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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Untersuchung molekularer Erkennung zwischen Biomolekiilen sowie deren
Eigenschaften im Zusammenspiel mit anderen Biomolekiilen ist ein zentrales Ziel
bioanalytischer Methoden. Molekulare Erkennung ist die Voraussetzung aller komplexen
Ablaufe in Zellen. Interessant ist dabei, die Eigenschaften der Biomolekiile so zu
verstehen, dass Vorhersagen iiber Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen getroffen
werden konnen. Dies gilt ganz besonders im Hinblick auf medizinische Anwendungen bei
der Entwicklung von Wirkstoffen, die in zelluldre Abldufe spezifisch eingreifen sollen.!"!
Ein bioanalytisches System sollte alle Gene und Genprodukte sowie deren wechselseitige
Beziige aufzeigen und moglichst die Art der Wechselwirkung beschreiben. Aufgrund der
Komplexitit vieler gleichzeitig stattfindender Erkennungsprozesse und der riesigen Anzahl
an Biomolekiilen ist die spezifische Untersuchung von nur einem Vorgang, oder die
Charakterisierung von nur einem Biomolekiil, nur bedingt sinnvoll. Einen vollstindigeren
gleichzeitigen Einblick in biologische Prozesse konnen Mikroarrays bieten. Hierbei
konnen auf kleinstem Raum und unter Einsatz geringer Mengen an Reagenzien viele
verschiedene Parameter zum gleichen Zeitpunkt ausgelesen werden. Mittlerweile ist die
Anwendung von Mikroarrays bereits eine Standardmethode in der molekularbiologischen
Forschung geworden, insbesondere die Anwendung von DNA-Mikroarrays.

Heutige mikroarraybasierte Techniken beruhen auf der Idee des DNA-Mikroarrays,
welcher seine Wurzeln in den Southern Blots hat.**! Diese Technik wurde zum Zeitpunkt
der Entwicklung von Mikroarrays bereits jahrelang in biologischen Laboren verwendet.
Der Weg von diesem ersten Array fithrte iiber die Verwendung nichtpordser
Tragermaterialien wie zum Beispiel modifizierten Glasoberflichen, die die
Fluoreszenzdetektion ermoglichten, bis hin zu fotolithografisch hergestellten Arrays oder
Goldoberflachen. Die Entwicklung beinhaltete auch eine starke Miniaturisierung mit bis zu
2,1 Millionen DNA-Fragmenten pro Array”. Die hiufigsten Applikationen fiir DNA-
Mikroarrays sind derzeit Expressionsanalysen und Mutationsnachweise bei denen z.B.
duBere Einwirkungen oder die Einfliisse von Erkrankungen auf die Genexpression
untersucht werden.

Um detaillierte Einblicke in biologische Prozesse zu erhalten geniigt es nicht, alleine die
Genexpression zu betrachten. Die direkte Wechselwirkung der sich aus der Genexpression

ergebenen Proteine untereinander und mit anderen Molekiilen ist hierfiir zu untersuchen.!
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In einer grundlegenden Arbeit zu Mikroarrays wurden bereits 1991 von Fodor et al.”
fotolithografische Techniken zur Fabrikation von hochdichten Peptidmikroarrays gezeigt.
Hierbei wurden 1024 Peptide auf dem Tréager synthetisiert. Erst spiter erfolgte die
Herstellung des ersten DNA-Mikroarray-Prototyps [ als Werkzeug zur DNA-
Sequenzanalyse. Die Oligonucleotide wurden dabei ebenfalls direkt auf den Arraytrigern
synthetisiert. Von da an wurden DNA-Mikroarrays schnell weiterentwickelt und durch
Verwendung von Nanopipettier-Robotern wurde vorher synthetisierte cDNA auf einen
Glastriger pipettiert und quantitativ ein Genexpressionsmuster bestimmt.l”) Erst in den
letzten 5 Jahren wurden Mikroarrays mit Proteinen, Peptiden und anderen kleinen
Molekiilen haufiger eingesetzt, was auch daran lag, dass kommerzielle Nanopipettier-
Roboter ab diesem Zeitpunkt verfiigbar waren.™

Mit Hilfe von Proteinmikroarrays wurden in den letzten Jahren bereits eine Vielzahl von
Untersuchungen zu Protein-Protein-Interaktionen durchgefiihrt.”'*) Mit einem Mikroarray,
das den GroBteil des Hefeproteoms umfasst, konnten beispielsweise Proteine identifiziert
werden, die mit Calmodulin in Wechselwirkung treten.'*! Uber Antikérpermikroarrays

lassen sich die Konzentrationen bestimmter Proteine schnell bestimmen. ']

Der erste Array mit kleinen Molekiilen wurde von MacBeath er al. vorgestellt.!"
Traditionelle organische Chemie und Festphasensynthese wurden dazu verwendet, um drei
kleine Liganden von bekannten Proteinen zu synthetisieren. Mit Hilfe eines Nanopipettier-
Roboters wurden die in geeigneten Losungsmitteln gelosten Substanzen auf modifizierte
Glasoberflichen gebracht und dabei gezeigt, dass Maleinimid-derivatisierte Oberfldchen
fiir eine Immobilisierung von Molekiilen mit Thiolgruppen geeignet sind. Dabei wurde
ebenfalls herausgefunden, dass auch nicht sehr starke Bindungspartner (Kyq im pM-
Bereich) nachgewiesen werden konnen. Peptide stellen natiirliche Liganden fiir Proteine
dar. Peptide haben gegeniiber Proteinen einige vorteilhafte Eigenschaften die sie fiir
Mikroarrays interessant macht. Sie sind stabil gegeniiber Eintrocknen und Oxidation
(auBer solche mit empfindlicheren Gruppen, wie z.B. Thiolen), einfach zu handhaben,
fluoreszent zu markieren und durch Festphasenpeptidsynthese hdufig automatisiert
zuginglich."'® Nachteile sind die teilweise geringen Affinititen und Spezifititen
gegeniliber  Zielproteinen. Anwendungen fiir Peptidmikroarrays waren bisher
immobilisierte Peptide um Epitope fiir Antikorper zu bestimmen bzw. um die Spezifitét
von Antikorpern gegeniiber bestimmten Aminosduresequenzen zu testen, ebenso die
Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen und die Untersuchung

[

inhibitorischer Aktivitdit und Enzym-Substrat-Wechselwirkungen. 4 Peptidmikroarrays
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wurden bereits erfolgreich eingesetzt um die Signaltransduktion innerhalb von Zellen zu
untersuchen. So konnte abhdngig von der Aktivierung von Zellen eine Anbindung
bestimmter Proteine aus dem Zelllysat an die Peptide des Mikroarrays gezeigt werden.!'*2%
Die Anbindung zwischen einem auf der Oberflache immobilisierten Fangermolekiil, z.B.
einem Rezeptor, und dem in der Losung dariiber schwimmenden Liganden ldsst sich iiber
mehrere Methoden detektieren. Fiir Arrays mit kleinen Molekiilen und auch
Peptidmikroarrays ergibt sich die Schwierigkeit, dass eine einzige -einheitliche
Oberflichenchemie fiir die Anbindung aller Molekiile mit teilweise unterschiedlichen
strukturellen und chemischen Eigenschaften geeignet sein muss. Dabei darf sich aber deren
Aktivitdt fiir die vorgesehene Anwendung nicht verdndern.

Auch in der restlichen Analytik und Sensorik spielen die Wechselwirkungen zwischen
Biomolekiilen oder auch zwischen einfachen kleinen Molekiilen, bei denen ein
Interaktionspartner fest auf einer Oberfliche verankert ist, eine wichtige Rolle.!"**'*" Es
ergeben sich dabei abhidngig von der Detektionsmethode die gleichen Anforderungen wie
bei Mikroarrays. Als Beispiele fiir markierungsfreie Detektionsmethoden seien die

28-37]

reflektometrische Interferenzspektrometrie  (RIFS),! die Oberflachenplasmonen-

resonanz (SPR),[38'4O] Abgeschwichte-Totalreflexion-Fourier-Transformation-Infrarot-

spektroskopie (ATR-FTIR),[41'45] planare  Wellenleiter Technologie,[46’47] und

[48,49]

Atomkraftmikroskopie genannt. Die ersten vier Methoden erlauben es, den

Bindungsvorgang an die Oberflidche iiber eine groflere Fliche direkt zu verfolgen. Hierbei
erzeugt die Bindung des Liganden an die Oberfliche eine Anderung der Schichtdicke, die
eine Anderung des Messsignals bewirkt. Dabei lassen sich sehr sensitiv beispielsweise
durch mit Cyclopeptiden belegte Oberflichen spezifisch bestimmte Aminosduren oder

[

andere organische Molekiile detektieren.”>*"*”) Um eindeutige Messsignale zu erhalten ist

jedoch meist eine groBere mit dem gleichen Rezeptor beschichtete Fliche notwendig.

Obwohl mittlerweile eine gewisse Miniaturisierung erreicht wurde,**>"!

sind Mikroarrays
mit einer solchen Dichte, wie sie auf heutigen DNA-Mikroarrays erreicht werden, schwer
moglich. FEine Ausnahme stellt das in den letzten Jahren entwickelte
Oberfldchenplasmonenresonanz Imaging dar, mit einer lateralen Auflésung von bis zu 2
um (bei hoher Empfindlichkeit fiir die Schichtdickeninderung)."*>°]

Bei Mikroarrays wird das Signal, das die Anbindung eines Liganden anzeigt, hdufig iiber

Fluoreszenz erhalten,[56]

welche entweder unmittelbar durch einen fluoreszenten Liganden
oder indirekt durch eine Verkniipfung mit fluoreszenten Antikérpern erzeugt wird. Neben

der Fluoreszenzdetektion und den oben angegebenen Methoden gibt es noch weitere wie
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die Detektion iiber Radioisotopen, Chemolumineszenz, Quarz-Kristall-Mikrowaagen
(QCM), FCS an Oberflachen, elektrochemische Detektion und die anomale Reflektion
(AR) an Goldoberflichen.!'!!

Bei Fluoreszenzdetektion wird die Ermittlung der Daten aus den Mikroarrays fiir
gewohnlich so durchgefiihrt, dass nach Anbindung der Liganden und, falls notwendig, der
entsprechenden fluoreszenten Marker, die Arrays gut gewaschen und anschlieend
getrocknet werden. Die trockenen Arrays werden dann in einem Fluoreszenzscanner
ausgelesen. Hierflir ist eine ausreichend feste Bindung der Liganden notwendig. Auf die
Beobachtung des Bindungsvorganges wird verzichtet, da es sich um eine
Endpunktmethode handelt.

Ein Nachteil der Fluoreszenzdetektion ist, dass eine fluoreszente Markierung die
Eigenschaften des Liganden im Hinblick auf sein Bindungsverhalten verdndern kann.
Durch Einfiihren eines Abstandshalters zwischen Ligand und Fluorphor kann dies noch
beeinflusst werden. Zudem muss bei Bindungsmessungen zwischen der Fluoreszenz der
Ligandlosung und der Fluoreszenz der Liganden an der Oberfliche unterschieden werden.
Dies kann erreicht werden, indem nur die an der Oberfliche eines speziellen optischen

57381 oder indem die

Trégers vorhandenen Farbstoffmolekiile angeregt werden
Fluoreszenzdetektion konfokal erfolgt. Ein Vorteil der Fluoreszenzdetektion ist, dass
mehrere mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Liganden gleichzeitig
detektiert werden konnen, solange sich die Farbstoffe nicht gegenseitig sehr beeinflussen.
Um eine molekulare Wechselwirkung auf Oberfldchen zu untersuchen, ist es wichtig, die
richtige Orientierung der auf der Oberfldche verankerten Molekiile zu erreichen, damit der
fiir die Wechselwirkung wichtige Molekiilteil frei in die Richtung steht, aus der der Analyt
zu erwarten ist. Eine spezifische aber reversible Immobilisierung auf Oberflachen ist im
Zusammenhang mit der Immobilisierung von Biomolekiilen sehr interessant.
Wiinschenswert ist dabei, dass verschiedene Biomolekiile auf der Oberfldche geméf ihren
moglichst orthogonalen Eigenschaften auf verschiedenen Bereichen der Oberfliche
anbinden und sich anschlieBend wieder spezifisch und schaltbar ablosen lassen.

