam es bei

gleicher Proteinkonzentration zu einer deutlich geringeren Gleichgewichtsbeladung alsin Fig.

* HisTag Fusionsproteine wurden freundlicherweise von Dr. Markus Enzelberg, Dr. Stefan Minning und Dr.

Stefan Lange zur Verfligung gestellt.
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32. Sie blieb Uber viele Messungen konstant. Diese beiden Faktoren erlauben es prinzipiell,
auf einer solchen Oberflache die Bindungskinetik des His-Tag-Proteins an die Oberfl&ache zu
verfolgen. Die scheinbare Erhdhung der unspezifischen Bindung in Fig. 33 (100-700 s) ruhrt
daher, dass durch einmaliges Injizieren von Regenerationslésung nicht sadmtliche
Oberflachen-Nickelkomplexe gelost wurden, so dass bei erneuter Probenzugabe noch
spezifische Bindung mdglich war. Deshalb wurde bei den Messungen zur Abschétzung der
kinetischen Parameter mehrfach regeneriert. Dabei trat dieser Effekt nicht mehr auf.

Bel kinetisch kontrollierter Bindung an die Oberflache kann mit Formel 3 eine observable
Assoziationskonstante kq,s ermittelt werden, bel deren Auftragung gegen die Zeit sich ein
linearer Zusammenhang ergibt, Uber den mit Formel 4 auf k, und ky geschlossen werden kann,
wenn die Proteinkonzentrationen bekannt sind.

Neben dem bereits erwahnten scF(v)-His-Tag wurde mit dem Green Flourescence Protein
(GFP) ein weiteres His-Tag-Fusionsprotein untersucht. In Fig. 34 sind fir beide Systeme die
Bindungskurven gezeigt. Auf Grund der geringen Probenmenge, die zur Verfligung stand,
wurde z.T. auf Mehrfachmessungen verzichtet. Die durch Kurvenanpassung erhaltenen Werte
flr Kops Sind ebenfallsin Fig. 34 zu sehen.
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Fig. 34: Messkurven und Auswertung zur Bestimmung der kinetischen Parameter von His-Tag-Proteinen auf
den entwickelten NTA-Oberflachen. Auf Grund der geringen vorhandenen Probenmenge und somit

Probenzahl war lediglich eine Abschatzung der Parameter mdglich.
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Fir beide Systeme ergibt sich fur kqps die aus der Theorie geforderte lineare Abhangigkeit von
der Proteinkonzentration. Fir das scF(v)-His-Tag waren die Absolutkonzentrationen nicht
bekannt, deshalb kénnen die kinetischen Parameter nicht bestimmt werden. Fir das GFP-His-
Tag ergeben sich die in Tabelle 6 zusammengestel lten Werte.

Tabelle 6 Kinetische Parameter fur die Wechselwirkung von GFP-His-Tag mit der Nickel-NTA-Oberflache.

K K K K Literatur *)

GFP-His-Tag 1,58 10* + 2.6610° + 5,96 10° + 1,4 10° UM
0,3410*1/M*s |0,0910° Us 1,310° /M

*) Nieba et al. 1997: Untersuchung eines His-Tag-scF(v) mit SPR.

Obwohl diese Ergebnisse auf Grund mangelnder Probenmenge nur as Abschétzung
angesehen werden sollten, zeigen sie eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Daten aus der
Literatur.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass NTA erfolgreich auf der Sensoroberflache
immobilisierte wurde. Durch  Variation der NTA-Konzentration kann die
Bindungsstellendichte an der Oberflache der jeweiligen Problemstellung angepasst werden.
Insbesondere sind solche Oberfldchen auch dazu geeignet, die kinetischen Daten fir die

Tag-Bindung an der Oberflache zu bestimmen.

4.2 Parallele RIfS-Messungen

4.2.1 GRUNDLEGENDE CHARAKTERISIERUNGEN DES PARALLELEN RIFS-AUFBAUS

Neben dem sequenziellen Auslesen weniger Stitzwellenldngen und dem veranderten
Einstrahlwinkel lag der Hauptunterschied zum Einkanalsystem in der Grole der
auszuleuchtenden Transducerflache des BioSpec. Wahrend die ausgewertete Flache beim
Einkanalsystem ca 0,5x0,5mm?® betrug, mussten auf dem BioSpec 80x108 mm?
ausgeleuchtet werden. Damit wurden aber sowohl an die Mikrotiterplatten als auch an den
optischen Aufbau hohe Anforderungen in Bezug auf die fur eine Signalhomogenitét
verantwortlichen Parameter gestellt. In vielen Fallen wurden jedoch bel Untersuchungen, bei
denen in sdmtlichen Wells einer Mikrotiterplatte das gleiche Experiment durchgefiihrt wurde,
unterschiedliche Signale gefunden. Da sich aus den RIfS-Signalen nicht direkt ableiten lies,
ob diese Signalinhomogenitéten von den optischen Komponenten, also der Homogenitét der
Ausleuchtung, von &aufferen Einflissen wie Temperaturgradienten auf der Platte oder von

eined der Schichten des Transducers abhing, wurden hierzu zuerst vergleichende
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Untersuchungen durchgefthrt. Weiterhin musste die Nachweisgrenze und die Empfindlichkeit
des BioSpec mit der des Einkanal systems verglichen werden.

4.2.1.1 Homogenitat der Platten und der Bindungssignale

Typischerweise zeigten die absolut gemessenen Schichtdicken einer RIFSS-MTP unabhéngig
von einer Belegung mit Protein Inhomogenitéten, die sich in einem Schichtdickenverlauf tber
die Platte hinweg erstreckten, wie esin Fig. 35 zu sehen ist. Die Schwankungen auf den RIfS-
MTPs betrugen bis zu 15 nm (Messung gegen Luft) bzw. bis zu 30 nm (Messung gegen
Wasser). Der Unterschied beim Messen dieser unterschiedlichen Medien rihrte dabel
hauptséchlich von den unterschiedlichen Reflektivitdten an den Grenzschichten SiO,-Luft und
SiO,-Wasser her. Der Effekt war dabei von Platte zu Platte unterschiedlich stark ausgepragt.
Dies machte bereits deutlich, dass Inhomogenitéatseffekte im wesentlichen auf die RIfS
Mikrotiterplatten und weniger auf die Ausleuchtung der Auswerteeinheit zurickgefuhrt
werden konnten. Bestétigt werden konnte dies weiterhin, indem man solche Platten um 180°
gedreht auf der Ausleseeinheit positionierte und dabei weitestgehend ein zu Fig. 35 um 180°
gedrehtes Intensitdtsmuster erhielt.

Bindungssignal [nm]
Bindungssignal [nm]

Fig. 35: Gegen Luft gemessene Absolutsignale zweier unterschiedlicher mit AMD belegter Platten.

Damit war alerdings noch nicht klar, welche Schicht des Transducers fir die

Signalschwankungen verantwortlich war. Mdglich sind:

(@ der Plastik-Kavitatenkorper bzw. die Verklebung mit dem Transducer
(Verspannungen)

(b) ein ungleichmaldiges Aufbringen der Dextranschichten

(c) Unterschiedliche Dicken der Interferenzschichten

(d) Inhomogenitaten in der Antireflexschicht
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Dazu wurden Untersuchungen mit verklebten und unverklebten Transducern sowie mit
Transducern mit und ohne Dextranschicht durchgefiihrt. Bei allen Messungen zeigte sich
sowohl gegen Luft als auch gegen Wasser oder Pufferlésung, dass weder der Vorgang des
Verklebens noch das organische Schichtsystem fir die Inhomogenitéten verantwortlich
gemacht werden konnen. Damit konnte die Ursache auf Inhomogenitéten im anorganischen
Schichtsystem reduziert werden. Allerdings konnte bel einer Messung weder auf die
Interferenzschicht noch auf die Antireflexschicht verzichtet werden, was zur Folge hatte, dass
diese Schichten mit der RIfS nicht getrennt charakterisiert werden konnten. Die Vermutung,
dass die Antireflexschicht als Ursache fur die Inhomogenitdten gesehen werden musste, lag
alerdings nahe, wenn man die Ergebnisse mit denen von Schiitz (Schitz 2000) vergleicht, der
dort in einem &hnlichen Aufbau ohne Antireflexschicht mit einer Varianz von maximal 5 nm
(Messung gegen Pufferldsung) von deutlich geringeren Platteninhomogenitéten berichtet. Da
auf die Qualitéat der anorganische Schichten kein direkter Einfluss genommen werden konnte,
wurden zur Messung von Proteinwechselwirkungen Platten mit moglichst hoher Homogenitét

ausgesucht.

4.2.1.2 Abhangigkeit des Bindungssignals vom absoluten Schichtdickensignal

Eine Inhomogenitét der Absolutsignale auf den MTP ist unproblematisch, wenn sich diese
nicht auf die Bindungssignale, also nicht auf die Signaldifferenzen, auswirkt. Das einfachste
Experiment zur Klarung dieses Sachverhaltes war die Untersuchung des Einflusses eines
reinen Brechungsindexeffektes, der in den einzelnen Wells beim Wechsel von reinem Wasser
(n=1,333) zu einer 10 %igen Glycerinldsung (n=1,345) als Probe auftrat. Da es sich um einen
reinen Brechungsindexeffekt und nicht um eine Bindung an die Oberflache handelte, war eine
Verfdschung der Ergebnisse durch eventuell zusétzlich vorhandene Differenzen in der
Bindungskapazitéat der Oberflache ausgeschlossen. Die Bezeichnung , Bindungssignal“ war
damit bei diesen Experimenten nicht korrekt, wurde aber zum Zweck der einheitlichen
Bezeichnungsweisen trotzdem verwendet. In Fig. 36 ist der Signalverlauf wéahrend eines
solchen Experiments exemplarisch fir ein Well einer 96er RIfS-MTP (AMD) gezeigt. Da das
gemessene Bindungssignal nur vom Brechungsindex der Ldsung abhing, erhielt man im
Gegensatz  zu typischen Bindungsexperimenten beim Wechsel der Proben eine
Stufenfunktion, deren Ho6he bel konstanten Randbedingungen nur von  der
Brechungsindexdifferenz der Proben abhéngig war.

Die Abhangigkeit des Bindungssignals von der absolut gemessenen Schichtdicke kann aus
Fig. 37 entnommen werden. Hier sind die Bindungssignale, die auf zwei Platten gleicher

Belegung und unterschiedlicher Homogenitét erhalten wurden, gezeigt.
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Fig. 36:

Beispielkurve fir die Sgnalanderung in einem Well einer 96 er RIfSMTP (AMD) beim Wechsel

Wasser-Glycerinlésung-Wasser.
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Fig. 37: Abhangigkeit des Differenzsignals vom absoluten Schichtdickensignal beim Wechsel zwischen Wasser

und Glycerinldsung. Gezeigt sind die Sgnale einer einheitlichen (W) und einer sehr inhomogenen (O)

RIfSMTP.

Deutlich war die Korrelation zwischen absolutem Schichtdicken- und Bindungssignal zu

erkennen. Damit wurde gezeigt, dass die Platteninhomogenitadten unmittelbaren Einfluss auf

die detektierten Bindungssignale nahmen. Diese Inhomogenitdt konnte mit Hilfe einer

linearen Kalibrierkurve theoretisch berticksichtigt werden. In der Praxis zeigte sich jedoch vor

allem bei der Untersuchung von Proteinbindung, dass die Streuung der Signale fur eine

sinnvolle Kalibrierung auf das Absolutsignal zu grof3 war. Damit war deutlich gezeigt, wie

wichtig die Auswahl mdglichst homogener Platten zur Untersuchung von Proteinbindungen

war.
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Um trotzdem auch auf inhomogeneren Platten zuverléassige Messergebnisse zu erzeugen,
wurde — ebenfalls mit Hilfe des Systems Glycerinlosung/Wasser — eine weitere

Kalibriermethode erarbeitet, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird.

4.2.1.3 Kalibrierung der Bindungssignale

Die bereits diskutierten Platteninhomogenitéten haben zwar nicht das Ausmal3, das eine
Kalibrierung zwingend erforderlich machte, sobald allerdings Aussagen Uber eine qualitative
Ja/Nein-Entscheidung hinaus getroffen werden sollten, waren unkalibrierte Datensdtze nur
begrenzt geeignet. Deshalb wurden verschiedene Ansétze fur eine Kalibrierung verfolgt. Von
Seiten der Gerétehardware konnte eine zusétzliche Kamerareferenzierung verwendet werden,
Uber die das unterschiedliche Ansprechen der einzelnen Kamerapixel erfasst wurde. Die
Gerédtesoftware ermoglichte es, die Interferenzspektren eines Wells auf jeweils ein
Referenzspektrum zu normieren. Weiterhin wurde versucht, auf benachbarte Wells oder auf
die Transducerflache zwischen den Wells zu normieren. Alle diese Untersuchungen brachten
jedoch kaum V erbesserungen und sollen hier nur der Vollstandigkeit halber erwahnt werden.
Die sehr gute Reproduzierbarkeit von Einzelexperimenten konnte jedoch zur Kalibrierung der
Bindungssignale benutzt werden. Diese Methode zeigte sich auch unter den realen
Bedingungen eines Screeningexperiments als brauchbar.