Eine reversible und spezifische Immobilisierung ldsst sich iiber die bekannte NTA-Ni-
Histidin-Wechselwirkung  erreichen. Biomolekiile werden mit einer kleinen
Oligohistidinkette versehen (z.B. rekombinant) und an NTA-Oberfldchen gebunden. Als
Abwandlung zu den bisher bekannten Mono-NTA-Chelatoren auf Oberflichen wurden in
dieser Arbeit Mehrfachchelatoren im Mikroarrayformat auf Oberflichen immobilisiert um

zu testen, wie sich verschiedene Oligohistidine bei gleichzeitiger Inkubation auf der
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Oberflache verhalten. Ziel dieser Doktorarbeit war es zu sechen, ob sich das
Bindungsverhalten der Oligohistidine mit unterschiedlichen Oberflichendichten der
verschiedenen Chelatoren dndert, und ob eine moglichst orthogonale Anbindung unter
bestimmten Bedingungen an die NTA-Gruppen moglich ist. Dabei sollten durch
Verwendung des parrallelen Ansatzes iiber Mikroarrays moglichst viele Parameter
gleichzeitig ausgelesen werden.

Jedoch nicht nur reversible, sondern auch irreversible hochspezifische
Anbindungsmethoden sind fiir die Herstellung von Mikroarrays mit Biomolekiilen wichtig.
Daher sollte in dieser Arbeit eine sehr spezifische und irreversible Anbindungsmoglichkeit
iber die native chemische Ligation auf Oberflichen entwickelt werden. Das Ziel war dabei
die chemoselektive Immobilisierung von entsprechend modifizierten Peptiden aber auch
die Kompatibilitdt mit biologischen Assaysystemen und die Anwendung fiir biologisch

aktive Proteinmikroarrays.
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2 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Anwendung von spezifischen
Immobilisierungsmethoden, die auch zur Anwendung flir Mikroarrays geeignet sind. Dabei
sollten sowohl kovalente als auch nichtkovalente Methoden getestet werden. Im Fokus
sollten bei beiden Verfahren Arrays mit kleinen Molekiilen unter Zuhilfenahme
fluoreszenzbasierter Detektion stehen.

Die kovalente, chemoselektive Immobilisierungsmethode sollte so angelegt sein, dass sie
fiir verschiedene Screening-Verbindungen zu einer selektiven und gerichteten Anbindung
fiihrt. Als Modellverbindungen waren dazu im ersten Schritt Peptide vorgesehen, jedoch
sollte die Anbindungsmethode allgemein fiir biochemische und biologische Anwendungen
im Mikroarrayformat geeignet sein. Um die Kompatibilitdt dieser Oberflichen mit
biologisch orientierten Assaysystemen zu zeigen, waren sowohl geeignete Protein-Peptid-
Wechselwirkungen als auch immunhistochemische Methoden auszuwédhlen. Dem
Nachweis der Selektivitit der Anbindung war dabei stets eine grofle Bedeutung
einzurdumen.

Fir die nichtkovalente Immobilisierungmethode ergab sich neben der Spezifitit der
Anbindung zusitzlich die Fragestellung, ob auf diesen Oberflichen eine Entmischung
verschiedener Verbindungen mit geringen strukturellen Unterschieden, erreicht werden
kann. Sowohl die verschiedenen Féngermolekiile auf den Oberflachen, als auch die
verschiedenen Verbindungen des Analytgemisches sollten moglichst komplementdre
Bindungseigenschaften zueinander zeigen. Dazu mussten Messmethoden entwickelt
werden, die eine fluoreszenzbasierte Auswertung und Beurteilung der selektiven
Anbindung der Substanzgemische auf Mikroarrays erlauben. Mit Hilfe der Messung im
Mikroarrayformat sollte dabei eine parallele Untersuchung verschiedener Bedingungen,
wie zum Beispiel der Variation der Dichte der Féngermolekiile auf der Oberfliche,
ermoglicht werden. Durch molekulardynamische Methoden sollten  Struktur-
Bindungseigenschaften der Bindungspartner untersucht werden, und die daraus

gewonnenen Informationen filir Verbesserungen der Strukturen eingesetzt werden.
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3 Allgemeine Grundlagen

3.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Einige aromatische Molekiile und andere molekulare Systeme senden unter bestimmten
Umstidnden Licht aus, wenn sie vorher durch Absorption in einen elektronisch angeregten
Zustand versetzt wurden. Dieser Vorgang wird als Lumineszenz bezeichnet.™ Je nach Art
der Anregung wird die Lumineszenz eingeteilt in Chemolumineszenz (chemische
Reaktion), Biolumineszenz (biologische Prozesse), Radiolumineszenz (radioaktive
Bestrahlung) und Photolumineszenz (Lichtbestrahlung). Je nach Art des angeregten
Zustandes aus dem die Lichtabgabe erfolgt, wird die Photolumineszenz eingeteilt in (a)
Fluoreszenz, bei der die Lumineszenz aus Singulettzustinden heraus erfolgt, und (b)
Phosphoreszenz, bei der die Lumineszenz aus Triplettzustdnden heraus erfolgt. Die
Fluoreszenzlebensdauer ist im Gegensatz zur Phosphoreszenzlebensdauer sehr kurz und
bewegt sich im Nanosekundenbereich. Bei der Anregung in den Singulettzustand wird ein
Elektron in ein hoher gelegenes Orbital angeregt wobei der Spin gegensétzlich zum Spin
des im Grundzustandsorbital verbliebenen Elektrons antiparallel bleibt und daher die unter
Lichtemission ablaufende Riickkehr in den Grundzustand quantenmechanisch erlaubt ist.
Die Anregung in einen Triplettzustand wird aus einem angeregten Singulett-Niveau durch
eine Spinumkehr, der so genannten Interkombination (intersystem crossing, ISC), erreicht.
Da nun die Riickkehr in den Grundzustand wegen des nun parallelen Spins des angeregten
Elektrons nicht mehr ohne weiteres moglich ist, sind Triplettzustande deutlich langlebiger
und die Phosphoreszenzlebensdauer betrdgt einige Millisekunden bis Sekunden. Die
photophysikalischen Zusammenhénge zwischen Anregung und Emission werden durch das
Jablonski-Termschema in Abbildung 2.1 dargestellt.[”

Die Lage seiner Energieniveaus ist ein Charakteristikum fiir eine Substanz. Das sich daraus
ergebende charakteristische Absorptionsspektrum einer Substanz ergibt sich durch die
Vielzahl der méglichen Ubergiinge aus dem Grundzustand S, in die verschiedenen
Schwingungsniveaus v, des angeregten Zustandes S;. Nach strahlungsloser Desaktivierung
erfolgt eine Emission in die verschiedenen Schwingungsniveaus v, des Grundzustandes

und erneuter strahlungsloser Desaktivierung in den Zustand vy.
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Abbildung 3.1: Jablonski-Termschema

Durch die strahlungslosen Desaktivierungsvorginge ergibt sich eine Differenz zwischen
der Energie, die bei der Absorption eines Photons aufgenommen wird, und der Energie, die
das abgegebene Photon besitzt, so dass die Energie des Emissionsspektrums kleiner ist.
Diese Verschiebung hin zu groBBeren Wellenldngen (Rotverschiebung) wird als Stokes’-
Shift (Sir George Gabriel Stokes 1819-1903) bezeichnet.®’) Auch Emissionspektren sind
wie Absorptionsspektren zusammen mit dem Stokes’-Shift charakteristische GroBen fiir
Fluorophore. Sie sind von &uBeren Einfliissen wie der Temperatur, dem Druck, der
Polaritit des Losungsmittels, dem pH-Wert oder der Beweglichkeit der Molekiile
abhingig. Durch eine Anderung des Spektrums lésst sich daher auf eine Verinderung der
unmittelbaren Umgebung des Fluorophors schliefen.

Daraus ergeben sich unmittelbare Auswahlkriterien fiir die Wahl des passenden
Fluorophors. Zundchst miissen die Spektren der Fluorophore passend fiir die
Strahlenquelle, Strahlteiler und Filter des Mikroskops sein. Weitere Kriterien fiir die Wahl
des Fluorphors sind beispielsweise die Fluoreszenzlebensdauer, Quantenausbeute der
Fluoreszenz, die Bleichstabilitit, die Loslichkeit, die pH-Wert-Abhédngigkeit und die
Moglichkeit zur Anbindung an andere Molekiile.

Werden mehrere Farbstoffe gleichzeitig eingesetzt, schrinkt sich die Auswahl an
verwendbaren Fluorophoren ein, da die Fluorophore zum einen spektral unterscheidbar
sein miissen und zum anderen nicht miteinander in Wechselwirkung treten diirfen. Denn
auBler einer strahlungslosen Abgabe von Energie durch bestimmte Relaxationsprozesse
(z.B. Wiarmeabgabe), kann die abgegebene Energie eines Fluorophors auch strahlungslos
von einem anderen Fluorophor aufgenommen werden. An diesem Energietransfer sind

keine Photonen beteiligt, sondern er findet durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen statt. Er
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ist in der Literatur als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer oder Forster-

Energietransfer (FRET) bekannt.[*]

3 HOOC

Abbildung 3.2: Strukturformeln der zur Markierung von Peptiden verwendeten Farbstoffe.
(A) pH-Wert-abhiangiges Gleichgewicht von 5(6)-Carboxyfluoreszein. (B) 5(6)-
Carboxytetramethylrhodamin. (C) der Pentamethin-Indocyaninfarbstoff S0387.

Abbildung 3.2 zeigt die chemischen Strukturformeln der in dieser Arbeit zur Markierung
von Peptiden verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. Tetramethylrhodamin zeigte sich jedoch
zur Untersuchung auf Glasoberfldchen wegen seiner starken adhisiven Eigenschaften und
wegen des Energietransfers von Fluoreszein zu Tetramethylrhodamin als weniger geeignet.
Der Pentamethin-Indocyaninfarbstoff S0387!°Y erwies sich als besser geeigneter Farbstoff
bei Arraymessungen in Verbindung mit Fluoreszein. Der Farbstoff 5(6)-
Carboxyfluoreszein wird trotz einiger nachteiliger Eigenschaften nicht zuletzt wegen
seines geringen Preises mit am hiufigsten verwendet.[®* Das Absorptionsmaximum von
Fluoreszein ist in wéssriger Losung abhidngig vom pH-Wert. Bei schwach saurer Losung
liegt die protonierte Form vor und das Absorptionsmaximum liegt bei 435 nm, in neutraler
und alkalischer Losung bei 492 nm. Zudem ist die Quantenausbeute im sauren Bereich
sehr klein, wihrend sie 1im alkalischen einen Wert von 0,9 annimmt.[®”!
Tetramethylrhodamin  liegt zwitterionisch vor und seine Absorptions- und

9
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Emissionsmaxima (553 nm bzw. 576 nm bei pH 7,0) sind unter physiologischen
Bedingungen wenig pH-Wert abhingig.!”! Der Pentamethin-Indocyaninfarbstoff S0387
besitzt sein Absorptionsmaximum bei 646 nm und sein Emissionsmaximum bei 669 nm.
Jedoch ist die Quantenausbeute deutlich geringer (0,18) als bei Fluoreszein.!**%*!

Die Farbstoffe lassen sich iiber ihre reaktiven funktionellen Gruppen in der
Festphasensynthese von Peptiden verwenden, konnen aber auch zur Markierung von

[6668] Eg gibt viele Mdglichkeiten um Fluorophore kovalent an

Proteinen eingesetzt werden.
Biomolekiile wie Peptide oder Proteine zu binden. Proteine werden hdufig mit Farbstoffen
markiert, die {iber eine zum Aktivester, Isothiocyanat oder Maleinimid derivatisierte
Carboxy-Gruppe verfiigen.[*7%

Eine sehr spezifische Anbindung an den N-terminus von Proteinen kann auch {iber native
chemische Ligation an N-terminal vorhandene Cysteine erfolgen.”>’* Die Proteine
miissen in letzterem Fall rekombinant hergestellt werden. Umgekehrt kann auch das
Protein als Thiolester exprimiert werden und ein Cystein-Rest zur Markierung verwendet
werden.!””! Die Markierungseffizienz ist jedoch in allen diesen Fillen durch die Kupplung
der Farbstoffe unter physiologischen Bedingungen nicht optimal. Jedoch sind diese
notwendig, damit Proteine und Farbstoffe intakt bleiben. Eine effizientere Markierung ist
bei der Festphasen-Peptidsynthese (SPPS)"®’"! erreichbar durch in sifu Aktivierung der
Carboxyfunktion.'”™ Durch einen Uberschuss an Farbstoff und der Kupplungsreagenzien
kann das Produkt nahezu vollstindig markiert werden.

Zur Markierung von Proteinen gibt es noch eine andere Moglichkeit. Durch rekombinante
Methoden ldsst sich das Protein mit einem zusétzlichen fluoreszenten Proteinteil
ausstatten.”” Das am lingsten eingesetzte, rekombinante und fluoreszente Protein ist das
GFP, das ,,Griin Fluoreszente Protein“. Es stammt aus der Qualle Aequoreia victoria, aus
dem durch genetische Verdnderungen weitere fluoreszente Proteine abgeleitet werden

konnten, die z.T. einen anderen Wellenldngenbereich abdecken. Als Beispiel seien hier

YFP, CFP und EGFP genannt.