In Fig. 38 ist das Signalverhalten beim wiederholten Wechsel zwischen Glycerinlésung und
Wasser wie in 4.2.1.2 beschreiben gezeigt. Dabei wiesen sowohl die Signaldifferenzen als
auch die absoluten Signale in einem Well eine sehr hohe Reproduzierbarkeit auf, eine Well-zu
Well-Reproduzierbarkeit  hingegen wurde nicht erhalten. Die  Wéll-zu-Well-
Reproduzierbarkeit wurde dabei als das Verhalten benachbarter Wells bei gleicher Probe
definiert. Im Balkendiagramm sind die mittleren Bindungssignale mit Standardabweichung
fur eine 96er RIFS-MTP (AMD) angegeben. Mit der einmaligen Kalibriermessung einer Platte
vor einer Messreihe konnte ein Datensatz erzeugt werden, auf den die Folgemessungen
bezogen wurden, und somit konnten auch Well-zu-Well-Reproduzierbarkeiten erhalten

werden.
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Fig. 38: Bindungssignale beim Wechsel zwischen Wasser und

In Fig. 39 sind die absoluten Messwerte der Bindungssignale neben den referenzierten
Bindungssignalen gezeigt. Bei einer Signalvarianz von Uber 50 % in den Rohdaten konnten
die Werte mit Hilfe der Kalibration auf einen Signalbereich von 93 - 105 % normiert werden.
Dass sich diese Kalibriermethode auch auf die Untersuchung von Proteinbindungen
anwenden lief3 und dass damit auch eine Quantifizierung von Screeeningdaten moglich

wurde, ist in den jeweiligen Kapiteln zur Assayentwicklung dokumentiert.

n
N
o
IS}

Normiertes Bind

Absolutes Bindungssignal [nm]

Fig.39: Absolute und normierte Bindungssignale bel der Detektion des Einflusses einer

Brechungsindexanderung auf einer 96er RIfSMTP (AMD).

4.2.1.4 Temperatureffekte

Da das BioSpec konzeptionell nicht fir Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen
vorgesehen war, wurde bel der Konstruktion sowohl auf eine Isolierung als auch auf eine
aktive Temperierung von Detektionseinheit und RIfS-MTP verzichtet. Obwohl keine
Thermostatisierung vorhanden ist, kann es durch Schwankungen der Raumtemperatur zur
Beeinflussung der Messergebnisse kommen. In einem nicht klimatisierten Raum betrégt die

Tagesschwankung in der Regel maximal 5°C (Clemens 2000), fur klimatisierte Laborréume
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kann eine deutlich kleinere Temperaturschwankung angenommen werden, die im Idealfall
unter 1°C/Tag liegt. Damit war wéahrend einer Messung mit Temperaturschwankungen
<0,2°C zu rechnen. Um den evtl. storenden Einfluss einer Temperaturschwankung zu
untersuchen, wurde eine mit PBS-Pufferlésung gefillte 96er RIFSSMTP (AMD) auf 14°C
abgektihlt und das Schichtdickensignal wahrend der Erwarmung auf Raumtemperatur (23°C)
verfolgt. Diesen Schichtdickenverlauf gibt

Fig. 40 in Abhangigkeit von der Zeit wieder. Die absoluten Schichtdickensignale wurden
dabel auf den Wert bei 23°C (Messung Nr. 350) normiert. Der hyperbolische Kurvenverlauf
kommt dabel nicht durch einen entsprechenden Zusammenhang von Schichtdickenanderung
und Temperatur zustande, sondern spiegelt lediglich die sich hyperbolisch an die
Raumtemperatur anndhernde RIfS-MTP Temperatur wieder. Vielmehr konnte ein linearer
Zusammenhang von Temperatur und Schichtdickensignal bzw. Schichtdickensignal@nderung
beobachtet werden (Fig. 41) was am Einkanasystem bestétigt werden konnte (Jung 2001,
Wegner 2001).
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Fig. 40: Messung des Basidiniensignals beim langsamen Erwérmen einer mit Puffer gefillten RIFSMTP
(AMD) von 14°C auf 23°C.
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Fig. 41: Der Temperatureffekt auf die Basidiniendrift in Abhangigkeit von der vertikalen Position des Wells
auf einer 96er RIfSMTP (AMD).
Erstaunlicherweise war die Temperaturabhangigkeit dabei nicht fur die ganze Auslesefléche
dieselbe. Vielmehr zeigte sich ein Verlauf der Temperaturabhangigkeit auf der Platte von
links nach rechts. Wahrend in lampenseitigen Wells (Reithe 10-12) eine starke Abnahme der
Schichtdicke mit der Temperatur gefunden wurde, zeigten kameraseitige Wells (2-5)
praktisch keine Temperatureinflisse (Fig. 41). Die Ergebnisse in Reihe 1 (®,
Schichtdickenanstieg bei Temperaturerhthung) dirfen dabel auf Grund der gerétebedingten
mangelhaften Ausleuchtung dieser Wells nicht berticksichtigt werden. Insgesamt lagen die
Temperaturabhangigkeiten bei Werten von +0,08nm/°C bis-0,34 nm/°C in einem Bereich,
der deutlich Gber den am Einkanal erzielten Ergebnissen lag (0,01 nm/°C, Wegner 2001).
Allerdings sind die Temperaturabhéngigkeiten noch immer so gering, dass sie, vor alem im
Hinblick auf das gegeniber dem Einkanalsystem erhdhte Rauschen (vgl. 4.2.1.5), im

Bindungsexperiment vernachl&ssigt werden kénnen.

4.2.1.5 Signalrauschen und dessen Abhangigkeit von der ausgewerteten Flache

Mal3geblich verantwortlich fir die Nachweisgrenze eines RIfS-Aufbaus ist das
Signalrauschen (daneben spielen die Oberflachenbeladbarkeit, die Natur der untersuchten
Wechselwirkung und die Empfindlichkeit eine Rolle). Bei der RIfS sind die Bindungssignale
im Gegensatz zu fluoreszenzbasierten Methoden wie z.B. TIRF unabhangig von der
ausgelesenen Flache, da keine Uber eine Flache integrierte Fluoreszenzintensitét, sondern die
absolute optische Schichtdicke bestimmt wird. Allerdings korreliert das Signalrauschen mit

der Ausleseflache, denn mit kleiner werden Wells reduziert sich die zur Auswertung genutzte
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Pixelzahl (Fig. 42). Dies gilt — wie es beim BioSpec der Fall ist — nur dann, wenn trotz
reduzierter Wellflache die Gesamtplattenflache konstant bleibt. Also z.B. beim Ubergang von
96- zu 384- und 1536-Well-Platten. Fir miniaturisierte Systeme (kleine Wells aber auch
kleine Gesamtplattenflache) sollte das Rauschen durch ein vorteilhafteres Pixel:Well —

Verhdltnis wieder reduziert werden kénnen (Jung 2001).
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Fig. 42: Wellmasken, die zur Bestimmung der Abhéngigkeit des Rauschens von der WellgrofRe benutzt wurden
und das damit erzielte Rauschen.
Um diese grundlegenden theoretischen Uberlegungen zu Uberprifen, wurden mit Hilfe der
BioSpec-Software Wellmasken bei unterschiedlicher Wellgrof3e untersucht. Neben 96er (ca
400 Pixel/Well) und 384er (ca. 150 Pixel/Well) Platten wurden auch Masken mit deutlich
kleineren Wells generiert (10x10, 5x5, 3x4, 2x2, 1 Pixel/Well). Obwohl die Software auf eine
Wellzahl von 384 beschrankt war, konnten somit Wells von hoherparallele Platten (1536
WEells pro Platte und mehr) simuliert werden. Die verwendeten Wellmasken sowie das
ermittelte Rauschen sind in Fig. 42 gezeigt. Das Rauschen wurde dabel als
Haufigkeitsverteilung der Abweichung vom Mittelwert bel jeweils 4224 Messpunkten
bestimmt. Falls neben der Pixelzahl keine weiteren Parameter das Rauschen beeinflussen,
sollten die Standardabweichungen der GauRkurve aus Fig. 42 proportional zur (Pixelzahl)™

sein, was mit Fig. 43 gezeigt wurde.
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Fig. 43: Zusammenhang zwischen Wellgroi3e und Rauschen.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass selbst beim 96-Well-Format ein gegentiber
dem Einkanalsystem deutlich erhthtes Rauschen festgestellt wurde. Dieses hohe Rauschen ist
dafir verantwortlich, dass mit dem BioSpec lediglich die Wechselwirkung von sehr grof3en
Molekilen wie Proteinen untersucht werden konnen. Allerdings konnte bei den dabei
beobachtbaren Signalen im Bereich von wenigen Nanometern selbst ohne Anderung des
optischen Aufbaus ein Miniaturisierungspotential Uber das 1536er-Format hinaus bestétigt

werden.

4.2.1.6 Die Plattenqualitat im Hinblick auf unspezifische Bindung

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten digenigen Eigenschaften charakterisiert
wurden, die durch die physikalischen bzw. prozesstechnischen Randbedingungen festgelegt
sind, wird hier auf die Qualitd der nasschemisch aufgebrachten Aminodextran-
Polymerschicht eingegangen. |hre Aufgabe ist das Verhindern unspezifischer
Wechselwirkung der zu untersuchenden Targets mit der Biosensoroberfléche. Dazu wurden
die mit AMD belegten Mikrotiterplatten mit fUr Screeningexperimente vielfach Uberhéhter
Konzentration an Proteinlésungen inkubiert und die Signale fir unspezifische Bindung
aufgezeichnet. Verwendet wurden hierzu Huhnerovalbumin (1 mg/ml), Rinderserumalbumin
(2 mg/ml) und sterilisiertes Kéberserum (10% in PBS). Die Ergebnisse decken sich mit den
Erfahrungen am Einkanalsystem (Fig. 44). Ovalbumin und Rinderserumalbumin zeigen nur
minimale Bindung zur Aminodextranoberflache. Lediglich K@ berserum, das bekanntermalien
extrem zur unspezifischen Adsorption neigt, zeigt Bindungssignale, die nicht vernachléssigt

werden kdnnen.
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Fig. 44: Unspezfische Bindung in den Mikrotiterplatten. Oben: Belegung mit Ovalbumin (1 mg/ml) bei Erst-

(links) und Folgemessung (rechts). Unten: Belegung mit Kélberserum (1:10 verdinnt, links) und

Rinder serumalbumin (1 mg/ml, rechts).
In Fig. 44 ist in der oberen Halfte gezeigt, dass Platten, die zum ersten Mal belegt wurden, ein
erhohtes Bindungssignal fir unspezifische Wechselwirkung zeigten. Dabei wurden nicht ideal
abgeschirmte Oberfl&chenregionen irreversibel abgeséttigt, so dass bei den Folgemessungen
keine storende unspezifische Bindung mehr detektiert werden konnte. Dieser singulére Effekt
war deutlich stérker ausgepragt als beim Einkanalsystem und lasst, da das Aufbringen der
AMD-Schicht bei  beiden Systemen analog erfolgte, darauf schlief?en, dass die
Aminodextranoberfléche beim Verkleben mit dem Plastikkorper verstérkt beansprucht wurde.
Die Gefahr der Verletzung der AMD-Oberflache war dabei an den Wellréndern besonders
grof3. Deshab sollten Wellmasken mdoglichst so erzeugt werden, dass Signale der
Kamerapixel, die den Randbereichen der Wells zugeordnet sind, nicht berticksichtigt werden.
Mit Hilfe der Steuersoftware konnte die Erzeugung solcher Wellmasken auch automatisiert
durchgefiihrt werden. Ausschnitte aus Wellmasken mit unterschiedlich  starker

Berticksichtigung der Wellrénder sind in (Fig. 45) gezeigt.
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Fig. 45. Ausschnitt aus dem Kamerabild mit generierten Wellmasken fir eine 96er RIfSMTP bei kompletter
Auswertung des Wells bzw. bei einem Abstand zum Wellrand von 1,2 und 3 Pixel.

4.2.2 ASSAYENTWICKLUNG FUR DAS SYSTEM THROMBIN/THROMBININHIBITOR

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten geklért werden konnte, dass sowohl die
Ausleseeinheit as auch die RIfSSMTP prinzipiell zur Detektion von biomolekularer
Wechselwirkung geeignet sind, wurde mit dem System Thrombin/Thrombininhibitor as
erstem konkreten Beispiel im Hinblick auf ein Screening nach relevanten Wirkstoffen, ein in
der Pharmaentwicklung relevantes und mit anderen Methoden bereits vielfach untersuchtes
System, gewdhlt (vgl. Kap. 2.7). Fir die Assayentwicklungen wurden verschiedene bereits
bekannte Thrombininhibitoren eingesetzt, die im Rahmen einer Kooperation von der Firma
Knoll AG (Ludwigshafen/Deutschland) erhalten wurden (Tabelle 7).

Tabelle 7 Zusammenstellung der verwendeten Inhibitoren.

NH Standardinhibitor
N
/ < > /< 393 g/mol
NH 9

ﬁ 2
H,N O O
Code 14° Inhibitor 1
Code 15 Inhibitor 2
Code 16 Inhibitor 3

Zunéchst wurde untersucht, ob der spezifische Nachweis von Thrombin vom Einkanal system
auf das 96er-Format des BioSpec Ubertragen werden kann. Danach wurde der Bindungsassay
im Hinblick auf die Target- und Ligandkonzentrationen und die Dauer der Bindungsmessung
hin optimiert. Damit war es moglich, Uber die reine Identifizierung einer aktiven Substanz

® Die Strukturformeln fallen z.T. unter das Firmengeheimnis der Knoll AG und kénnen deshalb hier nicht
gezeigt werden. Es handelt sich um Strukturvarianten des Standardinhibitors.
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hinaus deren Aktivitdt Uber ihren 1C-50-Wert zu quantifizieren. Nach erfolgter
Assayimplementierung auf 96er RIfS-MTPs wurde der Assay auf das 384er-System

Ubertragen.

4.2.2.1 Spezifische Bindung von Thrombin

Um die spezifische Wechselwirkung von Thrombin Uber digenige seiner Bindungstaschen,
die fur die enzymatische Spaltung von Fibrinogen verantwortlich ist, zu untersuchen, wurde
eine RIFSMTP (AMD) kovalent mit einem Ligand (=Standardinhibitor) modifiziert. Bel
diesem Standardinhibitor handelte es sich um en Derivat des bekannten Inhibitors
Thrombstop (vgl. Kap. 2.7). Er wurde an seiner freien Aminogruppe Uber eine Amidbindung
kovalent an die Dextranschicht immobilisiert. Dabel musste das am Einkanalsystem bereits
entwickelte Immobilisierungsprotokoll Uberarbeitet werden, um dem Umstand, dass in den
RIfSSMTPs mit Polystyrolkavitatenkérper keine organischen Ldsemittel verwendet werden
kénnen, Rechnung zu tragen. Hierbei war von Vorteil, dass der verwendete Inhibitor sowohl
im wassrigen Medium al's auch in polaren organischen Losemitteln (DMF, Methanol) sehr gut
l6slich war. Wasserunlésliche Liganden mussten, um reproduzierbar in Polystyrol-RIfS-
MTPs immobilisert werden zu konnen, zuerst in ein losliches Derivat Uberfihrt werden.
Daneben bestiinde fr solche Liganden auch die Moglichkeit, die RIFS-MTP mit einem gegen
organische Losemittel resistenteren Polypropylen-Kavitdtenkdrper zu versehen und dann in
einem geeigneten Losungsmittel zu arbeiten, in dem der Ligand ausreichende L&slichkeit
besitzt. Alle im folgenden gezeigten Ergebnisse wurde mit Polystyrol-RIfS-MTPs bei
Immobilisierung in wassrigem Milieu durchgefihrt.

Eine in einer solchen MTP gemessene Bindungskurve bei Zugabe von Thrombin (20 pg/ml)
und die anschlief3ende Regeneration mit HCI (pH 1,5) ist in Fig. 46 gezeigt. Da die Probe in
der MTP nicht gerdhrt wird, erfolgt die Diffusion nach dem 2. Fickschen Gesetz und man
erhdlt unter diffusionglimitierter Bindung an die Oberflache eine Bindungskurve in Form
einer Wurzelfunktion (Schitz 2000).
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Fig. 46. Spezfische Bindung von Thrombin auf einer mit Inhibitor modifizierten Oberflache in einem Well
giner RIfS-MTP (AMD).

Dabel ist das Bindungssignal zu einem festen Zeitpunkt direkt der Konzentration an freiem
Thrombin in Loésung proportional. Zur Auswertung und Charakterisierung der
Bindungskurven wurde deshalb die Differenz zwischen Startwert und letztem Bindungssignal
vor dem Einpipettieren der Regenerationsldsung herangezogen. Als Startwert kommen dabel
das Basidliniensignal vor Bindung oder der erste Messpunkt der Bindungskurve in Frage:
Verwendet man das Basidliniensignal, so kann z.B. die Gleichgewichts bzw.
Maximalbelegung bestimmt und damit die Qualitdt der RIfSMTP festgelegt werden.
Allerdings kann es durch Erschitterungen beim Pipettieren zu einem Versatiz des
Basidiniensignals und damit zu einer Verfalschung der Messwerte kommen. Dies ist
besonders deshalb kritisch, weil dieser Versatz von Well zu Well in Grof3e und Richtung
unterschiedlich ist. Dasselbe Problem tritt auf, wenn Plaiten von der Ableseposition
abgehoben und wieder aufgesetzt werden. Ob ein solcher Effekt beim Messen aufgetreten ist,
kann daran erkannt werden, dass selbst nach kompletter Regeneration ein zum Signal vor
Bindung unterschiedliches Basidiniensignal erhalten wird. Die Kurve in Fig. 46 zeigt ein
Well mit idealem Verhalten, bel dem dieser Versatz nicht auftritt.

Wegen den genannten Grinden wurde als Startwert der erste Punkt der Bindungskurve
definiert. Bel hohen Targetkonzentrationen und einem damit verbundenen steilen Anstieg in
der Bindungskurve muss man dabei einen Verlust beim Bindungssignal in Kauf nehmen.
Dieser betrdgt mit 0,2 nm in Fig. 46 15% des Gesamtsignals und entspricht der Differenz des

Basisiiniensignals und des ersten Bindungssignal's, wenn kein Signalversatz auftritt.
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4.2.2.2 Referenzieren der Thrombinbindungssignale

Wie bereits in Kapitel 4.2.1.1 beschrieben, empfiehlt es sich auf Grund der vorhandenen
Inhomogenitéten der RIFS-MTP, eine Referenzierung der Messsignale vorzunehmen. Im Fall
der Bindung von Thrombin, wurde dabei einmal pro Tag das Bindungssignal von 20 pg/ml
Thrombin in der verwendeten RIFS-MTP registriert und zur Referenzierung verwendet. Damit

sollten ale Proben, die ebenfals eine Konzentration von 20 ug/ml an freiem Thrombin

beinhalten ein Bindungssignal von 100% ergeben (Fig. 47).

80

Normiertes Bindungssignal

Fig. 47: Referenzierte Bindungssignale der spezfischen Bindung von Thrombinin einer RIFSMTP.

Dabei variieren die Bindungssignale in einem Bereich von < 20%, was zur Hit-Identifikation
ausreichen sollte. Messungen, die durch die Anwesenheit von Luftblasen in einem einzelnen
Well verfascht wurden, fielen bel der Kalibrierung in der Regel durch vielfach tberhohte
Signale auf. Dies ermdglichte es, solche Wells schnell zu identifizieren, die gemessenen

Signale auszuklammern und die entsprechenden Proben ein weiteres Mal zu testen.

4.2.2.3 Aufbau des Assays

Um eine Vielzahl potentieller Inhibitoren auf ihre Wechselwirkung mit Thrombin hin zu
untersuchen, wurde ein Bindungshemmtest erarbeitet. Dabei wurde die zu testende Substanz
mit Thrombin vorinkubiert, diese Probe nach wenigen Minuten, in denen sich en
thermodynamisches Gleichgewicht einstellen konnte, in die RIfS-MTP pipettiert und mit der
Messung des Bindungssignals begonnen. Das Bindungssignal spiegelt dabel die

Konzentration an noch freiem Thrombin in Losung wieder. Mit einer hohen Konzentration
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einer Testsubstanz hinreichender Aktivitét sollte die Konzentration an freiem Thrombin gegen
null gehen und damit kein Bindungssignal mehr detektiert werden kdnnen. Schematisch ist
der Assay in Fig. 48 gezeigt.

Thrombin Thrombin

Probe (inaktiver Inhibitor) Probe (aktiver Inhibitor)

\Thrombin bindet e nicht

Vor-Inkubation E o .74 Vor-Inkubation
von Thrombin und der I — von Thrombin und der

5
jeweiligen Test-Substanz - jeweiligen Test-Substanz
in einer Vorrats-MTP 4 : in einer Vorrats-MTP

Thrombin bindet

Well der RIfS-MTP Well der RIfS-MTP

Fig. 48: Schema des Bindungsassays zur Suche nach potentiellen Thrombininhibitoren.

Mit diesem Assay wird detektiert, ob eine Testsubstanz mit dem aktiven Zentrum von
Thrombin wechselwirkt. Zwar ist zu erwarten, dass Substanzen, die das aktive Zentrum
besetzen, das Enzym in seiner Aufgabe, Fibrinogen zu spalten, behindert, Gber die
tatsachliche Thrombinaktivitdt bei Anwesenheit einer solchen Substanz kann aber noch keine
konkrete Aussage getroffen werden. So ist denkbar, dass der vermeintlich gefundene Inhibitor
als Aktivitdtspromotor fungiert. Dazu mussen sich weitere Studien z.B. in Form eines
Sekundérscreening anschlief3en. Falls eine der untersuchten Substanzen in Wechselwirkung
mit der Exo-Site, also der zweiten Bindungstasche des Thrombins, tritt und damit eine
inhibitorische Wirkung auslbt, so wird dies mit dem verwendeten Bindungshemmtest nicht
erkannt. Hierzu ist ein weiterer Assay notig, der sich auf die Exo-Site fokussiert.

Um die Aussagekraft des Bindungshemmtests zu Uberprifen, wurden mit dem BioSpec
Proben gemessen, die neben Thrombin in einer Konzentration von 20 pg/ml und Ovalbumin
as Hintergrundprotein (400 ug/ml) teilweise den verwendeten Standardinhibitor (60 ng/ml)
enthielten. Bindungskurven, die dabel in einer 96er RIfS-MTP erhalten wurden, sind in Fig.
49 gezeigt. Die Kurven sind auf den ersten Messpunkt der Bindung normiert. Bel der
gewdhlten Inhibitorkonzentration konnten die Bindungssignale bereits ohne eine

Referenzierung deutlich unterschieden und dem jewelligen Probentyp zugeordnet werden.



84 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

127
10[
08
06
047
02T
00T
02T

Bindungssignal [nm]

0 500 1000 1500 2000 2500

Zeit [s]

Fig. 49: Bindungssignale von Thrombin und mit Inhibitor vorinkubiertem Thrombin analog dem Schema in
Fig. 48.

4.2.2.4 Optimierung der Thrombinkonzentration

Um fur das Screening einer Substanzbibliothek moglichst wenig an Reagenzien zu
verbrauchen, musste untersucht werden, welche Konzentrationen an Thrombin noch zu
verninftig auswertbaren Bindungskurven flhrten. Gleichzeitig war bei  diesen
Untersuchungen von Interesse, wie gut unterschiedliche Thrombinkonzentrationen
voneinander unterschieden werden kénnen. Denn auch beim Bindungshemmitest, bei dem die
eingesetzte Thrombinmenge in alen Proben gleich war, wurde mit dem Bindungssignal eine
Thrombinkonzentration, namlich die an freiem Enzym, charakterisiert. Im in Fig. 50
gezeigten Experiment wurden funf verschiedene Thrombinkonzentrationen eingestellt und auf
derselben Platte nacheinander vermessen. Dabei wurde bei einer Messung in allen Wells
dieselbe Konzentration detektiert, so dass insgesamt 480 Bindungskurven erhalten wurden.
Bereits aus den nicht referenzierten Messkurven (links) wurde klar, dass selbst eine
Thrombinkonzentration von 2 pg/ml noch von der Basislinie getrennt werden kann. Dies
entspricht bel einer Flllmenge von 80 pl/Well einer Proteingesamtmenge von 0,16 pg/Well
oder 15,36 ug/RIfS-MTP. Bei den unbearbeiteten Bindungskurven konnte ohne die Kenntnis,
welche Kurve zu welchem Well gehdrt, nicht direkt vom Signal auf die eingesetzte
Konzentration geschlossen werden. Dies wurde erst durch das Referenzierverfahren erreicht.
Dabei wurde in Fig. 50 (rechts) jeder Messpunkt auf das letzte Bindungssigna im
entsprechenden Well bei 10 pug/ml (0,8 pg/well) referenziert. Dies fUhrte dazu, dass die
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Kurven, abhangig von der eingesetzten Thrombinkonzentration, separiert werden konnten.
Wurde der Kalibrierdatensatz und der Probendatensatz bei unterschiedlichen Konzentration
aufgenommen, musste auf eine ginstige Auswahl der Probenkonzentration geachtet werden.
Wirden zu hohe Konzentrationen eingesetzt, wiirde eine Séttigung der Oberflache erreicht.
Dabei ginge der Zusammenhang zwischen Thrombinkonzentration und Bindungssignal
verloren. Bei Konzentrationen von <20 pg/ml war dies allerdings noch nicht der Fall.

2.0 250
W 1.6 ug / well M 1.6 ug / well
15 0.8 ug / well 20071 0.8 ug / well
Il 0.4 ug / well = J Il 0.4 g / well )
'E 0.16 pug / well 5 0.16 pg / well
£1.01 W Opg/well <(f,>)150' Il O ug / well p
S g
2 5
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Fig. 50: Bindungssignale bei unterschiedlichen Thrombinkonzentrationen: links sind die gemessenen
Bindungskurven gezeigt. Rechts wurden die Kurven auf die Maximalsignale bei 0,8 pg/well (=10
po/ml) kalibriert.

Aussagekraftige Bindungskurven wurden bei Konzentrationen >5 pg/ml (> 0,4 pg/well)

erhalten. Da es sich bel Thrombin um ein Protein handelt, das auch in grof3eren Mengen

erhdtlich ist, wurde fiur die folgenden Untersuchungen, falls nicht anders angegeben,

20 pg/ml (bzw. 1,6 pg/well) verwendet.