3.2 Konfokale Mikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie ist eine der wichtigsten mikroskopischen Methoden um
biologische Proben und Vorginge in diesen Proben hochauflosend abzubilden. Fiir die
Fluoreszenzmikroskopie gelten im Prinzip die gleichen optischen Gesetze wie fiir die

Durchlichtmikroskopie, und sie erreicht wie diese keine Auflosung auf molekularer Ebene.
10
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Da die Detektion der Proben nicht auf dem Kontrast bei der Absorption von Licht beruht,
sind nur wenige fluoreszente Molekiile fiir eine zuverldssige Detektion notwendig. Die
laterale Auflosung wird dabei sehr dhnlich einem normalen Durchlichtmikroskop auch von
der Apertur des verwendeten Objektivs bestimmt.

Ein  Epifluoreszenzmikroskop ~ unterscheidet sich von  einem  normalen

Durchlichtmikroskop in wenigen Punkten.™®”

Der Strahlengang zwischen Probe und
Beobachter ist der gleiche. Unterschiede bestehen bei der Ausleuchtung der Probe.
Wihrend bei Durchlichtmikroskopen das Licht durch die Probe gestrahlt wird, wird das
Licht zur Anregung der Fluorophore auf die Probe als Auflicht durch das Objektiv
eingestrahlt. Die angeregten Fluorophore strahlen die Fluoreszenz in alle Richtungen ab,
und das Licht, das in das Objektiv fillt, kann detektiert werden. Um zuriickgestreutes Licht
der Anregungswellenldnge auszublenden und nur das der Emissionswellenldnge am
Detektor oder Auge zu erhalten, sind Farbteiler (dichroische Spiegel) und Filter in den
Strahlengang integriert. Auch muss in den Strahlengang vor dem Objektiv das
Fluoreszenzanregungslicht, das fiir gewdhnlich aus einer Quecksilberdampflampe stammt,
iiber einen halbdurchlédssigen, dichroischen Spiegel eingekoppelt und mit Filtern auf die
richtigen Wellenlédngen begrenzt werden. Um mehrere Farbstoffe detektieren zu konnen,
sind Fluoreszenzmikroskope mit mehreren Sdtzen von Filtern und Spiegeln ausgestattet,
die nach Bedarf in den Strahlengang gebracht werden.

Die Anregung mittels Quecksilberdampflampe eignet sich fiir die Darstellung von flachen
Objekten oder diinnen Schichten. Bei dicken Objekten wird durch die Anregung der Probe
und Streuung im Lichtkegel des Anregungslichtes der Kontrast stark vermindert. Dadurch
verringern sich laterale und axiale Auflésung. Durch die Entwicklung der konfokalen
Mikroskopie wurde dieser Nachteil ausgeglichen. Hier wird die Fluoreszenz nur aus einer
Ebene detektiert. Die dariiber und darunter liegenden Ebenen werden ausgeblendet. Dies
geschieht, indem die auflerhalb der Fokusebene erzeugte Fluoreszenz mit einer zur
Objektebene konfokalen Lochblende vor dem Detektor aus dem Strahlengang abgeblockt
wird. Das Prinzip ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Da allerdings auf diese Art nicht die
gesamte Probe gleichzeitig ausgeleuchtet werden kann, wird die Probe Punkt fiir Punkt
abgerastert. Hierfiir wird standardméBig das auch in dieser Arbeit liberwiegend eingesetzte
Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) verwendet. Durch bewegliche Spiegel wird das
Laserlicht Punkt fiir Punkt auf die gesamte Probe gelenkt. Wihrend beim
Epifluoreszenzmikroskop die Detektion mit einer CCD-Kamera und mit dem Auge

erfolgen kann, ist beim herkdmmlichen LSM die Detektion nur mittels Fotomultiplier

11



ALLGEMEINER TEIL

moglich. Auch hier werden neben der richtigen Farbwahl des Lasers noch Filter und
Strahlteiler verwendet um die Fluoreszenz nur eines bestimmten Fluorophors zu
detektieren. Durch FEinstrahlen mehrerer Laser (und damit mehrerer Wellenldngen)
gleichzeitig kann die Fluoreszenz mehrerer Fluorophore zur selben Zeit detektiert werden.
Dazu trennen mehrere dichroische Spiegel den Strahlengang vor den Detektoren wieder in
einzelne Wellenldngenbereiche auf. Da der Fotomultiplier nur Helligkeitswerte ermittelt,
konnen zur Darstellung der Fluoreszenzintensititen durch Farbzuordnung nachtrédglich

unterschiedlichen Fluorophoren beliebige Farben zugeordnet werden.

Detektor

Lochblende in
konfokaler Ebene

Strahlteiler

Laserlicht-
quelle -
Kollimator Rasterspiegel
Objektiv
: Praparat
Fokusebene

Abbildung 3.3: Aufbauprinzip eines Laser-Scanning-Mikroskops.

3.3 Mikroarrays

Ein Array ist definiert als Anordnung von mehreren gleichen oder unterschiedlichen

Elementen in einer oder mehreren Dimensionen. Arrays finden sich in den

12
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Biowissenschaften sehr hdufig als eine Anordnung auf einem zumeist planaren Triger.
Sind die immobilisierten Elemente mit einer Dichte von iiber 200 Stiick pro cm” auf einem
solchen Triger immobilisiert, so spricht man von einem Mikroarray.*!

Bei der Herstellung von Arrays sind einige Faktoren zu beachten, die eng miteinander
verkniipft sind, daher kann man auch von einem gesamten Array-System sprechen. Ein
solches System besteht aus den Fangermolekiilen auf der Oberfliche, dem Analyten, der
auf die Oberfliche gegeben wird, und der Auslesemethode (z.B. Fluoreszenz). Die
Identitét einer Probe ldsst sich nach Auslesen aus der Position auf dem Array ableiten. Aus
den Eigenschaften der Féngermolekiile ergeben sich die mdglichen Immobilisierungs-
methoden, desweiteren die Art wie die Substanzen bzw. deren Ldsungen auf die
Oberflidchen gebracht werden konnen.

Zur Immobilisierung der verschiedenen Féngermolekiile auf einer Oberfliche stehen
abhingig von den Féngermolekiilen, der Herstellungsmethode des Arrays und der
Detektionsmethode eine Vielzahl von Moglichkeiten zur Verfiigung. Die Anbindung kann
im Hinblick auf die chemische Funktionalititen der Fangermolekiile spezifisch oder

811 I vielen Fillen ist eine

unspezifisch, jeweils kovalent oder nicht-kovalent erfolgen.!
spezifische Anbindung nicht erforderlich. Soll eine Anbindung aus sterischen Griinden,
oder wenn die Anbindung an die Oberfliche groBen Einfluss auf die Aktivitit des zu
immobilisierenden Fangermolekiils haben kann, seitenkettenspezifisch erfolgen, stehen
unterschiedliche Methoden fiir eine Oberflachenderivatisierung zur Verfiigung.!'" Eine
spezifische nicht-kovalente Immobilisierung funktioniert beispielsweise iiber Ni*'-NTA-
(His-Tag),[Sl] Glutathion (GST-Tag),[Sz] Avidin (Biotin—Tag),[83’84] Protein A/G (IgG Fc
Region)® ! oder Oligo-DNA (Oligo-PNA).**?! Eine spezifische kovalente Anbindung
kann durch thiolhaltige Verbindungen auf Maleinimid- oder Bromoacetyl-derivatisierten
Oberfldchen erfolgen; auBerdem auf Glyoxylyl-, Semicarbazid- oder den in dieser
Dissertation zeitgleich mit Lesaicherre er al.® entwickelten Thiolester-derivatisierten

[94,95]

Glasoberfldchen; ferner iiber die sehr spezifische Staudinger-Ligation, eine Diels-

[36]

Alder-Reaktion,”® durch photoreaktive Gruppen,*® sowie durch Anbindung von Thiolen

an Goldoberflichen.”” "' Nichtspezifische Anbindung findet nicht-kovalent auf
Oberflichen aus beispielsweise PVDF, Nitrocellulose, und Poly(L-Lysin) sowie auf

hydrophobisierten Glasoberflichen!'" statt, oder kovalent auf Epoxid-,!""*'%*! Aldehyd-

[104] 105]

, Succimidylester-! und Isothiocyanat-derivatisierten Oberflichen. Bei diesen

nichtspezifischen Anbindungen konnen auch, falls vorhanden, mehrere funktionelle

13
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Gruppen eines Molekiils mit der Oberflache reagieren, da die Reaktivitit der Oberflédche
hiufig gegen funktionelle Gruppen gerichtet ist die hdufig vorkommen (z.B. Amin).

Die mogliche Immobilisierungsstrategie hingt auch von der Synthesemethode der zu
immobilisierenden Verbindungen ab. Dies ist entweder durch direkte Synthese der
creening-Verbindungen auf der Oberfliche selbst moglich oder indem die Verbindungen
zuerst hergestellt und nachfolgend in Losung auf die Oberfldchen gebracht werden. Im
ersten Fall lassen sich durch Methoden der Festphasenchemie Kollektionen von
Substanzen auf den Oberflichen synthetisieren.?*'%! Ein Beispiel hierfiir ist neben dem
ersten DNA-Mikroarray Prototyp auf Goldoberfldchen die so genannte SPOT-Synthese auf
Nitrozellulosemembranen.'"”) Fiir den Fall eines Aufbringens der fertigen Verbindungen
auf die Oberflachen stehen mehrere Technologien zur Verfiigung. Eine Mdglichkeit ist das
Aufbringen mittels Stempeltechniken.!'”®'*) Diese funktionieren sehr reproduzierbar und
die Stempel sind wieder verwendbar. Eine weitere Mdglichkeit ist das Aufbringen mit
Nadel-Robotern (Nadeldruckern). Die Verbindungen werden durch eine oder mehrere
Metallnadeln aus einer Mikrotiterplatte genommen, wobei ein kleiner Tropfen an den
Nadeln hidngen bleibt. Durch Kontakt mit der Oberfliche flieBt die Fliissigkeit ab und
bildet einen Spot auf der Oberfliche. Dabei haben die Nadeln je nach gewiinschter
Dosiermenge unterschiedliche Designs wie beispielsweise Split-Pins,”"'” Pin & Ring!"'!
usw. Ein Nachteil dieser Technologie ist, dass die Arrayoberfliche beim Kontakt mit den
Nadeln beschéddigt werden kann. Zudem bestehen grof3e Einschrankungen im Hinblick auf
die Verwendung nichtwissriger Losungen oder grolerer Anteile davon in den
Pipettierlosungen, da die Eigenschaften der Losung wichtig fiir das AbflieBen auf die
Oberfldche sind. Nadeldrucker waren die ersten zuverldssigen Pipettierroboter. Als
Alternative dazu wurden Ende der Neunziger Jahre kontaktfreie Pipettierroboter
entwickelt, die vom Prinzip her gleich einem Tintenstrahldrucker arbeiten.

In dieser Arbeit wurden die Losungen der verwendeten Substanzen entweder zu
Testzwecken manuell mit einer 2 pl-Pipette oder mit Hilfe eines kontaktfreien
Nanopipettier-Roboters mit piezoelektrischen Pipetten auf die Oberflichen pipettiert.
Solche Nanopipettier-Roboter kénnen je nach Bauart Losungen mit sehr verschiedenen
Eigenschaften pipettieren. Beziiglich der Eigenschaften der zu pipettierenden Losungen
bestehen jedoch auch hier Einschrinkungen. Die meisten Pipettierroboter wurden fiir die
Anwendung von Oligonucleotidlosungen entworfen und sind somit optimiert fiir das
Pipettieren von wéssrigen Losungen. Daher lassen sich Losungen mit stark von Wasser

abweichenden Eigenschaften manchmal nur schwer pipettieren. Je nach Roboter kdnnen

14



ALLGEMEINER TEIL

jedoch die Tropfenabgabeparameter soweit verdndert werden, dass ein zufrieden stellendes
Pipettieren moglich ist. Eine Ausnahme bilden Losungsmittel mit einem sehr hohen
Dampfdruck. Reines Acetonitril, Ethanol und Dichlormethan lassen sich nur in hoher
Verdiinnung mit Wasser pipettieren.

Die Wahl des Tridgermaterials und damit der Immobilisierungsmethode ist auch stark
abhingig von der gewihlten Detektionsmethode. Einige der Abschnitt 2 erwdhnten
Detektionsmethoden erfordern spezielle Oberflichen (z.B. SPR, RIFS). Haufig handelt es
sich dabei um metallische Oberflichen, Oberflichen aus Metalloxiden bis hin zu
Lichtwellenleitern.

Fiir die Mikroskopie, sowie fiir die iibliche Detektion mit fluoreszenzbasierten Mikroarray-
Scannern, sind optisch transparente Trager notwendig. Funktionalisierte Glastriger im
Format von Objekttragern werden heutzutage standardméBig fiir die Herstellung von
Mikroarrays verwendet und sind fiir die Mikroskopie geeignet. Die Glastrdger werden in
einem oder mehreren Schritten soweit veridndert, dass die gewiinschte Anbindungsmethode
ermdglicht wird. Dies geschieht im ersten Schritt {iber eine Anbindung von Silanen an die
Silanolgruppen des Glases. Die Silanolgruppen sind jedoch in ihrer Reaktivitdt stark von
Verunreinigungen und der chemischen Zusammensetzung des Glases abhéngig. So finden
sich auf der Oberflache statt der Silanolgruppen hiufig auch Siloxane, die zum Beispiel
durch Reaktion mit Molekiilen aus der Luft entstanden sind. Daher werden Glastréger vor
der Modifizierung mit aggressiven Séduren und/oder Basen behandelt, um alle
Verunreinigungen von der Oberfldche zu entfernen und wieder reaktive Silanolgruppen zu
erzeugen. Der nachfolgende Silanisierungsprozess kann auf mehrere Arten erfolgen. Es
wurden Methoden zur Silanisierung in wéssrigen und wasserfreien Losungsmitteln, sowie

[16,104,112-118]

ganz ohne Losungsmittel beschrieben, des Weiteren unter erhohter

"1 und tber die Gasphase.!'” In der Literatur finden sich je nach

[118.121,122] 1y,

Temperatur[
funktioneller Gruppe des Silans eine Vielzahl von Varianten der Herstellung.
fiir wasserfreies Arbeiten keine Argon-Box zur Verfiigung stand, fiel im Falle der
Silanisierung mit Aminosilan die Entscheidung auf eine nicht wasserfreie
Silanisierungsmethode. Durch die definierte Zugabe von Wasser zur Reaktionslosung
wurde die Reaktion vom Einfluss der Luftfeuchtigkeit entkoppelt. Als
Silanisierungsreagenzien dienen iiblicherweise Organosilane, die iiber hydrolysierbare
Gruppen wie Chlor- oder Alkoxy-Gruppen am Silizium verfiigen. Organosilane konnen als
Vermittlerverbindung fiir den Ubergang von anorganischen und organischen Substanzen

verstanden werden und konnen neben der Anbindung an Siliziumdioxidtrdgern auch an
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[123] Dje Reaktivitit und Struktur der Organosilane haben

Metalloberflichen anbinden.
einen groBBen Einfluss auf die Struktur und Stabilitit der
Oberflichenbeschichtung.!''®!**12! Silane mit mehreren hydrolysierbaren Gruppen neigen
zur Quervernetzung auf der Oberflache. Dies kann durch sterische Hinderung beeinflusst
werden.'?® Jedoch gelten Silane mit drei hydrolysierbaren Gruppen als diejenigen, die die
stabilste Oberfliche auf einem Glastrager bilden.!''

In den Abbildungen 3.4 und 3.5 sind die Reaktionsschemata zum Bindungsmechanismus
und zur Funktionalisierung der Oberflichen dargestellt. Bei der Anbindung an die
Silanolgruppen wird davon ausgegangen, dass das Organosilan erst hydrolysieren muss,
bevor die Kondensation der beiden Silanole erfolgt. Fiir die Hydrolyse ist eine katalytische
Menge Wasser notig.''¥ Dieses muss nicht unbedingt aus der Organosilanlosung
stammen. Wasser kann auch bereits auf der Oberfliche als diinne Schicht vorliegen.!'*”
Daher kann auch auf die Verwendung von wasserhaltigen Losungsmitteln verzichtet
werden, jedoch ist die Silanisierung auf diese Art unter Umstinden von einem weiteren

(1141 Welchen Einfluss duBere Faktoren

duBeren Einfluss wie der Luftfeuchtigkeit abhingig.
wie beispielsweise Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf den Silanisierungsprozess
tiberhaupt haben ist jedoch unklar. Im Anschluss an die Hydrolyse erfolgt die
Kondensation der durch Wasserstoftbriicken gebundenen Silane an die Oberfliche. Dabei
reagieren nicht immer alle Hydroxygruppen eines Trihydroxysilans mit der Oberfldche.
Teilweise erfolgt auch eine Vernetzung mit anderen Organosilanen oder die Silane wurden
erst gar nicht hydrolysiert. Um die an der Oberfliche haftenden Silane vollstindig
abreagieren und vernetzen zu lassen, werden die von der Reaktionslosung befreiten und
gespiilten Oberflachen haufig erhitzt. Dabei findet eine so genannte thermische Ausheilung
("thermal curing") der Oberfldche statt.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Silanisierungsmethoden verwendet, wobei je
nach verwendetem Silan verschiedene Funktionalititen fiir die Anbindung von
Féngermolekiilen auf den Oberflichen eingefiihrt wurden. Das Aminosilan APTES wurde
in einer wéssrigen Losung auf der Oberfldche verankert. Die andere Silanisierungsmethode
war die direkte Reaktion von reinem GOPTS mit der Glasoberfliche. In letzterem Fall
wurde die Oberfliche nachtriglich noch weiter modifiziert um unspezifische
Wechselwirkungen des nicht mit Fangermolekiilen beschichteten Teils des Arrays mit den
Analyten besser zu unterbinden (sieche Kapitel 4).

Ein wichtiges Kriterium, wenn es um die Vergleichbarkeit innerhalb eines Arrays geht, ist

natiirlich auch die Qualitidt der pipettierten Spots, insbesonders im Hinblick auf die
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Uniformitdt der Spots. Homogenitdt, Intensitdit und GroBe sollten bei gleichen
Eigenschaften der Spots moglichst &hnlich sein. Um eine eine bessere Vergleichbarkeit der
absoluten Intensititen zwischen verscheidenen Arrays zu erhalten, empiehlt es sich
entsprechende Referenzsubstanzen auf die Oberflichen zu pipettieren. Die fluoreszenten
Referenzspots werden mit den erhaltenen Signalen verglichen und auf den Array normiert,
so dass je nach Reaktivitdt der Oberfliche oder verdnderten Inkubationsbedingungen die
relativen Intensitdten der Signale vergleichbar sind. Im Hinblich auf die Uniformitit der
Spots spielt das Eintrocknen der pipettierten Losungen nach der Reaktionszeit auf der
Oberfliche eine wichtige Rolle. Fiir das Eintrocknen werden in der Literatur zwei Modi
beschrieben!'**: Ein Eintrocknen bei konstantem Kontaktwinkel und ein Eintrocknen bei
konstanter Kontaktflache. Diese Benetzungshysterese kann durch Rauheit der Oberflédche,
chemische Instabilitdt und Heterogenitit der Oberfliche beeinflusst werden. Jedoch sind
die genauen Ursachen des Verhaltens und der Grund dieser Hysterese noch nicht

vollstindig verstanden.'**
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Abbildung 3.4: Reaktionsschema der Silanisierung

Praktisch gesehen kann der Eintrocknungsprozess einem reinen Modus wie oben
beschrieben folgen, oder aber er wechselt wihrend des Prozesses. Auf hydrophoben
Oberflichen folgt beispielsweise Wasser beim Eintrocknen dem Modus mit konstantem
Kontaktwinkel.

In dieser Arbeit wurde das Eintrocknungsverhalten der verschiedenen Proben auf den
unterschiedlichen Oberfldchen nicht explizit untersucht, jedoch mussten bei der Anbindung
der NTA-Molekiile viele Versuche und letztlich eine Anderung der Oberflichenanbindung
vorgenommen werden, um eine Verbesserung der Qualitdt der Spots zu erhalten. Letztlich
hat also die Anderung des Eintrocknungsverhalten der Spots auf einer anderen Oberfliche

zu einer Verbesserung der Spotqualitdt beigetragen.
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Abbildung 3.5: Beispiel fiir eine Derivatisierung einer epoxyfunktionalisierten Oberflédche

mit einem Amin. Im Beispiel dient als Amin ein Diaminopolyethylenglykol.

3.4 NTA-Chelatoren

NTA-Chelatoren werden standardméBig bei der Aufreinigung von Oligohistidin markierten

Proteinen durch Metallionenaffinitits-Chromatographie verwendet.!'*”!

Hierbei werden die
Proteine tiber ihr Oligohistidin an die mit Ni*" beladenen NTA-Molekiile, die in hoher
Dichte auf einem Triagermaterial immobilsiert sind, komplexiert. Nach dem Abspiilen der
nichtmarkierten Proteine mit Puffer wird die NTA-Aufreinigungssdule mit einer
Imidazolldsung gespiilt. Dabei verdringt das in hohem Uberschuss zugegebene Imidazol
die Oligohistidine an den Ni*"-Ionen. Diese Metallionenaffinitits-Chromatographie wurde
bereits 1975 eingefuhrt.[13o] Oligohistidin markierte Proteine werden fiir gewohnlich
rekombinant hergestellt.

Die Bindung an Ubergangsmetalle mit NTA-Chelatoren wurde bereits ebenfalls

erfolgreich  zur Detektion von  Oligohistidinen,*'"'**!

[134-136]

zur  Anbindung an

Lipidmembranen
18
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genutzt.!”” Diese Bindung wurde auch an Oberflichen, die mit NTA-Molekiilen

I sowie

derivatisiert waren, mit Oberflichenplasmonenresonanz und RIfS untersucht!'**!**
auch auf Glasoberflichen mittels TIRF.[**) Die Bindung wurde auch bereits ausgenutzt um
histidinmarkierte ~ Proteine  auf  NTA-mikrostrukturierten  Goldoberflichen  zu
immobilisieren und nachfolgend Zellen auf diesen Oberflichen zu kultivieren.'*”) Auf
diese Art wurden zellulire Mikroarrays erzeugt. Uber ATR-FTIR Spektroskopie wurden
ebenfalls Oligohistidin-Peptide an NTA-SAM Oberflichen auf Gold oder SiO,
untersucht.'*) Die Eigenschaften der Bindung von Proteinen und Peptiden wurde im
Hinblick auf Reversibilitdt, Bindungsmechanismus und Unterschiede zwischen
verschiedenen Chelat-Molekiilen untersucht.['**3")

Ein Vorteil der koordinativen Bindung an Ubergangsmetallionen ist, dass nur Cystein und
Histidin eine ausgeprigte Affinitit an diese Ionen zeigen (auch Glutamat, Aspartat,
Arginin und Lysin zeigen eine schwichere Affinitét), also zwei Aminosduren, die weniger

hdufig in Proteinen auftreten. Ein weiterer interessanter Punkt ist, dass die Bindung durch

Zugabe des Kompetitors Imidazol unter milden Bedingungen schaltbar ist.
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Abbildung 3.6: Strukturformeln der verwendeten NTA-Chelat-Molekiile. (A) Tris-, (B)
Bis-, (C) Mono- und (D) Tetrakis-NTA-Molekiile.
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Die bisherigen verwendeten, konventionellen NTA-Molekiile tragen nur einen einzigen
Chelatkopf (Mono-NTA). Durch die Synthese!**'*"'** und Anwendung von Molekiilen
mit Multichelat-Gruppen wie Bis-, Tris- oder Tetrakis-NTA-Molekiilen (Abbildung 3.6) ist
die damit verbundene multivalente Anbindung von Oligohistidine stirker.!'**'?”]

Die Bindung der Histidine an die Ni*'-NTA-Chelat-Molekiile erfolgt durch eine
oktaedrische Koordination an den Ni*"-Ionen. Zwei Imidazolringe der Histidinkette, die
drei Acetat-Gruppen und der Stickstoff des NTAs konnen die sechs Koordinationsstellen
zum Ni*"-Ion bilden. Im Falle fehlender Koordinationspartner, wie sie bei anderen
Chelatoren (z.B. IDA) auftreten konnen, oder auch bei unvollstindiger Koordination durch
das Histidin (z.B. bei zu kurzen oder sterisch eingeschriankten Histidinen), koordiniert
Wasser an das Ni*-Ion. Dies wurde durch Rontgenstrukturanalyse an Proteinen oder auch
bei anorganisch hergestellten Komplexen, die mit einem einzelnen Imidazol an ein Ni*'-

£ Abbildung 3.7 zeigt schematisch die Bindung eines

Ion koordinieren, gezeig
Oligohistidins auf einer Ni*-NTA-belegten Oberfliche.

In dieser Arbeit sollten die His-Ni*-NTA-Komplexe im Mikroarrayformat unter
gleichzeitiger Verwendung von His;o- und Hise-Peptiden mit mikroskopischen Methoden
untersucht werden. Dabei sollte auch die Dissoziation der beiden Oligohistidine bei
verschiedenen Imidazolkonzentrationen an der Oberfliche gezeigt werden. Parallel dazu
wurden von Kooperationspartnern Dissoziationsmessungen zwischen Oligohistidin
markierten Proteinen und NTA-Multichelatoren sowohl in Losung, als auch auf
groBflachig beschichteten Oberfldchen durchgefiihrt.