4.2.2.5 Screeningversuche unter Idealbedingungen

Nachdem gezeigt wurde, dass inhibiertes Thrombin mit Hilfe des BioSpec detektiert werden
konnte (vgl. 4.2.2.3), sollte das Screening einer Substanzbibliothek mit Hilfe des Standard-
Thrombininhibitors nachgeahmt werden. Dazu wurden von einem Laboranten vor jeder
Messung eine unbekannte Anzahl von Proben mit Inhibitor vorinkubiert (1,510 M).
Anschlief3end wurde untersucht, ob die Datensdtze so ausgewertet werden konnten, dass
moglichst alle aktiven Substanzen eindeutig wiedergefunden wurden (keine falsch-negativen
Ergebnisse) und dabel die Anzahl der falsch-positiv getesteten Proben mdglichst gering
gehalten werden konnte. In Fig. 51 sind die Bindungskurven (links) sowie die ausgewerteten

Bindungssignale fur die Thrombinkonzentrationen 10 pg/ml und 20 pg/ml gezeigt.




86 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1407

Normiertes Signal
N
[ee]
o
© o
I
]
1
T
T
1
]
1
1
T
I
]
1
1
1
T
T
1
]
1
]
1

Signal nm]

IN
o

0 | . I
o OV ERPPPRDPRD IO RIFELRLLRAVOR] PN PP

0,3

N
1
1
]
1
1
1
1

Signal nm]
Signal [nm] - 4

[

0 il I

200 IORPPPRRPOR VP RPFRAEPLRVALALD PG PP

-005

| |ohne Inhibitor [l Standard-Inhibitor

Fig. 51: Bindungskurven (links) und die dabei erhaltenen Bindungssignale (rechts) flr zwei Screening-
Experimente. Oben wurde mit einer Thrombinkonzentration von 20 ug/ml gearbeitet, unten mit einer
Konzentration von 10 pg/ml. Beim zweiten Experiment ist der nicht referenzierte Datensatz gezeigt.

Bei einer Konzentration von 20 pug/ml Thrombin lies sich bereits aus den Bindungskurven fur

die meisten Proben eine eindeutige Zuordnung bzw. Ja/Nein-Entscheidung treffen. Lediglich

in drei Wells wurden Kurven erhalten, die nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. 2

WEells (52 und 86) zeigten bereits beim Referenzieren, dass dort die Transduceroberflache

beschéadigt und somit keine Messung moglich war. Diese Wells wurden nicht zur Auswertung

herangezogen. Nach der Referenzierung der Daten konnten alle Inhibitorproben mit einem

Ausschlusskriterium von 50% Inhibition wiedergefunden werden. Auf3erdem wurde keine

inaktive Probe as Hit identifiziert. Damit traten weder falsch-positive noch falsch-negative

Fehlinterpretationen auf.

Obwohl auch beim Experiment mit einer Thrombinkonzentration von 10 pug/ml die

Bindungskurven noch eindeutig zugeordnet werden konnten, zeigte sich hier bereits deutlich,

dass mit geringer werdender Thrombinkonzentration das Rauschen die Messung beeinflusst.

Bel 10 pg/ml Thrombin wurden ebenfalls alle Proben richtig zugeordnet und weder falsch-
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positive noch falsch-negative Ergebnisse wurden erhalten. Da bei diesem Experiment eine
sehr homogene Platte verwendet wurde, konnte auf eine Referenzierung verzichtet werden. In

Fig. 51 (unten rechts) sind deshalb die absoluten Bindungssignale gezeigt.

4.2.2.6 Screeningversuche unter Realbedingungen

Die in 4.2.2.5 gezeigten Messungen fanden unter idealisierten Bedingungen statt. Bel realen
Messungen muss davon ausgegangen werden, dass nicht ale Proben dieselbe Affinitét
besitzen. Damit kann es in Abhéngigkeit der Affinitét zu ener unterschiedlich stark
ausgepréagten Inhibition kommen. Eine weitere wichtige Kenngrofe wird durch die
Substanzbibliothek vorgegeben. Da es sich bei den Einzelsubstanzen um Substanzen
unterschiedlichster Stoffklassen, Herkunft und Strukturmerkmale handelt, die alle moglichst
im selben Medium gelost vorliegen sollten, werden diese in der Regel in DMSO
bereitgestellt, denn dieses stellt fur sehr viele Stoffe ein universelles Losungsmittel dar.
Deshalb darf ein Screeningassay nicht durch die Anwesenheit von DMSO in der
Grolenordnung von wenigen Prozenten gestort werden. In der Regel betrégt der DM SO-
Gehalt der zu untersuchenden Probe in der Pharmaindustrie weniger als 1%.

Um diesen praxisbezogenen Forderungen Folge zu leisten, wurden Messungen mit
unterschiedlichen Inhibitoren bei einer Zugabe von 5% DMSO zur Probe durchgefihrt.
Typische Ergebnisse sind in Fig. 52 zu sehen. Oben ist ein Experiment bei Zusatz von DM SO
gezeigt, wéahrend im unteren Experiment kein DMSO verwendet wurde. Die
unterschiedlichen Inhibitoren wurden durch unterschiedliche Schraffuren gekennzeichnet.

Bel den Messungen zeigte sich, dass die Anwesenheit von DM SO die Messungen weder im
Hinblick auf die Detektionsmethode (Rauschen, Drift) noch im Hinblick auf einen
Aktivitdtsverlust des Thrombins stort. Ersteres ist eine prinzipielle, gerdtespezifische
Eigenschaft. Der Einfluss des DMSO auf das untersuchte Target muss alerdings fur jedes
neue Target untersucht werden. Fur Targets, die empfindlich auf DM SO reagieren, missen
dann andere Substanzbibliotheken erstellt werden.
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Fig. 52: Screeningexperimente bei 20 ug/ml Thrombin unter Realbedingungen: Es wurden Inhibitoren
unterschiedlicher Aktivitat gemessen. Gleichzeitig wurde den Proben DMSO zugesetzt (oben), bzw. auf

DMSO verzchtet (unten).
Die unterschiedlichen Aktivitdten der einzelnen Inhibitoren machte sich in der Stérke der
Inhibition bemerkbar. Alle Inhibitoren konnten dabei eindeutig als Screening-Hit identifiziert
werden. Der Umstand, dass die Inhibitoren zum Teil noch sehr starke Bindungssignale
lieferten (v.a. Inhibitor 1) muss so interpretiert werden, dass fir deren eindeutige Detektion

mit erhohten Inhibitorkonzentrationen oder geringeren Thrombinkonzentrationen gemessen
werden sollte.

4.2.2.7 Ubertragen des Assays auf das 384-Well Format

Nach dem 96er Well-Format ist eine Wellzahl von 384, also eine Vervierfachung der
Kavitdten- und somit der Informationsdichte, als Standard in der Pharmaindustrie verbreitet.
Am prinzipiellen Ablauf der Messung (Basidlinie, Bindung, Regeneration, Basislinie) anderte

sich dabel nur wenig. Allerdings war zu beachten, dass mit dem zur Verfiigung stehenden
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Pipettierroboter nur 96 Wells simultan befillt werden konnten. Der Pipettierkopf verfugte
zusétzlich zum Vertikalantrieb Uber ein x-y-Positionierung in der Horizontalen. Dies
ermdglichte es, vier benachbarte Wells mit Hilfe einer Pipettierspitze sequenziell zu bedienen.
Bel einem Spitzenvolumen von 250 pl und einem Probenvolumen von 40 ul/Well konnte
nach einmaligem Aufsaugen der Probe innerhalb von wenigen Sekunden in jewells vier
benachbarte Wells die selbe Probenldsung pipettiert werden. Damit konnten, anders alsin der
Praxis gefordert nur 96 verschiedene Proben, dafir alerdings in vierfacher Reproduktion,
gemessen werden. Da mittlerweile aber auch Pipettiersysteme auf dem Markt sind, die mit
384 Spitzen gleichzeitig arbeiten, stellt das verwendete System keine prinzipiellen
Anforderungsprobleme in den Raum, sondern konnte als Modellsystem fir das Screening im
384er Format untersucht werden.

Beim 384er System fihrte die kleinere ausgelesene Flache je Well zu einem erhdhten
Signalrauschen (Kap. 4.2.1.5). Deshalb war es deutlich schwieriger, Messungen bei
unterschiedlichen Thrombinkonzentrationen, wie sie fir das 96er System in 4.2.2.4 gemacht
wurden, durchzufiihren. In Fig. 53 sind auf einer 384er Platte die Signale nach 13 min.

spezifischer Bindung von Thrombin in Konzentrationen von 0-40 pg/ml gezeigt.
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Fig. 53; Bindungssignale fiir unterschiedliche Thrombinkonzentrationen auf einer 384er RIfSMTP. Gezeigt

|
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i

sind von links oben nach rechts unten Signale bei Konzentrationen von 0, 5, 10, 20 und 40 pg/ml.

Wie bereits bei den 96er Platten gefunden, zeigten auch die 384er Platten eine deutliche
Inhomogenitéat der Bindungssignale. Eine Referenzierung wie in Fig. 54 gezeigt, ergab auch
im 384er System einheitliche und vergleichbare Signale auf der kompletten Platte. Im
Gegensatz zum 96er System kam es hierbel ofters zu Fehlmessungen mit unbrauchbaren
Werten (In Fig. 54: eine Fehlmessung mit zu hohem Wert). Dies lag daran, dass sich beim
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Pipettieren gebildete Luftblasen auf Grund des kleineren Kavitéenvolumens am Rand des
Weélls (Si0,-Plasik-Grenzflache) festsetzten und damit die Messwerte verfélschten. Im
Vergleich zu den Referenzierungsergebnissen im 96er System (4.2.2.2) erhdt man eine

grofRere Signalschwankung, die auf den gréf3eren Einfluss des Signalrauschens zurtickgefihrt

wurde.
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Fig. 54: Normierte Bindungssignale auf einer 384er RIfS-MTP bei einer Thrombinkonzentration von 20 pg/ml.

Mit der 384er RIfS-MTP wurden ebenfalls Screeningexperimente durchgefuhrt. Dazu wurden
Konzentrationen von 20 pg/ml verwendet, wie sie bereits fur das Arbeiten in der 96er RIfS-
MTP optimiert wurden. Nach dem Registrieren der Bindungskurve und dem Auftragen der
Signale wurden fur die Auswertung bereits ohne Referenzierung eine Wiederfindungsrate von
>96 % ( 3 falsch negative Ergebnisse), bel lediglich 3% falsch positiven Werten, erreicht. In
Fig. 55 sind 96 der 384 Bindungssignale gezeigt. Die Kurven gehtren dabei zu einem der 4
nacheinander ablaufenden Pipettierschritten zum Befullen der RIFS-MTP. Im unteren Teil der
Abbildung sind die bereits referenzierten Bindungssignale am Ende der Messung gezeigt,
deren Auswertung im Vergleich zur Auswertung der Rohdaten eine weitere Verbesserung der
Ergebnisse erbrachte. Zur Hit-ldentifizierung wurde eine Signalabnahme von 40% bzw. 50%

beispielhaft ausgewahlt. Auf die Ergebnisse und den Vergleich zwischen 96er- und 384er-
RIfS-MTP wird im folgenden Abschnitt eingegangen.
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Fig. 55: Ergebnisse eines Screenings in einer 384er RIfSMTP: Gezeigt sind 96 der 384 Bindungskurven, die
sich durch Auswerten von einem der 4 Pipettierschritte zum Befiillen der Platte ergaben (oben), sowie
die Bindungssignale am Ende der Messung (unten). Diese sind entsprechend den vier

Pipettierschritten in einer Aufteilung von 4x96 Messwerten gezeigt.

4.2.2.8 Auftreten von falsch positiven und falsch negativen Screening-Hits

Eine sinnvolle Auswertung erfolgt bei Screeningexperimenten am besten Uber die Anzahl an
falsch-positiven und falsch-negativen Screening-Hits. Dabel sind, wie bereits in Kapitel
2.2.2.3 gezeigt, vor allem die falsch-negativen Hits fir die Qualitét des Assays verantwortlich.
Das Kriterium fir eine Hit-Identifikation muss fur jeden Assay entsprechend der Anzahl der
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aktiven Substanzen optimiert werden. Im Falle des untersuchten Inhibitorscreenings fur
Thrombin, wurde als Hit-Kriterium eine Signalabnahme von 40% bzw. 50% in Bezug auf die
Referenzmessung verwendet. D.h. Signale mit einer Intensitét von <60% bzw. <50% wurden
als Hit klassifiziert. Die damit erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 8 fir eine 96er RIfS-
MTP und eine 384er RIFS-MTP gezeigt.

Tabelle 8 Hit-ldentifizierung auf der 96er- und 384er RIfSMTP bei unterschiedlichen Hit-Kriterien. In beiden

Fallen wurde mit dem Standardinhibitor ohne DMSO-Zusatz gear beitet.

Aktivitat Inaktivitét Falsch negative Hits  Falsch positive Hits
Wiedergefunden Wiedergefunden

96 Well RIfSMTP 9von 9 85 von 87 0 2

40% Kriterium

96 Well RIfSMTP 9von 9 85 von 87 0 2

50% Kriterium

384 Well RIfSMTP 87 von 88 288 von 296 1 10

40% Kriterium

384 Well RIfSMTP 86 von 88 291 von 296 2 6

50% Kriterium

Fur das 96er System waren die gehemmten Bindungssignale fur Inhibitoren so deutlich
ausgepragt, dass sich fur beide Kriterien kein Unterschied ergab. Wichtig war, dass alle
aktiven Substanzen wiedergefunden wurden und damit keine falsch-negativen Hits auftraten.
Bel den zwei falsch-positiven Hits handelte es sich um Wells, von denen bereits durch
Vorversuche bekannt war, dass sie nicht zur Auswertung herangezogen werden durften.
Vermutlich war auf Grund von Fehlern bel den manuellen Immobilisierungsschritten dort
kein Inhibitor immobilisiert worden. Damit wurden unter Berlcksichtigung dieses
Sachverhaltes eine Wiederfindungsrate von 100% erreicht.

Fur das 384er System wurden je nach verwendetem Hit-Kriterium unterschiedliche
Ergebnisse erreicht. Wéahrend beim 50%-Kriterium 2 von 88 aktiven Substanzen nicht
identifiziert werden konnten, liel3 sich die Zahl dieser falsch-negativen Hits beim 40%-
Kriterium auf eine Substanz verringern. Gleichzeitig stieg aber die Zahl der falsch-positiven
Hits von 6 auf 10 (von insgesamt 296 inaktiven Substanzen) an. Im Beispiel des
Thrombinassays war die erhéhte Zahl an falsch positiven Hits noch vertretbar, so dass als Hit-
Kriterium 40% Inhibition gewahlt wurde.

4.2.2.9 Parallele Qualitative Untersuchung eines aktiven Inhibitors
Fur ein Priméarscreening genugt im einfachsten Fall eine nicht welter zu differenzierende
Ja/Nein Entscheidung um die Aktivitét eines potentiellen Inhibitors zu bestimmen und dessen

Quantifizierung dann in einer anschlieffenden weiterfihrenden Analyse zu ermitteln. Eine
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differenzierte Auswertung wére allerdings auch im Screening von Vorteil, sai es, um den
Aufwand an nachgeschalteten Untersuchungen maoglichst gering zu halten oder die parallele
RIfS selbst in Form eines Sekundérscreenings hierfir zu benutzen.

Die Anwendung der paralelen RIfS im Sekundérscreening wurde dabei durch die
Untersuchung des Standardinhibitors gezeigt:

Der Ablauf der Messung entsprach dabei den Screeningexperimenten, die in den
vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurden. Als Probe diente dabel eine Thrombinldsung
(20 pg/ml), der der Standardinhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen zwischen
0,0 mol/l und 1,5 107 mol/l zugesetzt wurde. Um die einzelnen Proben statistisch erfassen zu
konnen, wurde in jeweils 8 Wells dieselbe Inhibitorkonzentration verwendet. Dabel wurden
die Konzentrationen so auf der Platte verteilt, dass die Reihen 1-12 jeweils einer

Konzentration zugeordnet waren (vgl. Fig. 46).
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Fig. 56; Quantitative Untersuchung des Sandardinhibitors. Links sind die Verteilung der
Inhibitorkonzentrationen auf der Platte, rechts die erhaltenen Bindungssignale auf der 96er RIfSMTP
gezeigt.

Bereits aus Fig. 56 (rechts) wurde ersichtlich, dass in den unterschiedlichen Wells

unterschiedlich starke Bindungssignale detektiert wurden. Eine einfache Auswertung ist in

dieser Darstellung allerdings kaum mdglich, denn lediglich 24 Kurven mit Signalen von
<0,2 nm konnen von den anderen qualitativ getrennt werden. Nach der Referenzierung und
der getrennten Auftragung der Endpunktsignale, wie siein Fig. 57 gezeigt ist, wurde deutlich,
dass nicht nur zwischen erfolgter und nicht erfolgter Inhibition unterschieden werden konnte,
sondern dass eine eindeutige Quantifizierung der Inhibitorkonzentration im gemessenen
Konzentrationsbereich moglich war. Die enzelnen Punkte entsprechen dabel den

Mittelwerten aus jeweils 8 Wells.
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Eine komplette Inhibierung von Thrombin mit dem Standardinhibitor war bel den gewahlten
Assay-Bedingungen ab einer Konzentration von 10”7 mol/l méglich. Hierbei trat alerdings ein
Signal-Offset von ca 20% auf. FUr en Screening sollte damit bel gleicher
Thrombinkonzentration die Konzentration der Bibliothekssubstanzen > 107 mol/I liegen, was
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus 4.2.2.5 steht. Aus der Titrationskurve wurde
durch Auswerten des Testmittelpunktes, also degenigen Punktes, bei dem die
Thrombinbindungsstellen zur Hélfte inhibiert waren, fir den verwendeten Inhibitor ein IC-50
Wert von 40 nM ermittelt. Dieser Wert deckt sich gut mit IC-50-Werten von 52 nM (gleicher
Assay) und 22 nM (chromogener Assay), die bei der BASF ermittelt wurden (Eckard et al.
2000). Die Ergebnisse kénnen auf Grund der @nlichen Thrombinkonzentration (14 pg/ml bei
den Literaturdaten, 20 pg/ml in Fig. 57) direkt verglichen werden, was in der Regel bel IC-
50-Werten nicht der Fall ist.
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Fig. 57: Titrationskurven zur Bestimmung des IC-50 Wertes der |nhibitoraktivitat mit dem BioSpec.

4.2.2.10 Optimierung der Gesamtanalysenzeit

Neben der Optimierung des Assays hinsichtlich Reagenzienverbrauch und
Datenreferenzierung musste auch die Testdauer eines Screeningassays bzw. der Zeitaufwand
pro Testsubstanz untersucht werden. Dabel war zu kldren, wie lange eine Bindungskurve
aufgenommen werden musste, bis ihr Informationsgehalt fur eine Detektion potentieller
Inhibitoren ausreichte. Eine Auswertung erfolgte mit Hilfe der in 4.2.2.9 durchgefihrten
Messung. Wurden die Bindungsereignisse nur kurzzeitig aufgenommen und dann
ausgewertet, so erhielt man deutlich grofere Schwankungen fir die Bindungssignale bei

gleicher Thrombin- und Inhibitorkonzentration. Da die Bindungssignale bel einer solchen
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Kurzzeitmessung sehr klein waren, konnte hierfir v.a. das Rauschen verantwortlich gemacht
werden. Wurde die Bindung so lange detektiert, dass die Signale sich deutlich vom Rauschen
unterschieden, wurden bessere Ergebnisse erzielt. Eine weitere Verlangerung der
Detektionsdauer fuhrte dann allerdings zu keiner weiteren Verbesserung der Daten. Bei sehr
langen Messzeiten waren die unterschiedlichen Bindungscharakteristika der einzelnen Wells
der Hauptgrund fir Signalunterschiede. In Fig. 58 ist dies an den mit langer werdender

Messdauer kleiner werdenden Standardabwei chungen zu sehen.
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Fig. 58: Auswertung eines Bindungsinhibitionstest bei verschiedenen Bindungszeiten zur Optimierung der
Messzeit des Screening-Assays. Dabei wurde jeweils der selbe Datensatz nach unterschiedlicher

Bindungsdauer ausgewertet.



96 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Eine Verlangerung der Messdauer von 8 auf 10,5 oder gar 30 min. erbrachte keinen
zusétzlichen Informationsgewinn; die Absolutsignale und deren Standardabwel chungen waren
hier praktisch identisch. Damit scheint es nicht sinnvoll, ein Screening bel sehr langen
Bindungszeiten zu betreiben, denn neben dem erhthten Zeitaufwand kann es bei langen
Bindungszeiten zu zusétzlichen Problemen kommen: Bei sehr langer Bindungszeit erhélt man
hochbeladene Oberflachen, deren Regeneration schwieriger durchzufiihren ist. Durch die
dadurch u.U. notwendigen extremeren Regenerationsbedingungen werden die
Transduceroberfldchen stérker beansprucht.

Bei einer starken Verkirzung der Messzeit erhielt man ab ca. 2,5 min. einen deutlichen
Signaleinbruch. Die Bindungssignale lagen mit 0,1-0,2 nm in einem Bereich, in dem das
Signalrauschen die Detektion storte (vgl. Fig. 57). Dadurch kam es zu erheblich grofReren
Standardabweichungen. Auch wenn selbst bel einer Messzeit von nur 2 min noch zwischen
inhibierter und nicht inhibierter Probe unterschieden werden konnte, sollte zu Gunsten von
zuverlassigen Screeningergebnissen die Messdauer nicht unter 2,5 min liegen. Bei einer
optimalen Bindungsdauer von 5 min kann unter der Annahme, dass fir Basi slinienmessungen
und Regeneration weitere 5 min benttigt werden, ein Probendurchsatz von 576 Proben/h
(96er-Format) bzw. 2304 Proben/h (384er-Format) erzielt werden. Das entspricht einer
Analysenzeit von 6,25 /Probe (96er-Format) bzw. 1,56 s/Probe (384er-Format).

Der Durchsatz lasst sich dabei noch erhthen, wenn auf das online-Monitoring des

Regenerationsschrittes verzichtet wird.

4.2.2.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der Assay-Optimierung

Durch die Optimierung der verschiedenen EinflussgrofRen ergaben sich as optimae
Parameter fUr den untersuchten Screeningassay fur Thrombininhibitoren:
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Tabelle 9 Optimierte Parameter fiir den Screeningassay fir das System Thrombin-Inhibitor.

Parameter Ideal bedingungen
Thrombinkonzentration 10-20 pg/ml (96er) 20 pg/ml (384er)
Wirkstoffkonzentration >10'M
Regenerationsmedium HCl pH 1,7
Einfluss von DMSO unkritisch
Refer enzierungsmethode Referenzierung auf das maximale Bindungssignal
Hit-Kriterium 50% Inhibition (96er)  40% Inhibition (384er)
Analysenzeit fir das Bindungsereignis | 5-8 min
Probendurchsatz Max. 576 (96) bzw. 2304 Proben /h (384)
Tagesdurchsatz bei 24 h Betrieb Max. ca. 14.000 (96) bzw. 55.000 (384)Proben

4.2.3 UNTERSUCHUNG EINER TRIAZIN-SUBSTANZBIBLIOTHEK

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln ein indirekter Bindungsassay und ein indirekter
funktioneller Assay beschrieben wurden, wird hier auf eine weitere Form, den direkten
Bindungsassay, eingegangen.

Beispielhaft wurde die Wechselwirkung von Antikorpern mit 36 Substanzen der Triazinklasse
untersucht.

Das Ziel des hier gezeigten Assays war es, die kombinatorische Festphasensynthese méglichst
eng mit dem Screening zu verbinden (Rademann et. al 2000). Die RIfSSMTP war dazu
bestens geeignet, denn die mit PEG modifizierten Glasoberflachen konnten direkt dazu
verwendet werden, Uber Standardreaktionen der kombinatorischen Festphasensynthese eine
oberflachengebundene Substanzbibliothek in den Wells der RIfSSMTP zu synthetisieren.
Dabel wurden, da die Syntheseschritte zum Tell in organischen Losungsmitteln stattfanden,
Mikrotiterplatten mit Polypropylen-Kavitdtenkorper verwendet. Wéahrend beim klassischen
Screening von kombinatorisch erzeugten Substanzen die Einzelverbindungen zuerst vom
Trégermaterial geldst werden missen, um dann in Losung eingesetzt zu werden, konnte bel
der hier gezeigten Methode auf Grund der gemeinsamen Plattform (RIfSSMTP) auf das
Abspalten vom Trager verzichtet werden. Die Synthese selbst, sowie die Strukturformeln der
Bibliothekssubstanzen sind in Kapitel 3.2.1.6 zu finden.
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4.2.3.1 Assayformat

Das Assayformat des direkten Bindungsassays war sehr simpel: Jedes Well wurde mit
Antikdrperlsung derselben Konzentration (20 pg/ml) befillt. Da sich — anders als bei den in
den Kapiteln 4.22 und 4.24 gezeigten Assays — in jedem Well ene andere
oberflachengebundene Substanz befand, konnte Uber die Bindungskurve direkt eine Aussage
Uber die Wechselwirkung zwischen Antikorper und oberflachengebundenem Triazin gemacht
werden. Das automatische Beflllen und Entleeren der RIfSSMTP erfolgte mit dem bereits
beschriebenen Pipettierprogramm. Beispielhaft ist das Bindungssignal eines kompletten
Zyklus fur ein Well in Fig. 59 gezeigt. Das Bindungssignal wurde zwischen Messpunkt 20
und 70 (entspricht 360s — 1260s) aufgenommen. Die Regeneration erfolgte mit Pepsin, das
typischerweise einen sehr hohen Signalsprung bewirkte. Da die Triazinoberfldche gegen das
Regenerationsmedium inert war, wurde auch nach 20 Messzyklen kein signifikanter
Signalriickgang auf der RIfS-MTP festgestellt.
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Fig. 59: Beispielkurve fur das Binden eines Triazin-Antikorpers an einer der synthetisierten Substanzen.