Eine Schwierigkeit der Messungen an Oberflichen ist mit Sicherheit der Einfluss
unspezifischer Wechselwirkungen mit der Oberfliche. Dies gilt sowohl fiir die Bindung
der Oligohistidine an die Ni*’-NTA-Molekiile, als auch schon fiir die Bindung der Ni*'-
NTA-Molekiile an die aktivierten Glastrdger selbst. Jedoch ldsst sich durch
Kontrollexperimente eine Spezifitit der Bindung zeigen.

Die Messung von Bindungskonstanten ist bereits erfolgreich mit anderen
niedermolekularen =~ Rezeptor-Ligand-Systemen  auf  Mikroarrays  durchgefiihrt
worden.!"'"*!"” Hierbei wurde die Anbindung von fluoreszenten Liganden iiber konfokale
Fluoreszenzdetektion am Beispiel einer bekannten Rezeptor-Ligand Wechselwirkung
untersucht.

Das Bindungsgleichgewicht von fluoreszenten Oligohistidinen an NTA-Molekiile ldsst

sich zundchst als Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung auffassen und ganz allgemein

darstellen als: A+B~ AB
20
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung eines fluoreszent markierten Hexahistidins
an ein oberflichengebundenens Ni*"-Bis-NTA-Molekiil. Dargestellt ist die

idealisierte Bindung (Histidine binden der Reihe nach).

Die Hinreaktion der Bindung wird dabei als Assoziation und die Riickreaktion als
Dissoziation bezeichnet. Allgemein gilt fiir die Bildung des Komplexes das

Massenwirkungsgesetz (3.1).

e T ] o0

K, wird als die Assoziationskonstante bezeichnet. Die Dissoziationskonstante K, ist

der Kehrwert der Assoziationskonstante. Die messbare Grofle der in dieser Arbeit

verwendeten Messmethode durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie ist die Fluoreszenz
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auf der Oberfldche. So ldsst sich fiir die Reaktion eines fluoreszenten Liganden an die an

die Oberflidche gebundenen NTA-Rezeptoren formulieren als:
A* +Bg = A*Bg

Hierbei ist A* die in der Losung iiber der Oberfliche vorhandene Menge an fluoreszentem
Oligohistidin und Bg das auf der Oberfliche gebundene NTA-Molekiil. Die aus der
Messung erhaltene Anderung des Fluoreszenzsignals spiegelt die Anderung der Menge des
auf der Oberfliche gebundenen Liganden A* wieder und gibt somit direkt Auskunft {iber
die Bindung. Die Fluoreszenz an der Oberfliche wird erhalten, indem die
Ligandfluoreszenz von der Gesamtfluoreszenz subtrahiert wird. Dies erfolgt durch
Abziehen der Fluoreszenz auflerhalb der rezeptorfunktionalisierten Fldchen von der
Fluoreszenz auf den rezeptorfunktionalisierten Fliachen. Die Fluoreszenz auBlerhalb der
rezeptorfunktionalisierten Fldchen hat ihre Ursache in der Fluoreszenz der geldsten
Molekiile an der Oberfliache. Sie wird als Hintergrundfluoreszenz bezeichnet. Die erhaltene
GroBe wird im Folgenden als Nettofluoreszenz bezeichnet.

In dieser Arbeit wurde die Dissoziation der Oligohistidin-Multichelatgruppen durch die

Zugabe von Imidazol untersucht. Idealerweise dndert sich das erhaltene Fluoreszenzsignal

gemal:
dR
— =—k,R 3.2
p d (3.2)
R t
dR
= — =—| k,dt 3.3
% I ’ (33)
< [inRJ;, =[-k.], (3.4)
= InR-InR, =—k,t—k,t, (3.5)
= ln(ij =—k,(t—t,) (3.6)
RO
R —k (tty)
& —=e 3.7
R (3.7)

0
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somit erhélt man fiir den zeitlichen Verlauf des Fluoreszenzsignals:

R =R ™ (3.8)

kq ist die Dissoziationskonstante, R das um den Hintergrund korrigierte gemessene
Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt # und Ry das um den Hintergrund korrigierte gemessene
Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt #.
Die Bindung von Oligohistidin an Multichelat-Gruppen ist, wie schon erwéhnt, nicht
besonders gut definiert. AuBerdem erfolgt die Bindung tiber mehrere Bindungszentren und
eine Riickbindung ist dadurch ebenfalls wahrscheinlich. Bei hohen Konzentrationen von
NTA-Molekiilen auf der Oberfliche besteht auch eine erhohte Wahrscheinlichkeit der
Anbindung von einem Oligohistidin an mehrere NTA-Chelatoren. Unter Beriicksichtigung
dieser Effekte wurde die Bindung als Bindung an mehrere inhomogene Bindungsstellen
mit Riickbindungsmoglichkeit behandelt.**! Gleichung (3.2) wurde dazu um einen
Riickbindungsanteil, der von der Konzentration des Oligohistidins an der Oberfldiche R und
den noch freien NTA-Gruppen auf der Oberflache R,.x-R abhéngt, erweitert. Daraus ergibt
sich bei der Dissoziation fiir die Anderung des Fluoreszenzsignals:

dR

=k R+d(Ry ~ROR (3.9)

max

Riax ist die maximal mogliche Fluoreszenz (grofte Anzahl an gebildeten Komplexen) auf
der Oberfldche und d spiegelt die Neigung eines dissoziierten Molekiils zur Riickbindung
wieder. Variablentrennung und Integration ergibt:

k, 1

R:RO(RmaX - d ) k (3'10)
(Rmax - ;d - RO )e(_dRmax"'kd Nt—ty) n RO
Die vereinfachte Losung der Differentialgleichung (3.9) lautet:
N = (3.11)
(Rfest - R, )e_a(HO) +R,
mit
a=dR,. —k, (3.12)
und
k
R = R = (3.13)

Ryes 1st der Anteil an Peptid, der auf der Oberfliche durch Riickbindung auch nach beliebig

langer Zeit nie mehr von der Oberfldche dissoziiert. Bei Verwendung von Imidazol zur
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Verdriangung von Oligohistidin kommen nun noch viele weitere Effekte hinzu. So nimmt
beispielsweise Rmax mit zunehmender Imidazolbelegung ab und die Neigung einer
Riickbindung wird ebenfalls kleiner. AuBlerdem muss auch noch das
Bindungsgleichgewicht von Imidazol beriicksichtigt werden. Wird die Anderung des
Fluoreszenzsignals in Gleichung (3.11) auf diese Bedingungen abgeéndert und Ry, als
Funktion der Imidazolkonzentration c¢ aufgetragen, so kann unter Beriicksichtigung der
Unkenntnis des genauen Bindungsmechanismus eine sigmoidale Funktion wie (3.14)

angenommen werden. [133]

R, (c)= M (3.14)
fest c
1+ ( )’
EC,,

c ist die Konzentration an Imidazol in der Losung iiber dem Mikroarray. ECso gibt die
Konzentration bei halber Kurvenhéhe an und wurde als Faktor fiir den Vergleich von
mehreren Kurven herangezogen. p gibt Auskunft {iber die Steilheit der Kurve und ist ein
indirektes MaB fiir die Anzahl der beteiligten Bindungsstellen.

In dieser Arbeit wurden die niedermolekularen Wechselwirkungen von unterschiedlichen
Oligohistidinen auf unterschiedlich dicht mit NTA-Chelatoren beladenen Oberfldchen

untersucht. Dabei sollten zwei Oligohistidine parallel untersucht werden.

3.5 Molekulardynamische Methoden!™*® ™)

Um Informationen beziiglich méglicher Geometrien und Stochiometrien zwischen den fiir
die Untersuchungen auf den Oberflichen eingesetzten Oligohistidinen und Ni*'-NTA-
Komplexen zu erhalten, wurden molekulardynamische Untersuchungen durchgefiihrt.
Aufgrund der erhaltenen Geometrien sollten verbesserte NTA-Chelatoren oder andere
Histidin-Marker fiir eine optimierte Bindung der Oligohistidine an die Chelatoren
entworfen werden. Molekulardynamische Methoden beruhen auf der Berechnung der
potentiellen Energie eines Systems (z.B. eines einzelnen Molekiils), indem die Positionen
der Atome durch Anwendung von Newtons Gesetzen der Bewegung iiber einen kurzen
Zeitraum bei gegebenem Druck und/oder gegebener Temperatur immer wieder berechnet
werden. Dabei berechnet sich jeder Zustand deterministisch aus dem vorhergehenden (im
Gegensatz zur Monte-Carlo-Methode). Die aufeinander wirkenden Kréfte der sich
bewegenden Atome ergeben sich dabei unter Zuhilfenahme eines Potentials (z.B. Lennard-

Jones). Die Gleichungen der Bewegungen der Atome werden deshalb {iber einen Zeitraum
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hinweg integriert und die Berechnung wird in viele kleine Zeitschritte unterteilt deren
Grofle tblicherweise zwischen einer und zehn Femtosekunden betrdgt. Nach jedem
Zeitintervall werden die Krifte, die auf die Atome wirken, berechnet und daraus die
Beschleunigungen und Bewegungen ermittelt. Wéhrend des Zeitintervalls werden die
wirkenden Krifte als konstant betrachtet, anschlieBend die Atome an die aus den
Bewegungen resultierenden Positionen gesetzt und erneut die auf die Atome wirkenden
Krifte berechnet. So ldsst sich eine Trajektorie erstellen, die die Anderung der
Geschwindigkeiten und der Positionen der Atome und der sich daraus ergebenden
potentiellen Energie iiber die Zeit beschreibt.

Die Parameter, die fiir die Berechnung der wirkenden Krifte aufgrund eines gewihlten
Potentials benotigt werden, basieren auf Kraftfeldern, die vorher fiir das System definiert
werden miissen. Die Geschwindigkeiten der Atome werden bei Initialisierung des Systems
randomisiert auf die Atome verteilt. Daraus ergibt sich auch, dass zwei
Molekulardynamiken zweier genau gleicher Systeme bei Verwendung gleicher Parameter
nicht zum gleichen Ergebnis fithren miissen. Da der Rechenaufwand bei steigenden
Atomzahlen exponentiell wéchst, ist es sinnvoll, so genannte Cutoff-Radien fiir
elektrostatische Wechselwirkungen einzufiihren. Das ist der Radius um ein Atom ab dem
keine Wechselwirkungen zu anderen Atomen mehr zu berechnen sind.

Nach dem Ende einer molekulardynamischen Simulation kann sich das System in einem
sehr gespannten Zustand mit ungiinstigen Anordnungen der Atome zueinander befinden.
Um diese Spannungen zumindest lokal zu beheben, werden Minimierungen durchgefiihrt.
Die Minimierung von Systemen dient zum Auflosen von offensichtlich ungiinstigen
Konformationen von Molekiilen. Sie ist ein zweistufiger Prozess. Zundchst wird die
potentielle Energie des Systems iiber die Aufsummierung aller einzelnen auftretenden
Energiebeitrage zur potentiellen Energie wie beispielsweise die der Bindung, des Winkels,
der Torsion sowie den Nicht-Bindungspotentialen bestimmt und diese dann durch
schrittweise Anderungen der Konformation so veriindert, dass die Energie moglichst klein
wird. Die verwendeten Kraftfelder enthalten sowohl die funktionelle Form des Ausdrucks
der potentiellen Energie unter Beriicksichtigung der Atomkoordinaten als auch den
gesamten Satz an Parametern (z.B. Kraftkonstanten). Fiir die Minimierung stehen
verschiedene Minimierungsalgorithmen zur Verfiigung. Gemeinsam ist ihnen, dass durch
die Veranderung der Konformation das fiir die vorhandene Ausgangsituation erreichbare

Energieminimum ermittelt wird. Bei Minimierungen sind keine Optimierungen iiber eine
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Energiebarriere hinweg moglich. Energiebarrieren lassen sich (unter Umstidnden nur bei
erhohter Temperatur) nur durch Molekulardynamiksimulationen iiberwinden.

Die meisten kommerziell erhiltlichen Kraftfelder, die bei Simulationen eingesetzt werden,
sind jeweils fiir einen Anwendungszweck beziiglich ihrer Parameter und des Ausdrucks
der potentiellen Energie optimiert oder wurden von vornherein fiir diesen Zweck
entwickelt. Sie sind zumindest teilweise empirischer Natur, sollten aber eine
Ubertragbarkeit auf Molekiile gleichen Typs ermdglichen. So wurde beispielsweise das
Kraftfeld AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement)!>*"*!! speziell fiir
Berechnungen von Makromolekiilen wie Proteinen und Nukleinséduren entwickelt. Das
Kraftfeld CVFF (Consistent-Valence ForceField von Accelrys Inc.) wurde fiir
Aminosduren, Wasser und einige funktionelle Gruppen entwickelt, so dass es fiir viele
organische Molekiile aber auch fiir Proteine einsetzbar ist. Das in dieser Arbeit verwendete
Kraftfeld ESFF (Extensible Systematic ForceField) ist ein so genanntes auf Regeln
basierendes Kraftfeld, das sich fiir metallorganische Verbindungen eignet, und fiir fast das
gesamte Periodensystem verwendbar ist..'”*'**! Es ist wie alle regelbasierten Kraftfelder
abhingig von atomaren Parametern in Verbindung mit theoretisch und empirisch
abgeleiteten Regeln fiir die Generierung von Kraftfeldparametern. Das ESFF wurde bereits
mit gewissem Erfolg fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen organischer Molekiile

152-154]

mit Metallionen eingesetzt,! und speziell das System Nickel-Histidin wurde bereits

mit dem hier gew#hlten Kraftfeld molekulardynamisch untersucht.!'>?