4.2.3.2 Spezifitat der Bindung

Um nachzuweisen, dass die detektierten Signale tatséchlich von einer spezifischen Bindung
und nicht von einer unspezifischen Wechselwirkung mit der Oberflache herrihrten, wurde mit

einem Antikorper-Triazin-Paar ein Bindungsinhibitionstest durchgefihrt. Dazu wurde zuerst



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 99

das Signal eines freien Antikérpers (polyklonaler a-Atrazin-Antikorper) bei Wechselwirkung
mit dem Triazin 2e (vgl. Tabelle 2, Kapitel 3.2.1.6) detektiert und dieses dann mit einer
Messung verglichen, bei der der AntikOrper zuvor mit seinem Immunogen
(Atrazincapronsaure, 25 pg/ml) inkubiert wurde. Das Ergebnis ist in Fig. 60 zu sehen.
Wahrend der freie Antikorper an das oberflachengebundene Triazin binden kann, ist der

blockierte Antikdrper dazu nicht mehr in der Lage.

Bindungssignal [nm]

0 | 2%0 | 560 | 7%0 | 1o|oo | 12‘50 | 1500
Zeit[s]

Fig. 60: Untersuchung der Spezfitdt der Bindungssignale: Wahrend der freie Antikdrper an das

oberflachengebundene Triazin bindet ([l ), zeigt der inhibierte Antikorper keine Wechselwirkung

()

4.2.3.3 Screening der Triazinbibliothek mit unterschiedlichen Targets
Insgesamt wurden die Bindungseigenschaften von 4 verschiedenen Antikorpern mit den 36
Triazinen und den 16 Referenzsubstanzen der Bibliothek untersucht. Verwendet wurden
folgende Antikorper:

Monoklonaler a-Atrazin-Antikorper K4E7

Polyklonaler a-Smazin-Antikorper

Monoklonaler Triazinantikorper K1F4

Polyklonaler a-1soproturon-Antikor per
Die Bindungssignale, die mit diesen Antikorpern auf der mit Triazinen belegten RIFSMTP
erhalten wurden, sind in Fig. 61 gezeigt. Der a-Isoproturon-Antikorper besitzt nur geringe
Kreuzreaktivitdt zu Triazinen und sollte deshalb mit keiner der Substanzen wechselwirken.

Die Tatsache, dass mit diesem Antikorper keine Bindungssignale detektiert wurden, bestétigte
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dies und zeigte nochmals, dass in der RIfSMTP praktisch keine unspezifische Bindung
auftrat. Die 3 Triazin-spezifischen Antikorper erkannten die einzelnen Triazinderivate
unterschiedlich gut. K1F4 differenzierte nur wenig zwischen den Triazinen mit
unterschiedlichen Seitengruppen, wéhrend der a-Simazin-Antikorper und K4E7 deutliche
Unterschiede in der Wechselwirkung zu unterschiedlichen Triazinen zeigten. Damit waren
vor alem die beiden letzteren fir eine Uber das Screening hinausgehende Untersuchung der

Zusammenhange zwischen Struktur und Affinitét geeignet.
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Fig. 61: Bindungskurven unterschiedlicher Antikérper mit der immobilisierten Triazin-Bibliothek: Von links

obern nach rechts unten: K4E7, a-Smazin, K1F4, a-1soproturon.

Fig. 61 eignete sich dazu, prinzipiell festzustellen, ob die verwendeten Targets
Wechselwirkungen zeigten. Zur Zuordnung der Signale wurden die Bindungssignale nach
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750 s Bindung verwendet. Diese wurden in Fig. 62 fir den a-Simazin-Antikorper und fir
K4E7 analog ihrer Position auf der RIfSMTP aufgetragen. Dabei entsprachen Baken
gleicher Farbung den Triazinderivaten, die sich nur im Rest R1, nicht aber im Rest R2
unterschieden. Um die Reproduzierbarkeit der Signale feststellen zu konnen wurde jede
Substanz in 2 benachbarten Wells synthetisiert. Damit gehérten jeweils 2 benachbarte Wells
mit identischer Farbung zur selben Substanzen. Die exakten Bindungssignale wurden in
Tabelle 10 zusammengefasst. Die Substanzbezeichnungen kdnnen Kapitel 3.2.1.6 entnommen
werden. Als Fehler sind die Abweichungen vom Mittelwert angegeben, die sich ergeben,

wenn man Wells mit gleichem Triazinderivat miteinander vergleicht.

polyklonaler monoklonaler
Anti-Simazin Antikorper Anti-Atrazin-Antikorper

Bindingssignal [nm]

Bindingssignal [nm]

Fig. 62; Screeningergebnisse fir zwel der untersuchten Triazin-Antikorper. Reihe 1-3: Vergleichssubstanzen,
Reihe 4-12: Triazinderivate.
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Tabelle 10 Bindungssignale der Triazinderivate mit dem polyklonalen a-Simazin-Antikorper und mit K4E7.

Substanz  a-Simazin[nm] K4E7 [nm] Substanz a-Simazin [nm] K4E7 [nm]
la 0,46+ 0,001 0,49 + 0,042 1g 0,50+ 0,011 0,56+ 0,030
1b 0,22+0,014 0,33+ 0,059 1h 1,06+ 0,049 0,67 + 0,020
1c 0,62+0,115 0,53+ 0,049 1i 0,58+ 0,034 0,33+ 0,080
2a 0,30+ 0,036 0,45+ 0,040 29 0,48+0,016 0,50+ 0,027
2b 0,16+ 0,009 0,39 + 0,033 2h 0,93+0,071 0,55+ 0,033
2c 0,65+0,020 050+ 0,013 2i 0,51+0,051 0,31+0,017
3a 0,365+ 0,035 0,45 + 0,004 3g 0,45+0,086 0,52+ 0,023
3b 0,16 +0,018 0,34 +0,011 3h 0,86+ 0,046 0,73+0,015
3c 0,70+ 0,1140 0,61+ 0,042 3i 0,54+0,027 0,22+ 0,056
1d 0,45 + 0,011 049" 1 0,65+ 0,025 0,55 0,057
le 0,91+0,017 0,65+ 0,005 1k 0,60+ 0,038 0,46+ 0,106
1f 0,79+0,043 0,55+ 0,038 1l 0,62+0,056 0,38+ 0,042
2d 0,37+0,009 0,44 + 0,007 2j 0,50+ 0,016 0,42+ 0,013
2e 062+0,154 0,48+ 0,045 2k 0,62+0,008 0,37 + 0,043
2f 0,69+0,059 0,55+ 0,018 2l 0,74+ 0,049 0,43 +0,012
3d 0,34+0,002 0,42+ 0,023 3 0,71+0,020 0,62+ 0,035
3e 0,94+0,014 0,80+ 0,018 3k 0,60+ 0,081 0,50+ 0,073
3f 0,83+0,017 0,61+ 0,017 3 0,81+0,027 0,39+ 0,107

" die entsprechenden Strukturen finden sich in Kapitel 3.2.1.6
An den Signden fir

identische Substanzen

" Einfachmessung.

ist die hohe Reproduzierbarkeit der

Bindungssignale zu erkennen. Des weiteren erkennt man, dass die Signale fur Substanzen, die
lediglich im Rest R1 variierten, sich in den meisten Féllen kaum unterschieden. Das heil3t
aber, dass der weniger zugangliche Rest R1 einen geringeren Einfluss auf die Bindungsstérke
besal? als R2. Dabel zeigten vor alem Triazine mit grofRen Seitenketten (Substanzen 1b, 2b,
3b) eine verminderte Affinitdt zu beiden Antikorpern, wahrend Triazine mit kleinen
Seitenketten (Substanzen 1e, 2e, 3e, 1h, 2h, 3h, 1f, 2f, 3f) eine hohere Affinitét zeigten. Die
Abhangigkeit der Affinitée von der Groflle der Seitenkette der Triazine ist fir andere
Antikorper bereits bekannt (Bruun et al. 2001).

Die Tatsache, dass der Rest R1 fir die Wechselwirkung nur eine untergeordnete Rolle spielte,
traf zwar fur die meisten Substanzen zu, es wurden aber auch Félle gefunden, bei denen der
Einfluss von R1 deutlich zu sehen war. Am Beispiel von 6 Substanzen und deren
Bindungssignale zum a-Simazin-Antikérper und zu K4E7 soll die gefundene Struktur-

Affinitatsbeziehung in Abhangigkeit vom Rest R1 gezeigt werden (Fig. 63).
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Fig. 63; Ausgewahlte Bindungssignale zur Untersuchung des Einflusses von R1 auf die Affinitat. Jeweils 2
Bindungskurven gehdren zur selben Substanz. Substanzen, die sich nur im Rest R1 unterscheiden sind

mit der selben Schraffur gezeichnet. Gezeigt sind die Wechselwirkungen der beiden Antikorper mit den
Substanzen 1a,2a,3a (' ) und 1e,2e,3e (-----).

K4E7 konnte nicht zwischen den Substanzen 1a 2a und 3a unterscheiden. Diese
unterschieden sich nur im Rest R1 und besallen ale eine volumindse Phenylalanin-
methylestergruppe als R2. Fir die Verbindungen 1le, 2e und 3e, die sich ebenfallsim Rest R1
unterschieden, allerdings eine relativ kleine Isopropylamingruppe als Rest R2 trugen, hing das
Bindungssignal deutlich vom Rest R1 ab (Aufspaltung in den Bindungskurven analog ihrer
Reste R1). Die stérkste Wechselwirkung wurde mit R1 = Phe erhalten, die schwéchste mit
R1 = Ahx. Der a-Simazin-Antikérper zeigt mit denselben Substanzen ein anderes Verhalten.
Er konnte, wenn auch nur in geringem Ausmald zwischen den Substanzen 1le, 2e und 3e
unterscheiden, was sich durch die Aufspaltung in 3 Bindungskurvenpaare bemerkbar machte.
Die Substanzen 1a, 2a und 3a wurden hingegen vom a-Simazin-Antikorper deutlich weniger
diskriminiert als von K4E?7.

4.2.3.4 Zusammenfassung

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Kombination der RIfS mit der
kombinatorischen Festphasensynthese fir Screeningexperimente geeignet ist. Die Integration
von Synthese und Testung in ein System erleichterte und beschleunigte dabei die
Wirkstofffindung durch den Wegfall von Arbeitsschritten wie Abspalten vom Tréger,
Substanzquantifizierung oder Probentransfer. Zusétzlich stellte das einfache Testformat einen
Vorteil gegentiber géngigen Screeningassays dar. Da sich das Bindungssignal nicht nur bei
der Wechselwirkung mit dem Antikorper, sondern bereits wahrend der einzelnen Schritte der
Substanzsynthesen andert, ist es denkbar, dass mit Hilfe der parallelen RIfS bereits diese
Synthese verfolgt, kontrolliert und optimiert werden kann. Dazu muss aber, im Hinblick auf

die dabei auftretenden kleinen Signaldnderungen, ein deutlich besseres Aufldsevermdgen der
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RIfS-Detektionseinheit erreicht werden. Dass solche Reaktionsverfolgungen moglich sind
wurde mit einem Einkanalgerét bereits gezeigt (Haake et al. 2001).

4.2.4 ASSAYENTWICKLUNG ZUR UNTERSUCHUNG VON PHOSPHOTYROSINKINASEN

Beim Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) handelt es sich um ein Enzym, das zur
Phosphorylierung von Proteinen beféhigt ist, also um eine Phosphotyrosinkinase (vgl. Kapitel
2.9).

Die Entwicklung eines Screeningassays, mit dem Inhibitoren fir den EGF-R gefunden
werden sollten, basierte auf Messungen, die bei der Firma Boehringer Ingelheim durchgefiihrt
wurden®. Dort wurde das System mit Hilfe eines Einkanal-RIfS-Systems untersucht und der
Assay fir die Einkanal-Messungen optimiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Assay-
System auf das paralele RIfS-System Ubertragen und ein exemplarisches Screening
durchgefihrt.

4.2.4.1 Der Aufbau des Screening-Assays

Beim durchgefiihrten Assay handelte es sich im Gegensatz zum Thrombin-Assay um einen
funktionellen Assay. Das heifl¥, es wurde nicht untersucht, ob eine Substanz an das Enzym
EGF-R bindet, sondern es wurde die tatsachliche Aktivitét, in diesem Fal die Fahigkeit
Tyrosingruppen in Proteinen zu phosphorylieren, detektiert. Die Detektion mittels RIfS, die
auf der Bindung einer Komponente an die Oberfléche basiert, wurde indirekt mit einem
Antikorper-Hilfssystem erreicht. Der komplette Ablauf des Assays war folgender (vgl. Fig.
64):

Als Substrat diente ein Peptid, das nur aus den Aminosauren Glutaminsaure und Tyrosin
bestand (poly GT). Die Tyrosinreste in diesem Substrat konnten von der
Phosphotyrosinkinase EGF-R phosphoryliert werden. Dazu waren sehr genau definierte
Reaktionsbedingungen, wie z.B. die Anwesenheit von ATP und eine Temperatur von 30°C
notig. Alle diese Anforderungen wurden im Messprotokoll berticksichtigt. Nach 2h sollte eine
aktive Kinase genuigend Substrat umgesetzt haben. Ist die Kinase inhibiert, so sollte kein
phosphoryliertes Substrat in der Reaktionsldsung vorhanden sein.

Zu den Proben wurde anschlieffend ein Antikorper gegeben, der an phosphorylierte
Tyrosinreste band, der aber nicht phosphorylierte Tyrosinreste nicht erkannte. Damit wurden

6 Projekt LIBRARIAN |1 und gesonderte Kooperation mit Boehringer Ingelheim: Herr Dr. Gerald Birk und Herr
Steffen Hadamovsky.
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nur bei vorhandenem Phosphotyrosin, also bel aktiver Kinase, die Bindungsstellen des
Antikorpers abgeséttigt.

Mittels RIfS konnte nun unter Verwendung einer Oberflache, an die Phosphotyrosin
gebunden war, getestet werden, ob sich in der Probenlésung noch Antikorper mit freien
Phosphotyrosinbindungsstellen befinden. Damit konnte dann auf die Aktivitét des EGF-R
geschlossen werden. Der gesamte Assay ist schematisch in Fig. 64 gezeigt. Wenn die Kinase
aktiv ist, wird kein Antikorpersignal erhalten, bei inaktiver Kinase bindet der Antikérper an

die Transduceroberflache.
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Fig. 64: Schematischer Aufbau des Phsophotyrosinkinase-Assays.

4.2.4.2 Optimierung der Phosphotyrosinoberflache

Die wichtigste Voraussetzung fur die Umsetzung des beschriebenen Assays war, dass die
Wechselwirkung des Antikorpers mit der Sensoroberfldche detektierbar ist. Im
Einkanalsystem konnte dazu ein erfolgreiches Protokoll erarbeitet werden, mit dem



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 107

Antikorpersignale von ca. 3 nm erreicht wurden (Hadamovsky et. al. 2000). Auf Grund des
Umstandes, dass man mit dem paradlelen RIfS-Aufbau ein deutlich schlechteres
Signal:Rausch-Verhdltnis erreicht, konnte auf solchen Oberflachen allerdings kein
Antikorpersignal detektiert werden. Bindungsergebnisse bei einer 1:1 Ubertragung des
Einkanal-RIfS-Assays sind in Fig. 65 gezeigt. Hierbe konnte keine spezifische
Wechselwirkung des Antikorpers festgestellt werden. Der Versuchsaufbau und die Skalierung
entsprechen dabei denen in Fig. 68, die nach der Oberflachen-Optimierung erhalten wurden.

D Antikorper (Reihen 1, 2-9, 12)
5,8

4,8 . ohne Protein (Reihe 2)

3,8
D inhibierter Antikorper (Reihe 10)
2,8
(1,8 . Ovalbumin (Reihe 11)
0,8

123456789101112

Fig. 65: Bindungssignale bei der Verwendung von Oberflachen, die analog den Einkanaltransducern
hergestellt wurden.

Die Vermutung, dass fir das negative Ergebnis vor adlem die Dichte der
Phosphotyrosinmolekile an der Transduceroberflache verantwortlich war, konnte durch die
Optimierung des Immobilisierungsprotokolls bestétigt werden. Diese Messungen wurden am
Einkanal system durchgefiihrt.

Um eine Immobilisierung des Phosphotyrosins ohne Quervernetzung zu erreichen, wurden
ein Phosphotyrosin eingesetzt, dessen Aminofunktion mit einer Fmoc-Gruppe geschiitzt war
(Fig. 66). Durch das Verwenden einer Fmoc-Schutzgruppe konnte unterbunden werden, dass
das aktivierte Reagenz bereits vor dem Kontakt mit der Transduceroberfldche polymerisiert.
Nach erfolgter Kupplung Gber TBTU-Chemie wurde die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin
abgespalten und das freie Phosphotyrosin an der Oberflache erhalten.
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O
. O\WN OH
|

Molekulargewicht =483,42 OH
Fig. 66: Das Fmoc-geschiitzte Phosphotyrosin erlaubt eine gerichtete Immobilisierung ohne die Gefahr einer
Polymerisierung.
Waéhrend sich Fmoc-Phosphotyrosin nur méaig im Loésungsmittel DMF |6ste, zeigte der
intermediér entstehende TBTU-Aktivester eine bessere L6slichkeit. Dadurch konnten
hoherkonzentrierte Immobilisierungsreagenzidsungen hergestellt und damit eine bessere
Belegung mit Phosphotyrosin erhalten werden. In Fig. 67 (links) sind die mit solchen
Oberflachen erhatenen Antikorpersignale in Abhéngigkeit der Konzentration an Fmoc-
Phosphotyrosin in der Immobilisierungslosung gezeigt. Durch hochkonzentrierte Ldsungen
konnten bis zu 1,4 nm Antikorper gebunden werden, wobel zu erkennen war, dass

Konzentrationen Uber 1 g/ml zu keiner merklichen weiteren Verbesserung fuhrten.

3,0 .
1,41
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— ) A —_
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= 1,01 Immobilisierung =2,0- Immobilisierung
g g .
2 a k=)
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] ]
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2 210 .
m A om u
a
0,2
L a
1 L 1 1 O L L 1 I 1 L 1
20 0,44 0,66 0,88 1,1 0 1 2 3

Konzentration von (Fmoc)Phosphotyrosin

in der Immobilisierungslosung [g/mi] Zahl der Piperidin-Abspaltungen (je 5 min)

Fig. 67: Optimierung der Reaktionsbedingungen zur |mmobilisierung von (Fmoc-)Phosphotyrosin.

Zur Abspaltung der Schutzgruppe wurde Piperidin benutzt. Als Base ist Piperidin in der Lage,
die Transduceroberflache anzugreifen. Deshalb wurde in einem néchsten Schritt versucht, die
Piperidinbehandlung auf ein Mindestmal? zu verkirzen (Fig. 67, rechts). Dabei stellte sich
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heraus, dass auf die Behandlung mit Piperidin ganzlich verzichtet werden konnte, da der
Antikorper nicht zwischen geschitztem und freilem Phosphotyrosin unterschied. Durch den
Verzicht auf die Piperidinbehandlung konnte das Antikdrpersignal auf ca. 3 nm verbessert

werden.

4.2.4.3 Wechselwirkung des Phosphotyrosinantikdrpers mit der Phosphotyrosin-

oberflache

Mit der optimierten Transduceroberflache wurden erneut Antikorperbindungen auf dem
parallelen Aufbau untersucht (Fig. 68). Dazu wurden, bedingt durch die Oberfl&chenchemie,
modifizierte AMD-RIfS-Mikrotiterplatten aus Polypropylen verwendet. Die Proben bestanden
dabel aus Antikorper in einen Konzentration von 20 pg/ml. In einigen Wells wurde der
Antikorper mit Fmoc-Phosphotyrosin (25 uM) vorinkubiert, so dass seine Bindungsstellen
blockiert waren (Reihe 10). Daneben wurden als Referenz Ovalbumin (1 mg/ml; Reihe 11)
und PBS-Puffer ohne Protein (Reihe 2) gemessen. Die entscheidende Aussage aus diesem
Experiment war, dass die spezifische Bindung des Antikérpers klar nachgewiesen werden
konnte, denn wéhrend die reine Antikorperldsung Signale zwischen 1 und 4 nm ergaben,
lagen die Signale fur inkubierten Antikorper deutlich unter 0,2 nm.

5

optische Schichtdickenanderung [nm]
N

o 11 12

DAntikO‘rper . ohne Protein D inhibierter Antikorper . Ovalbumin

Fig. 68: Bindungssignale bei 20 pug/ml Antikérper. AuBerdem sind Signale von inhibiertem Antikorper, von

Ovalbuminlésung und von Proben ohne Protein gezeigt.

Die grofe Streuung der Signale fur bindenden Antikorper kam auch bel diesem Experiment
durch Platteninhomogenitdten zustande. Dies wurde deutlich, wenn man die
Bindungsendpunkte als Bakendiagramm auftrug (Fig. 68, rechts). Vor alem an den
Plattenréndern wurden sehr niedrige Bindungssignale erhalten. Diese Inhomogenitdt konnte
aber, genauso wie im Thrombin-Assay, durch eine Referenzierung erfasst und ausgeglichen

werden. In Fig. 69 sind die referenzierten Signale fir die Messung aus Fig. 68 zu sehen.
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Dabei sind nur die Signale fur gebundenen Antikorper gezeigt (Reihel, 2-9,12). Séamtliche
Signale lagen bel weniger als 15% Abweichung vom Idealwert, was die Spezifikation fur ein

Screening erfillte.

Normiertes Signal

Fig. 69: Referenzierung der Antikorpersignale.

4.2.4.4 Optimierung der Assay-Komponenten

Die Detektion der Kinaseaktivitdt erfolgte indirekt Uber die Bindungssignale des
Phosphotyrosin-Antikorpers. Deshalb musste die Antikorperkonzentration so gewahlt werden,
dass mit dem paralelen RIfS-Aufbau auswertbare Signale erhalten werden konnten. Die
Bindung von Antikorper in unterschiedlichen Konzentrationen ist in Fig. 70 gezeigt. Mit
Konzentrationen von 20 pug/ml (2 pg/well) wurden geeignete Signale zwischen 1 und 3 nm
erhalten. Auch bei kleineren Konzentrationen von bis zu 5 pg/ml (0,5 pg/well) konnten die
Bindungssignale noch detektiert werden, allerdings lief3en recht kleine Signale nur wenig
Spidlraum fir eine endeutige Hit-ldentifizierung. Deshalb wurden bel den

Screeningexperimenten Konzentrationen von 20 pg/ml Antikorper verwendet.
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. 20 g/ml

15g/mi

10g/mi

5g/ml

0g/ml

Fig. 70: Bindungssignale in Abhangigkeit der Antikor perkonzentration.

Die Antikorperbindung dient zum Nachwels von phosphoryliertem Substrat. Das Substrat
wird in einem vorgelagerten Schritt durch die Kinase EGF-R phosphoryliert.

Das Substrat poly-GT und der Phosphattrager ATP sollten im Uberschuss verwendet werden
um eine ideale Kinaseaktivitdt zu erhalten. Mit Konzentrationen von 20 ug/100 pl poly-GT
und 10°*M ATP wurde dies redisiert. Bei diesen Uberschiissen sollten geringfiigige
K onzentrationsschwankungen keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitéat austiben. Damit war fir
den ersten Schritt des Assays, der in der Ubertragung einer Phosphatgruppe vom ATP auf das
Substrat bestand, vor allem die Konzentration der Kinase sowie die Inkubationsdauer fir
diese Umsetzung entscheidend. Idealerweise sollten die Bedingungen so gewahlt werden,
dass genau soviel phosphoryliertes Substrat entsteht, um alle Antikdrperbindungsstellen
abzuséttigen. Die Antikorpersignale, die man bel unterschiedlichen Konzentrations-
verhdltnissen erreichte, sind in Fig. 71 zu sehen. Dort sind die Antikorpersignale bei aktiver
Kinase und bei inaktiver Kinase gezeigt. Die Inaktivierung der Kinase erfolgte dadurch, dass
bei solchen Proben kein ATP zugegeben wurde. Bel 2 ug/well Antikérper und 8 units EGF-R
konnte eine Signaldifferenzierung, wie sie fur das Screening gefordert wird, erreicht werden.
Wurde die Kinasekonzentration geringer gewahlt, dann konnte nicht gentigend Substrat
phosphoryliert werden, um eine Abséttigung der Antikdrperbindungsstellen zu erreichen.
Hohere Kinasekonzentrationen waren auf Grund der Kosten nicht vertretbar.

Fur die Inkubationszeit der Kinase wurde ein Idealwert von 2 h bei 30°C gefunden. Bei
kirzeren Inkubationszeiten wurde nicht gentigend Substrat umgesetzt.
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4 Units EGF-R 8 Units EGF-R
2 pg Antikorper 2 pg Antikorper

-------------- kompletter Assayl
Gesamtvolumen 120 pl:
DMSO ( 8%)
EGF-R

—— ATP (10 -*M)

£ el Substrat ( 20 pg poly-GT)
. f ez Antikorpert

i //// ———— Assay ohne Zugabe von
’ ATP

y s Gesamtvolumen 120 pl
N4 4 Units EGF-R
e . 49 895N 338 49 %87 3858 ¢F 2 %% 2 3 3 1 ug Antik('jl’pel’

Fig. 71: Optimierung der Kinase- und der Antikdrperkonzentration.

Mit den optimierten Konzentrationen fur Antikdrper und Kinase wurde dann mit Hilfe des
bekannten Inhibitors Genistein untersucht, ob sich inhibierte von nicht inhibierter Kinase
unterscheiden lieR. Der Inhibitor Genistein wurde dabei in einer Konzentration von 2/10M
eingesetzt. Die Antikorpersignale fur inhibierte und frele Kinase sind in Fig. 72 zu sehen.
Daneben wurden, um die Ergebnisse besser bewerten zu koénnen, die Maximalsignale des
Antikérpers ohne Zugabe von Kinase bzw. ATP gemessen. Dabel wurde ein deutlicher
Signalunterschied zwischen Proben mit aktiver Kinase und Proben mit inhibierter Kinase
erhalten. Dieser Unterschied wurde fur eine Hit-Identifikation als ausreichend bewertet. Der
Umstand, dass bei Proben mit Inhibitorzusatz ein kleineres as das Maximalsignal
(Maximalsigna ca. 0,7 nm) erhdten wurde, zeigte, dass beim gewdhlten
Konzentrationsverhdtnis zwischen Inhibitor und Kinase keine vollstandige Inhibition
stattfand.  Hohere  Inhibitorkonzentrationen  schieden aber auf  Grund  der
Konzentrationsverhéltnisse von Substanzbibliotheken aus. Damit erhielt man bel diesem
Experiment einen Signalbereich von 0 — 0,5 nm, um eine Hit-Identifikation durchzufUhren.
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Fig. 72 Messungen in einzelnen Wells: Messung von aktiver und inhibierter Kinase sowie von

Vergleichsproben.