Die Simulationen in dieser Arbeit wurden als Simulated Annealing durchgefiihrt. Dabei
handelt es sich um molekulardynamische Simulationen, bei denen das System zunichst bei
hohen Temperaturen molekular+dynamisch simuliert und anschlieBend in mehreren
Schritten langsam abgekiihlt wird. Nachfolgend schlieen sich Minimierungsschritte an
bevor die erhaltene Struktur ausgespeichert wird. AnschlieBend wird wieder erhitzt und die
Prozedur wiederholt sich. Insgesamt entspricht diese Prozedur einem Tempern, wie es bei
Metallen und Legierungen angewendet wird, nur iiber einen sehr kleinen Zeitraum. Auf
diese Art und Weise konnen Potentialbarrieren durch wiederholte Durchldufe tiberwunden
und viele verschiedene Konformationen eines Molekiils erhalten werden. Je nach GrofBe
des Systems/Molekiils ergibt sich ein erheblicher Rechenaufwand, der selbst bei
leistungsstarken Computersystemen sehr lange dauern kann. (Ein Simulated Annealing des

in dieser Arbeit untersuchten Systems in einer Wasserbox wurde deshalb nicht

durchgefiihrt.)
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3.6 Die Native Chemische Ligation

Die Native Chemische Ligation ist eine sehr selektive Methode um zum Beispiel zwei
groflere ungeschiitzt vorliegende Peptide miteinander kovalent im wissrigen Medium unter
Bildung einer stabilen Amidbindung zu verbinden.!">>">*! Dabei war es hiufig das Ziel, auf
semiprédparative Art und Weise Proteine durch Fragmentkondensation zu synthetisieren.
Jedoch lédsst sich die native chemische Ligation auch anwenden, um Proteine
beispielsweise mit einem fluoreszenten Marker zu versehen.[”! Gleiches gilt natiirlich auch
fiir Peptide. Die native chemische Ligation beruht auf der Reaktion eines C-terminalen
Thiolesters eines Peptids, Proteins oder anderen kleinen Molekiils mit einem N-terminalen
Cystein eines anderen Peptides oder Proteins. Denkbar ist die Reaktion auch unabhingig
von peptidischer Struktur, so dass ein Thiolester mit einer organischen Verbindung mit
Amino- und Thiolgruppe reagiert. Jedoch muss die Thiolgruppe in [-Position zur
Aminogruppe am Kohlenstoffgeriist angebunden sein. Die Reaktion findet zweistufig statt
(Abb. 3.10). Im ersten Schritt findet ein Thiolesteraustausch statt, bei dem die
Abgangsgruppe des benzylischen Thiolesters durch das Thiol des Cysteins reversibel
ersetzt wird. Im zweiten Schritt findet ein S—N-Acyltransfer statt. Das Konjugat lagert
sich durch Amidbindung bei Freisetzung der Thiolfunktion des Cysteins um. Bei Proteinen
und Peptiden koénnen auch andere Thiolgruppen in internen Cysteinen durch
Thiolesteraustausch mit der eingesetzten Thiolesterkomponente reagieren. Diese Bindung

156 (Jber diese Austauschreaktion lassen

ist jedoch wenig produktiv und zudem reversibel !
sich z.B. durch einen Uberschuss an Quenchthiolen (z.B. MESNA) in der Losung die
reversibel gebundenen Cysteine wieder verdriangen.

Fiir Proteine gibt es bei der Anwendung dieser Methode mehrere Limitationen. Proteine
mit einem C-terminalen o-Thiolester waren liangere Zeit rekombinant nicht zugénglich.[”!
Proteine mit N-terminalem Cystein, werden iiblicherweise rekombinant als Prekursoren
hergestellt und mit einer seitenkettenspezifischen Protease gespalten um das N-terminale
Cystein zu prisentieren. Dabei konnen jedoch auch Abspaltungen an anderer Stelle des
Proteins auftreten, da die verwendeten Proteasen meist nicht 100%ig spezifisch sind, so
dass eine Aufreinigung notwendig ist. Zwei Methoden mit denen diese Problematik

159] und

umgangen werden kann, sind erstens das Intein vermittelte Protein Splicing,'
zweitens der Ansatz das Cystein am N-Terminus an zweiter Stelle hinter einem Methionin
zu exprimieren und nachfolgend das Methionin mit einer endogenen

Methioninaminopeptidase selektiv abzuspalten.!”!

27



ALLGEMEINER TEIL

Die native chemische Ligation ist sehr spezifisch und bietet bei der Verwendung von
Peptiden den Vorteil, dass das notwendige Cystein, ohne weitere spezielle
Reaktionsschritte, am Ende der (Festphasen-) Peptidsynthese (SPPS) am N-Terminus
eingefiihrt werden kann. Der Thiolester ldsst sich ebenfalls einfach am C-terminus eines
Peptides einfiihren. Thiolester lassen sich auch leicht auf Oberflichen herstellen, ergeben
im Vergleich zu Epoxiden und Thiolen eine stabile Oberflichenderivatisierung, und stellen
somit im Zusammenhang mit der nativen chemischen Ligation eine sehr interessante
Variante der Oberflichenderivatisierung dar. Ein kleiner Nachteil ist, dass cysteinhaltige
Peptide verhéltnisméBig leicht oxidieren, was im Hinblick auf die Verwendung und
Haltbarkeit groer Peptidbibliotheken von Bedeutung sein kann. Um die Glasoberflichen
fir Proteine bei mdglichst geringem Hintergrund zu nutzen, ist es vorteilhaft,
Polyethylenglykole als Spacer zwischen Glas und Thiolesteroberfliche einzufiihren. In
Abbildung 3.8 ist die in dieser Arbeit verwendete Oberfldchenderivatisierung fiir die native
chemische Ligation dargestellt. Insgesamt ist bei der nativen chemischen Ligation
allerdings mit geringen Endausbeuten zu rechnen, so dass auf den Oberflichen hohe

Uberschiisse eingesetzt wurden.
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Abbildung 3.8: Reaktionsschema der nativen chemischen Ligation. Im 1. Schritt findet
eine reversible Thiolesteraustauschreaktion statt. Unter basischen Bedingungen greift
dabei das Sulfid-Anion am Carbonyl-Kohlenstoff unter Abspaltung des Benzylthiolats
an. Im 2. Schritt findet ein spontaner S—N Acyltransfer statt, so dass sich eine

Amidbindung unter Freiwerden der Thiolfunktion des Cysteins bildet.
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Ein weiterer Vorteil dieser chemoselektiven Immobilisierungsmethode ist die Anbindung
nur an einer Stelle des Proteins, wodurch die Konformation und die Orientierung erhalten
bleibt. Damit lassen sich beispielsweise Proteine so immobilisieren, dass sich ihre
Anheftungsstelle auf der zur Oberflache gegeniiberliegenden Seite des Molekiils befindet.
Jedoch ist bis jetzt dazu noch kein direkter Beweis gefiihrt worden.

Die durch den S—N-Acyltransfer freiwerdende Thiolfunktion des Cysteins stellt einen bei
dieser Immobilisierungmethode interessanten Aspekt dar, da an dieser Funktionalitdt mit
Hilfe eines Maleinimids oder iiber eine Disulfidbriicke eine zusdtzliche Anbindung eines
zweiten Molekiils moglich sein konnte.

In dieser Arbeit wurde die native chemische Ligation fiir eine selektive Immobilisierung,
die insbesondere fiir Peptide gedacht ist, auf thiolesteraktivierten Glasoberflichen
entwickelt und durchgefiihrt. Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit die Moglichkeit der
zusitzlichen Anbindung an die frei gewordene Thiolfunktion erprobt. Alle diese Arbeiten

wurden zeitgleich zu Lessaicherre et al.”*! durchgefiihrt.

3.7 Beschichtung von Mikrocantilevern

Das Einsatzgebiet der ersten Mikrocantilever war die simultane Detektion von
Verbindungen in der Gassensorik.!'®'® Nach und nach hilt diese Detektionstechnik
jedoch auch Einzug in die Biosensorik.!'®! Beispielsweise wurde die Proteinadsorption auf
Cantilevern beschrieben und die Adsorption auf verschieden beschichteten Oberflichen
vermessen.!'®+1%! Selbst Konformationsinderungen von Proteinen, die iiber eine Dauer
von zwolf Stunden auftraten, verdnderten die Oberflichenspannung auf den Cantilevern, so
dass sich die Verbiegung messbar verinderte.['® Auch wurden bereits durch Aufbringen
von DNA-Proben durch Hybridisierung mit entsprechendem DNA-Material Verbiegungen
der Cantilever beobachtet.'®”) Mittlerweile werden mit Hilfe von Cantilevern Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) untersucht und dabei das dynamische und statische

{ [168-170]

Messprinzip fiir Cantilever verwende Des Weiteren wurden auf Cantilevern

Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen  detektiert,!'!7?!

[173

glukosesensitive Cantilever-

] und neuerdings auch Cantileverarrays zur Untersuchung von
68,100]

biosensoren beschrieben

Peptid-Antikorper-Wechselwirkungen ~ verwendet.! Bisherige Immobilisierungs-

methoden der Rezeptoren auf den Arrays waren entweder das vollstindige Beschichten

durch Einlegen des gesamten Arrays in die entsprechenden Fangermolekiillosungen mit

1001 hder das
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Eintauchen einzelner Cantilever in Mikrokapillaren um verschieden beschichtete
Cantilever zu erhalten.""®! Das Spotten von DNA-Proben auf Cantilever wurde parallel zu
der hier gezeigten Arbeit von Bietsch et al. durchgefiihrt und verdffentlicht."*” Allerdings
geschah dies auf wesentlich gréferen Cantilevern, die auch einen erheblich groferen
Abstand voneinander hatten als die hier verwendeten.

In dieser Arbeit wurden die von O. Mader®*'®” durchgefiihrten Arbeiten auf dem Gebiet
der Cantilever um die Funktionalisierung der Oberflichen mit Hilfe eines Nanopipettier-
Roboters erweitert. Dies sollte das Beschichten von Mikrocantilevern erheblich
vereinfachen, da keine Referenzcantilever nachtriglich erzeugt werden miifliten und
mehrere Substanzen bei niedrigerem Verbrauch an Probenmaterial gleichzeitig auf
Cantilevern immobilisiert werden konnen. Da bereits Messungen mit dem verwendeten

1001 wurde auf solche

Peptid auf sehr &hnlichen Cantilevern durchgefiihrt waren,
Messungen mit den beschichteten Cantilever verzichtet. Das verwendete Peptid OM-P18
besal} eine Thiolgruppe iiber die die Bindung an die Goldoberfldche erfolgen sollte. Es war
mit Fluoreszein markiert und verfiigte {iber eine Aminosduresequenz (myc-tag) die eine

Anbindung von Antikérpern ermdoglichte.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im ersten Teil dieses Kapitels werden die Herstellung und die Anwendung von NTA-
Mikroarrays fiir Dissoziationsmessungen vorgestellt. Nachfolgend werden die Ergebnisse
aus den molekulardynamischen Untersuchungen zu den Oligohistidin-Nickel-NTA-
Chelatkomplexen, die  Entwicklung und der Einsatz der  Oberflachen-
immobilisierungsmethode tliber die native chemische Ligation sowie die Ergebnisse aus
den Arbeiten zur Funktionalisierung einzelner Cantilever mit Hilfe eines Nanopipettier-

Roboters dargestellt.