4.2.4.5 Parallele Messung von Inhibitoraktivitat

Mit den in 4.2.4.4 erarbeiteten Parametern wurde ein Screening mit bekannten Inhibitoren fir
den EGF-Rezeptor (Fig. 73) in einer RIFS-M TP durchgeftihrt.

OH
OH O O OH S
x_COOCH HO
(1) 3 w
CN
HO o HO
OH

Genistein; MW: 270 Erbstatin Analog; MW: 194 Tyrphostin 47; MW: 220 Staurosporine; MW: 466

Fig. 73: Srukturformeln der verwendeten Inhibitoren fiir den EGF-Rezeptor.
Dabei wurden Proben gemessen, die
a) aktive Kinase
b) inhibierte Kinase
Inhibitor Genistein, 210°M
Inhibitor Erbstatin Analog, 20*M
Inhibitor Tyrphostin 47, 20°°M
¢) keineKinase
enthielten. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu testen, wurden dieselben Proben
mehrfach gemessen. In Fig. 74 sind die drei Probentypen (a-c) der Ubersicht halber in
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getrennte Diagramme eingezeichnet. Dabei entsprechen jewells vier benachbarte Signale
(quadratisch angeordnet) der Vierfachmessung derselben Probe. Fir ein Screening waren die
Proben (@) und (b) von Interesse. Selbst ohne eine Referenzierung konnten die Proben mit
inhibierter Kinase eindeutig wiedergefunden werden: Wéhrend die aktive Kinase Signale von
< 0,13 nm lieferte, zeigen Proben mit inhibierter Kinase Signale > 0,2 nm. Dabei wurde bel
dlen drel Inhibitoren (Genistein G, Erbstatin Analog E, Tyrophostin 47 T) eine nahezu
vollstandige Desaktivierung erreicht, was daran zu erkennen war, dass die Antikérpersignale

bei inhibierter Kinase (b) den Referenzsignalen (c) entsprachen.
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Fig. 74: Parallele Messungen von aktiver und inhibierter Kinase.
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4.2.4.6 Screening einer Substanzbibliothek

Von der Firma Boehringer Ingelheim’ wurde eine Substanzplatte zur Verfiigung gestellt, die
96 Proben enthielt. Darunter befanden sich die Inhibitoren Genistein und Staurosporine. Mit
Hilfe des entwickelten Assays, sollte getestet werden, ob Aktivité in einzelnen Proben
nachgewiesen werden konnte. Das Ergebnis ist in Fig. 75 zu sehen. Wahrend geringe
Inhibitorkonzentrationen (Genistein: 10* M; Staurosporine: 10° M) nicht zur Inhibition
ausreichten, konnten hohere Inhibitorkonzentrationen (Genistein 10°M; Staurosporine
10* M) eindeutig als Hit identifiziert werden.
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O kompletter Assay ohne Inhibitor mkompletter Assay, Inhibitoren in
niedriger Konzentration
B kompletter Assay +Genistein Ekompletter Assay + Staurosporin

Fig. 75. Screening von 96 Proben auf ihre Inhibitionswirkung auf den EGF-Rezeptor.

4.2.4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Assay-Optimierung

Durch die Optimierung der verschiedenen Einflussgrof3en ergaben sich als optimale
Parameter fUr den untersuchten Screeningassay fur EGF-R-Inhibitoren:

" Die Proben stammten von Herrn Steffen Hadamovsky, Abteilung Leitstrukturfindung, Gruppe HTS; Biberach

an der Riss.
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Tabelle 11 Optimierte Parameter flr den Screeningassay fur das System Thrombin-Inhibitor.

Parameter

Optimiere Werte

EGF-R-Konzentration
Wirkstoffkonzentration
Antikor perkonzentration
Regenerationsmedium
ATP-Konzentration
Substratkonzentration

| nkubationszeit
DMS0O-Zugabe
Referenzierungsmethode

0,8 units/ul

>10*M

20 pg/ml

PepsinlGsung

10* M

2 ug/mi

2 hbei 30°C

Beeinflusst die Kinaseaktivitét nicht

Referenzierung auf das maximale Bindungssignal ist nicht
unbedingt erforderlich
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

5.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Mdglichkeit aufgezeigt, die markierungsfreie Detektion fur den
Einsatz im Hochdurchsatzscreening zu nutzen. Dabei lag das Augenmerk zum einen auf der
Bereitstellung und experimentellen Charakterisierung von unterschiedlichen Transducer-
oberflachen, mit denen Liganden Uber Affinitdtsbindungen gerichtet immobilisiert werden
kénnen. Zum anderen wurde ein fur HTS-Anwendungen vorgesehener Prototyp auf seine
Eignung hin grundlegend charakterisiert und an unterschiedlichen Beispielassays die
Anwendungsbreite sowie die Grenzen des Prototypen aufgezeigt.

Effektive Immobilisierungstechniken, zur kovalenten Immobiliserung von Biotin,
(Strept-)Avidin und NTA wurden entwickelt und es wurde gezeigt, dass sich mit diesen
Systemen Biotin-Konjugate bzw. His-Tag-Fusionsproteine in unterschiedlicher Dichte auf der
Sensoroberflache immobilisieren lassen, so dass kinetische und thermodynamische
Untersuchungen mit Hilfe der RIfS moglich waren. Die hohe Stabilitét der so hergestellten
Schichten ergab gleichbleibende funktionale Eigenschaften Uber viele Messzyklen hinweg.
Damit konnten Uber Affinitatstitrationen die Affinitdtskonstanten von Modellsystemen
bestimmt sowie die Affinitatskonstanten des Systems Avidin-Biotin bzw. Biotinkonjugat oder
-derivat abgeschédtzt werden. Anhand von kinetischen Messungen konnte die
Wechselwirkungskinetik von His-Tag-Fusionsproteinen mit einer spezifischen NTA-
Oberflache untersucht werden.

Bel der Charakterisierung des Prototypen konnte gezeigt werden, dass bel solchen Systemen
die Homogenitdt der Transducerplatten von grofer Bedeutung sind. Anhand von
Modellsystemen wurde gezeigt, dass vorhandene Inhomogenitdten nur durch sinnvolles
Referenzieren der Messungen beseitigt werden konnten. Das im Vergleich zu
Einkanalsystemen deutlich verringerte Auflosevermogen flihrte zwar dazu, dass kinetische
Studien nicht und thermodynamische Abschatzungen nur bedingt moglich waren, trotzdem
konnte gezeigt werden, dass Uber die Anforderungen des HTS hinaus eine quantitative
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Bewertung der Ergebnisse moglich ist und dass weiterhin  ein  deutliches
Miniaturisierungspotential vorhanden ist.

Am Beispiel von drei Assays, die in die Kategorien indirekter Assay, direkter Assay und
indirekter funktioneller Assay eingeordnet werden kdnnen, wurde gezeigt, dass eine Vielzahl
unterschiedlicher Bindungsstudien fir ein HTS auf Basis von markierungsfreier optischer
Detektion geeignet sind. Dabel storten auch die unvermeidbare Anwesenheit von DM SO
nicht. Am Beispiel einer Triazinsubstanzbibliothek wurde gezeigt, wie die Generierung einer
Substanzbibliothek durch kombinatorische Festphasensynthese mit dem anschlief3enden
Screening der Bibliothek verbunden werden kann, indem beide Schritte auf einer
gemeinsamen Plattform, der RIfS-Mikrotiterplatte, durchgeflhrt wurden.

5.2 Einordnung und Bewertung

Die markierungsfreie Detektion von biomolekularer Wechselwirkung an Oberflachen wird
seit Uber 15 Jahren mit grofRem Enthusiasmus untersucht. Der entscheidende Vorteil
gegeniiber anderen Verfahren liegt darin, dass zur Beobachtung der Bindungsereignisse keine
der bindenden Komponenten modifiziert werden muss. Dadurch sind solche Techniken im
besonderen MalRe zur Untersuchung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen im Bereich der
biochemischen und pharmazeutischen Forschung interessant geworden.

Mit der Entwicklung einer hochparallelen Detektionseinheit gelang es in den letzten Jahren
erstmals, eine direkt optische Methode fur das HTS zugadnglich zu machen. Mit einer
Kavitétendichte von 384 Kavitéten je Transducerplatte und einer Auswertezeit von deutlich
unter 15 min wird die parallele RIfS dabel den hohen Anforderungen an Probendurchsétzen
des ultraHTS gerecht. Auf Grund der zeitaufgelGsten Detektion ist abzusehen, dass in
Zukunft auch eine parallele kinetische Auswertung der Daten moglich sein wird und sich die
paralele RIfS damit als HTS-Detektionsmethode etablieren kann. Die Synergien, die sich
durch die Verwendung der RIfS-Mikrotiterplatte als gemeinsame Plattform von Synthese und
Screening ergeben, sollten diese Entwicklung unterstitzen.

5.3 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Reflektometrische Interferenzspektroskopie as Detektionsmethode
im HTS vorgestellt. Die hier présentierten Ergebnisse sind verheif3ungsvoll, aber das Potential
ist bei weitem noch nicht ausgeschdpft. Folgende Ansétze zur Erweiterung und V erbesserung

der Methode kénnen weiter verfolgt werden:
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Oberflachenchemie

Die Entwicklung von Obeflachen, auf denen Proteine in ene
Phospholipidmembran eingelagert werden, ermdglicht es, mit RIfS auch die
Eigenschaften von Membranproteinen zu untersuchen.

Im Hinblick auf die Probentréger, die Kavitétendichten von 384 und mehr Wells
pro MTP enthaten, macht en Einsaiz nur Sinn, wenn die

Oberflachenmodifizierung teilweise oder komplett automatisiert abl&uft.

Messsystem

Verbesserung von Nachweisgrenze und Signalstabilitét des Detektionssystems,
um Anderungen der Beladung hochauflésend detektieren zu konnen, wie dies
bereits bei RIfS-Einkanalsystemen der Fall ist. Dabei muss vor alem der
optische Strahlengang sowie die Eigenschaften der reflektierenden Schichten,
vor alem der Antireflexschicht, optimiert werden.

Die Miniaturisierung des System auf Formate von wenigen Quadratmillimetern
ermdglicht eine enorme Reduktion des Probenverbrauchs und kann dazu fihren,
die paralele optische Detektion auch auf dem Gebiet der DNA-Arrays und der

damit durchgeftihrten diagnostischen Anwendungen zu etablieren.

Probentrager

Durch eine Erhéhung der Kavitdtendichte Uber 384 Wells hinaus kann der
Durchsatz des Systems weiter gesteigert werden. Dass der optische Aufbau,
insbesondere die CCD-Kamera dazu geeignet sind, konnte in dieser Arbeit

bereits belegt werden.

Charakterisierung der Biomolekularen Erkennung

Die Etablierung und Validierung von Methoden, mit denen am parallelen
Detektionsmodul kinetische und thermodynamische Daten automatisiert so
erhalten, ausgewertet und dargestellt werden konnen, dass es den
Durchsatzanforderungen des HTS gerecht wird.
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7.1 Abkirzungen

a
AMD
ATP
BIA
BSA
CCD

d

DIC
DIPEA
DNA
DMF
DMSO
E13CME
EDC
EDTA
EGF
FIA
Fmoc
GA
GFP
GOPTS
HEPES
His-Tag
HOBT
HTS

anti- bzw. Antikorper
Aminodextran

Adenosin Triphosphat
Biomolekulare Interaktionsanalyse
Rinderserumal bumin
Charge-coupled device
physikalische Schichtdicke
Diisopropylcarbodiimid
N,N-Diisopropylethylamin
Desoxiribonukleinsaure
Dimethylformamid
N.N-Dimethylsulfoxid
Estron 3-carboxymethylether

Ethyl-N,N-dimethylaminopropyl carbodiimidhydrochlorid

Ethylendiamin-tetraessigsaure

Edipermaler Wachstumsfaktor
Flief3injektionsanalyse

Fluorenylmethoxycarbonyl

Glutarsaureanhydrid

Grin Fluoreszierendes Protein
Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan
[4-(2-Hydroxyethyl)-pi perazino] -ethansulfonsaure
Histidin-tagged

Hydroxybenzotriazol

High-Througput Screening
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1C-50 Inhibitorkonzentration, die zu einer halbmaximalen Hemmung
fahrt

IMAC Metall affinitétschromatographie

Ka Assoziationskonstante

Kqg Dissoziationskonstante

kD Kilodalton

ks Ratenkonstante

K Affinitétskonstante

M Molar

MTP Mikrotiterplatte

n Brechungsindex

NHS N-Hydroxysuccinimid

NTA Nitrilotriessigsaure

p poly-

PBS Phosphatgepufferte K ochsal zl 6sung

Pl isoel ektrischer Punkt

PEG Polyethylenglykol

poly-GT poly-Glutaminséure-Tyrosin

PP Polypropylen

PS Polystyrol

R organischer Rest

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

sck(v) single-chain-Antikorperfragment

SPA Scintillation Proximity Assay

SPR Oberfléchenplasmonenresonanz

t Zeit

TBTU O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’ -Tetramethyluronium-
Tetrafluoroborat

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

u-HTS ultra-High-Throughput Screening
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