4.1 NTA-Mikroarrays fur die Untersuchung der Anbindung von
Oligohistidinen

Die chemoselektive und konformationell orientierte Immobilisierung von Proteinen und
Peptiden auf Oberflichen stellt fiir viele bioanalytische und biotechnologische
Anwendungen eine Notwendigkeit dar. Wihrend der Anfertigung der folgenden Arbeiten
wurden von Kooperationspartnern bei Bindungs- und Stabilitidtsuntersuchungen auf
Oberfldchen, die mit mulitvalenten NTA-Chelatoren belegt waren, mit verschiedenen
histidinmarkierten Proteinen gezeigt, dass eine Mehrfachanbindung der Oligohistidine an
die Ni**-NTA-Gruppen erfolgt.!'** Die Stirke der Mehrfachanbindung war dabei abhingig
von der Dichte der Ni*?"-NTA-Molekiile auf der Oberfliche. Die Anbindung von Hise-
markierten Proteinen an traditionelle Ni**-Mono-NTA-Oberflichen und an neu entwickelte
Ni**-Bis-NTA-Oberflichen wurde dabei als wenig stabil beschricben. Durch
Dissoziationsexperimente mit Imidazol auf Ni*’- Mono-, Bis- und Tris-NTA belegten
Oberflichen mit Hisg- und Hisjo-markierten Proteinen konnten diese durch Zugabe
entsprechender Imidazolkonzentrationen gut durch ihre verschiedenen ECs,-Werte
unterschieden werden. Durch die Moglichkeit mehr multivalente Bindungen auszubilden
zeigen Hisjp-markierte Proteine eine stirkere Bindung als Hisg-markierte Proteine. Mono-
NTA-Oligohistidinkomplexe zeigten eine geringe Stabilitdt. Die aus diesen Versuchen
gewonnenen Erkenntnisse wurden ebenfalls durch ITC- und SEC-Messungen in Losung
bestétigt und durch die zusétzliche Verwendung von Tetrakis-NTA erweitert. Dabei zeigte
sich auch, dass die gebildeten Oligohistidin-Ni*"-NTA-Komplexe durch einen Austausch

von Histidinen an den Ni*’-NTA-Bindungsstellen nicht besonders gut strukturell definiert
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sind. Dies gilt insbesondere fiir Komplexe die eine Redundanz aufweisen. Dies sind jene
Komplexe die freie Koordinationsstellen besitzen, unabhéngig davon, ob Histidine oder
NTA-Molekiile tiberzédhlig sind. Der einzige Komplex bei dem dies (theoretisch) nicht
auftritt ist der Komplex Hise-Ni-Tris-NTA. So gilt fiir Hise-NTA-Komplexe dass deren
Stabilitit von Mono- zu Tris-NTA zunimmt. Die Stabilitdit mit Tetrakis-NTA war
erstaunlicherweise fiir His¢ nur etwa so stabil wie die mit Bis-NTA. 133137

Verschiedene NTA-Molekiile (Abb. 3.6) sollten parallel in unterschiedlichen
Oberfldchendichten auf mikroskopierbaren Tridgern immobilisiert werden. Die von Jacob
Piehler (Inst. f. Biochemie, Universitit Frankfurt) erhaltenen NTA-Molekiile waren mit
MALDI-MS, ESI-MS (fiir Mono-NTA) und analytischer HPLC charakterisiert worden.
Alle Derivate waren bis auf Tetrakis-NTA von hoher Reinheit (>90%). Tetrakis-NTA
wurde durch préparative HPLC von Verunreinigungen und von Bis-NTA gereinigt und
besall nach MALDI-MS, HPLC ausreichende Reinheit (>80%). Alle NTA-Molekiile waren
in wassrigen Puffern gut 16slich und konnten nach dem Losen der Verbindungen in
unterschiedlichen Konzentrationen mit dem riickstandsfrei verdampfenden Puffer
Ammoniumacetat auf die Oberfliche pipettiert werden. Der Konzentrationsbereich der
verwendeten Pipettierlosungen war 1 pM bis 500 pM. Die Konzentrationen der Mono-
NTA-Losungen lagen jeweils um den Faktor 2,5 iiber denen der anderen Chelatoren, da die
Anbindung von Oligohistidinen an Mono-NTA wesentlich schwéicher ist als bei den
anderen NTA-Molekiilen.

Als Oligohistidine zur Anbindung an die NTA-Chelatoren wurden Dekahistidin und
Hexahistidin ~ synthetisiert und am  N-Terminus fluoreszent markiert. Als
Fluoreszenzfarbstoffe wurden Fluoreszein, Tetramethylrhodamin und der Cy5-dhnliche
Farbstoff S0387 eingesetzt. Es zeigte sich jedoch schnell, dass Tetramethylrhodamin
weniger geeignet ist, da es die Fluoreszenz von Fluoreszein wesentlich mehr durch
Quenching und Energietransfer beeinflusst als dies fiir S0387 der Fall ist (Abbildung 4.1).
Als fluoreszente Histidine wurden daher Dekahistidin mit Fluoreszein und Hexahistidin
mit S0387 markiert, um so eine gleichzeitige Detektion mit moglichst wenig Crosstalk,
Energietransfer oder Quenching zu erreichen. An dem Vergleich in Abbildung 4.1 ist
neben dem starken Energietransfer von Fluoreszein zu Tamra ebenfalls zu sehen, dass die
zu erwartende dichtere Belegung der Tris-NTA-Spots mit Hexahistidin (S0387- oder

B33.137] (siehe Abschnitt 3.4) auch zu einem hoheren Energietransfer und

Tamra-markiert) |
damit zu einer geringeren Fluoreszein-Anfangsintensitit auf diesen Spots fiihrt. Dabei tritt

der Effekt erwartungsgemif bei Inkubationen mit Tamra stirker auf als mit S0387.
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Abbildung 4.1: Einfluss von Tetramethylrhodamin (grau) und S0387 (schwarz) auf die
Helligkeit von Fluoreszein auf den Spots von Tris-NTA (100 uM) und Bis-NTA (100
uM) bei gleichzeitiger Titration von Tamra-Ahx-Hise-OH oder S0387-Ahx-Hisg-OH
und Fluo-Ahx-His;p-OH mit Imidazol. Das angegebene Verhiltnis gibt die Helligkeit
der Fluoreszeinspots zu Beginn der Titration und zum Helligkeitsmaximum wieder. Da
das Tamra markierte und das S0387 markierte Hexahistidin vor Fluo-Dekahistidin von
Imidazol verdringt wurden, ist am Anfang der Titration ein Energietransfer zu sehen,
der bei Tamra deutlich hoher ausfillt als bei S0387. Die Daten stammen aus der

Titration des Arrays aus Abb. 4.3 und der Arrays aus Abb. 4.6.

Zur Immobilisierung wurden mehrere Oberflachen ausgetestet. Zuerst wurden in Analogie

zu Lata et al®¥

selbst hergestellte Epoxyoberflichen verwendet. Es wurde dabei kein
Diaminopolyethylenglykol als Abstandshalter zwischen Oberfliche und NTA-Molekiil
verwendet, da die NTA-Molekiile selbst iiber eine Aminogruppe verfiigen und eine
Immobilisierung nicht auf klassisch organisch chemischem Weg, wie sie von Lata et al.!'**
durchgefiihrt wurde, erfolgen konnte. Diese Methode war nicht kompatibel zur
Verwendung eines Nanopipettier-Roboters. Es wurde erwartet, dass Epoxyoberflichen
eine ausreichende Reaktivitit gegeniiber Aminoverbindungen und auch gegeniiber Thiolen
zeigen sollten. Die Reaktivitit gegeniiber beiden Gruppen sollte dabei vom pH-Wert

abhingen. Im leicht sauren Bereich sollten Amine protoniert vorliegen und eine

Bevorzugung von Thiolen gegeben sein. Im leicht alkalischen Bereich ist das Vorliegen
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von deprotonierten Aminen zu erwarten und die Reaktivitit der Epoxyguppen fiir
Reaktionen mit den Aminen sollte ausreichend sein.['*'0*!13-MONTITAIB] Krey7versuche
mit Peptiden bei unterschiedlichem pH und verschiedenen
Oberflichenfunktionalisierungen zeigten jedoch einen eher geringen Einfluss des pH.['’%
Dennoch wurden die NTA-Molekiile in einem basischen Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelost
und diese Losungen nach entsprechender Verdiinnung pipettiert. Fiir die Anbindung an die
Epoxygruppen wird angenommen, dass zunéchst als wichtiger Schritt eine Adsorption an
die Oberfliche erfolgen muss. Bei ausreichender Nédhe der Reaktionspartner sollte dann
eine Reaktion erfolgen."™ In Abbildung 4.2 ist ein Array der verschiedenen NTA-
Molekiile auf einer Epoxyoberfliche gezeigt. Die einzelnen Spots haben sich nach dem
Auftropfen stark zusammengezogen, zeigen jedoch ein regelmifliges Muster. Bei
Auftropfen von Konzentrationsreihen konnten Unterschiede in der Helligkeit der Spots
festgestellt werden (Abbildung 4.3 und 4.4), jedoch zeigten die Spots durch das
Zusammenziehen (Ringbildung) und ihre Inhomogenitit ein breites Spektrum an

Intensititen innerhalb eines Spots und einer Konzentration.

O O 0 0 Ow
O O O O O+
O O O O Owm

OO000=
0000 O0ON

Abbildung 4.2: Nichtkonfokale Mikroskopieaufnahme eines Arrays mit ﬂuoreszentem
Kontrollpeptid RA80Cys (1), Mono-NTA (2), Bis-NTA (3), Tris-NTA (4) und
Tetrakis-NTA (5) auf einer Epoxyoberflache nach Inkubation mit Fluo-Ahx-His;o-OH
und Tamra-Ahx-Hisc-OH (jeweils 20 nM). Die Pipettierlosungen hatten eine
Konzentration von 100 uM, die Konzentrationen der Mono-NTA-Losungen jeweils das

2,5-Fache. (A) zeigt den Fluoreszeinkanal, (B) den Tamra-Kanal.
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Auch die Kontrollspots zeigten Inhomogenititen. Ein Vergleich verschiedener
Herstellungsmethoden der Epoxyoberflichen, der im Zusammenhang mit der nativen
chemischen Ligation durchgefiihrt wurde, zeigte keine signifikanten Unterschiede bei den
Spotqualititen. Daraus wurde geschlossen, dass der FEinfluss der gewéhlten
Herstellungsmethode der Oberflache nicht die Ursache fiir die Inhomogenitéten darstellte.
Dies  bestdtigte sich bei einem entsprechenden Vergleich  verschiedener
Herstellungsmethoden zur Verwendung fiir NTA-Arrays. Fir mehrerere Chargen der
Oberfliche wurden gleichermalen inhomogene Spots erhalten. Das Eintrocknen der
Pipettierlosungen auf den Oberfldchen fiihrte manchmal zu unregelmiBigen und manchmal
zu regelméfBigeren Arraymustern (Abbildung 4.1 und 4.2). Ein Vergleich mit Peptidarrays,

116,117

die erfolgreich fiir andere Bindungsmessungen hergestellt wurden,! I und Peptidarrays

auf kommerziell erhiltlichen Epoxyoberflichen, die auch fiir Proteinanbindungsversuche

hergestellt wurden,'*”

zeigten bei genauerer Betrachtung auch dort diese Effekte, wenn
auch nicht immer so ausgeprigt und abhingig vom verwendeten Peptid.

Proteine und etwas groBere Peptide verfiigen iiber eine Vielzahl von funktionellen
geladenen Gruppen, die bei der Anbindung durch Beglinstigung der Adsorption von
Vorteil sind. Dies scheint bei kleinen und mittleren Peptiden nicht immer und bei den
kleinen NTA-Molekiilen iiberhaupt nicht der Fall zu sein. Es wurden zwar mit diesen

inhomogenen Arrays einzelne Dissoziationsmessungen durchgefiihrt, jedoch stellte eine

100 uM

50 uM
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OO O 0O O O wm
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Abbildung 4.3: Mikroskopieaufnahmen eines Arrays mit verschiedenen Konzentrationen
der gleichen NTA-Molekiile und Kontrollen wie bei Abb. 4.2 nach Inkubation mit
Fluo-Ahx-His;o-OH und Tamra-Ahx-His¢-OH. Der Array wurde fiir eine
Dissoziationsmessung verwendet (in dieser Arbeit aber nicht weiter ausgefiihrt). Die
Bilder zeigen den Fluoreszeinkanal (A) und den Tamra-Kanal (B) des Arrays vor
Zugabe von Imidazol. Die Epoxyoberfliche wurde hier nach Kusnezow et al.

hergestellt.
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Abbildung 4.4: Aufnahmen eines Arrays mit vielen verschiedenen Konzentrationen nach
Inkubation mit Fluo-Ahx-His;o-OH (Fluoreszeinkanal (A)) und S0387-Ahx-Hiss-OH
(Cy5-Kanal (B)). Mono-NTA ist hier kaum zu sehen, obwohl die Konzentrationen bei
Mono-NTA 2,5-fach hoher waren. Der Array wurde aufgrund des unregelméfBigen
Musters und der kaum sichtbaren Mono-NTA-Spots nicht fiir Dissoziationsmessungen

verwendet.

homogene Anbindung die zuerst zu 16sende Aufgabe dar, bevor weitere Bindungs- bzw.

Dissoziationsmessungen durchgefiihrt werden konnten.

Nach Mateo ez al.!""*'®'"") fijhrt eine Verbesserung der Adsorption auf der Oberfliche zu
einer verbesserten Anbindung von Proteinen. Mateo erreichte dies durch eine Insertion von
Aminogruppen unter die Epoxyfunktionalisierung (auf Beads). Fiir die kleinen NTA-
Molekiile sollte eine verbesserte Adsorption durch Zusédtze zum Pipettierpuffer erreicht
werden. Hierzu wurde ein zusitzliches Losungsmittel oder andere Zusétze zugegeben.
Zudem wurden die Inkubationszeiten und die Waschprotokolle wvariiert. Lange
Inkubationszeiten (Inkubationskammer mit hoher Luftfeuchtigkeit) mit verschiedenen
Pufferzusitzen ergaben einen sehr hohen Hintergrund bei geringen Signalintensititen,
jedoch keine zusammengezogenen Spots (Abbildung 4.5 A). Dieser Effekt diirfte auf die
Hydrolyse der Epoxyoberflache durch die groBen Mengen an Wasser zuriickzufiihren sein,
so dass die Reaktion der Amine an die Oberfliche nicht mehr effektiv genug war. Bei
kurzen Inkubationszeiten ergaben sich zusammengezogene Spots, bei sofortigem Waschen
nach dem Auftropfen waren die Spots nicht zusammengezogen, der Hintergrund war
wieder sehr hoch und die Kontrollspots waren verwaschen (Abbildung 4.5 B und C). Die
Zugabe von organischem Losungsmittel zum Pipettierpuffer auf Arrays wie in Abbildung
4.4, zeigte keine signifikante Verbesserung. Als letztes wurde der NTA-Pipettierlosung ein
zusitzliches kurzes nicht fluoreszentes Peptid mit der Sequenz AALKLA zugegeben um
zu sehen, ob ein zusitzliches Peptid die Anhaftung der Pipettierlosung an die Oberfléche
verbessern und durch die Reaktivitit mit der Oberfliche eine homogenere Verteilung

bewirken konnte. In Abbildung 4.5 D ist zu sehen, dass die Spots nicht richtig
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zusammengezogen sind. Auch ist ein in Helligkeitsgradient in Abhdngigkeit von der
Konzentration der Pipettierlosungen zu sehen, jedoch waren die Spots nach wie vor nicht

homogen.

A

Konz[uM] 1000 500 250 100 50 20 10 0 Kontrolle

Abbildung 4.5: Verschiedene Versuche mit Pufferzusidtzen wie Trehalose oder
Aminoethanol zu 100 uM und 50 uM Bis-NTA-Pipettierlosungen (Phosphatpuffer, pH
= 8,0). Dabei wurden verschiedene Inkubationszeiten und Waschschritte ausprobiert.
24 h Inkubationszeit mit Eintrocknen (A), 3 h Inkubationszeit mit Eintrocknen (B), 0 h,
sofortiges Waschen mit Aminoethanol, Aceton und Wasser (C). (D) zeigt einen Array
mit Tetrakis-NTA bei dem die Pipettierlosungen mit dem zusdtzlichen Peptid
AALKLA versetzt wurden. Dabei wurde die Gesamtkonzentration an Peptid +
Tetrakis-NTA immer auf 1 mM gehalten. Angegeben ist die Konzentration an Tetrakis-

NTA. Die Inkubationszeit betrug 1 h.
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Abbildung 4.6: Funktionalisierung einer aminosilanisierten Oberfliche mit dem

heterobifunktionellen Linker DSS zur Immobilisierung von Aminen auf der

Oberflache.

Da mit epoxyderivatisierten Oberflachen keine zufrieden stellenden Arrayergebnisse fiir
die zur Verfiigung stehenden NTA-Molekiile zu erhalten waren, wurde die
Anbindungschemie an die Oberfliche gedndert. Eine weitere aminreaktive Oberfldche
stellt die bereits erwédhnte als Succimidylester aktivierte Oberflache dar (Abschnitt 3.3).
Hierzu wurden aminderivatisierte Glasoberflichen, die analog zu MacBeath et al.l'®
hergestellt wurden, mit dem homobifunktionellen Linker DSS zu einer
Aktivesteroberfliche derivatisiert. Diese Derivatisierung wurde flir die Anwendung bei
Protein- und Antikdrpermikroarrays durch Angenendt et al.l'® beschrieben und in dieser
Arbeit analog dazu durchgefiihrt. Die Oberfliche ist bedingt durch den Aufbau auf eines
hydrophilen "Polyamins" sehr klebrig. Die NTA-Molekiile lieBen sich darauf ausreichend
homogen immobilisieren. Die Klebrigkeit machte ein etwas aufwindigeres
Waschprotokoll notwendig um moglichst viele der nicht kovalent gebundenen Molekiile
abzuwaschen. Wurden NTA-Molekiile auf diesen Amin-funktionalisierten Oberflichen
immobilisiert, so hafteten diese fest und lieen sich teilweise nicht mehr abwaschen (Abb.
4.7). Somit war eine Differenzierung zwischen Amin-funktionalisierter-Oberfliche und
Succimidylester-Oberfldche auf Basis einer einfachen Positivkontrolle nicht moglich. Um
die Oberfldchenderivatisierung trotzdem zu tliberpriifen wurden Kontaktwinkelmessungen

durchgefiihrt, die geringe Unterschiede zeigten. Die Art der Anbindung an die Oberflédche
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konnte nicht differenziert werden. Jedoch wurden die Arrays so umfangreich gewaschen,
dass zumindest die angebundenen oder anhaftenden Molekiile stabil auf der Oberfliche
verankert blieben. Der Hintergrund war im Falle von Amin-funktionalisierten Oberflachen
meist hoher, die Anbindungseffizienz geringer, und. die Oberflichen sahen von Array zu
Array recht verschieden aus. In Abbildung 4.7 sind Beispiele fiir solche Arrays gezeigt.
Bei dem Array aus Abbildung 4.7 A und B war das vorher ausgefiihrte Waschprotokoll
nicht ausreichend um weitere Auswaschung wéhrend der Inkubation zu vermeiden. Arrays

aus Abbildung 4.7 C und D zeigten starken Hintergrund bei geringer Abstufung der NTA-

Abbildung 4.7: NTA-Arrays auf verschiedenen Chargen von Amin-funktionalisierten
Oberflachen. (A) Array aus verschieden konzentrierten Tetrakis-NTA Pipettierlosungen
und Kontrollpeptid (OM-P18), direkt nach der Inkubation mit 12 nM fluoreszentem
Dekahistidin. Das Kontrollpeptid ist stark verschmiert. (B) Array von (A) nach 1,5 h
unter Puffer. Die Intensitdt aller Spots und des Hintergrunds nimmt noch ab (gleiche
Aufnahmeparameter, gleiche Bildprozessierung). (C) Array aus verschiedenen
Konzentrationen von Tetrakis-, Tris-, Bis- und Mono-NTA im Fluoreszeinkanal nach
Inkubation mit einem Gemisch aus 12 nM Fluo-Ahx-His;o-OH und 12 nM S0387-Ahx-
Hise-OH. (D) Array aus (C) im Cy5-Kanal.
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Dichten auf der Oberfliche bei insgesamt geringen Signalintensititen (die Parameter
wurden so eingestellt, dass die NTA-Spots gut zu sehen und die Kontrollspots stark
iiberstrahlt sind).

Da der Nachweis der kovalenten Anbindung der NTA-Molekiile an die Oberflache nicht
auf klassisch analytischem Wege moglich war, sollte sichergestellt werden, dass die
Anbindung der Histidine an die NTA-Spots spezifisch ist. Dazu wurden 2 Experimente
gemacht:

1. Der Array wurde nach dem Waschen mit EDTA nicht mit NiCl,-haltigem Puffer
inkubiert, sondern unter Zugabe von 1 mM EDTA zusammen mit den
Oligohistidinen inkubiert (Abbildung 4.8). Die Zugabe von EDTA war notwendig,
da selbst in doppelt destilliertem Wasser geringe Mengen an Metallionen
vorhanden sind. Ansonsten ist, trotz der Abwesenheit groBerer Mengen an
Nickelionen, eine Anbindung an die Oberfliche zu beobachten.

2. Der Array wurde in 10 mM EDTA bei Anwesenheit der Nickelionen mit Fluo-Ahx-

His;o-OH inkubiert was zu keiner Anbindung der Oligohistidine an die Oberfliache
fiihrte.

Abbildung 4.8: Spezifititskontrolle eines Arrays mit verschiedenen NTA-Molekiilen nach
Inkubation mit Fluo-Ahx-His;o-OH in Gegenwart von ImM EDTA. Bei starker
Authellung des Bildes ldsst sich eine schwache unspezifische Anbindung an die NTA-

Spots erkennen.
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Abbildung 4.9: Normalisiertes Fluoreszenzsignal auf Tetrakis-NTA-Spots (aus 100 uM
Losung) nach Inkubation mit Fluo-Ahx-His;o-OH und Zugabe von 50 pl einer 0,5 M
Imidazollosung zu verschiedenen Zeitpunkten. Nach etwa 3 Minuten hatte sich das

meiste Oligohistidin von der Oberfldche gelost.

Um fiir die Titration, die in einer Art Stop-Flow-Arbeitsmethode durchgefiihrt werden
sollte, die Zeit bis zur Einstellung des Gleichgewichts zu ermitteln, wurde der
Oligohistidinlosung {iber einem Array eine etwas gro3ere Menge Imidazol zugegeben. Der
Array wurde dann iiber eine ldngere Zeit vermessen, wihrend die Losung iiber dem Array
permanent durchmischt wurde. Es zeigte sich, dass sich bereits nach kurzer Zeit ein
Gleichgewicht zwischen Dissoziation und Assoziation eingestellt hatte (Abbildung 4.9).
Somit wurde fiir die Titration ein Messprotokoll festgelegt, das vom Beginn einer Zugabe
von Imidazol und Messung bis zum Beginn der darauf folgenden Zugabe und Messung

fiinf Minuten vorsah. Die Zugabemenge an Imidazol wurde dabei schrittweise erhoht.
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4.2 Dissoziationsmessungen auf NTA-Arrays uber konfokale

Mikroskopie

4.2.1 Parallele Dissoziationsmessung zweier Oligohistidine auf NTA-

Arrays

Nachdem die Erstellung von NTA-Arrays im Rahmen der benutzten Array-Technologie
reproduzierbar gelungen war, wurden Dissoziationsmessungen mit diesen Arrays mit Hilfe
konfokaler Laserscanning Mikroskopie durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden ob
das parallele Auslesen unterschiedlich dicht beladener NTA-Spots mit verschiedenen
NTA-Molekiilen moglich ist, und wie sich der Unterschied zwischen den NTA-Molekiilen
und zwischen den unterschiedlich dicht beladenen Spots einer NTA-Sorte fiir verschiedene
Ligandenpeptide darstellt.

Hierzu wurden zundchst Arrays erstellt, bei denen jeder Spot ausreichend weit getrennt
von seinen benachbarten Spots war, und verschiedene Konzentrationen einer NTA-Sorte
pipettiert. Jeder Spot wurde als Duplett erstellt. Fiir jede Messung wurde der Mittelwert
aus den Intensititen der beiden Spots gebildet. Zu niedrig konzentrierte Losungen ergaben
Spots, die so dunkel waren, dass sie nicht sinnvoll detektiert werden konnten. Die
Abweichung von Aufnahme zu Aufnahme wurde dabei sehr gro. So wurden nur zu
Beginn einer Dissoziationsmessung ausreichend helle Spots vermessen. Die Parameter des
Mikroskops wurden daher so eingestellt, dass die Kontrollspots zwar {iberstrahlt waren,
jedoch fiir die Messspots ein moglichst groler dynamischer Bereich erzielt wurde.

In  Abbildung 4.11 sind die Mikroskopicaufnahmen einer  kompletten
Dissoziationsmessung im Fluoreszeinkanal und im Cy5-Kanal zu sehen. Das Arraylayout
ist in Abbildung 4.10 dargestellt. Die Messsequenz zeigt den Array vor dem Beginn der
Zugabe von Imidazol bis zum Erreichen einer Imidazolkonzentration von gut 185 mM. Gut
zu sehen ist im Cy5-Kanal, dass das S0387-Ala,-Hisg-OH besser an Tris-NTA gebunden
hat als an alle anderen Spots. Fluo-Ahx-His;p-OH hatte dagegen am besten an Tetrakis-

NTA-Spots mit mittlerer und hoher Dichte auf der Oberfldche angebunden.
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Imidazolkonzentrationen zum

1 2 34 567 Zeitpunkt der Aufnahmen

O O O OO OO0 Tetrakis-NTA in Abbildung 4.11 [mM]:
O O O O O O o 0 11,75
O O O OO 0O 0,25 14,25
oL 0,75 16,75
O OO0 O0OO0OO0OO0 Tris-NTA 1,25 19,25
O O O O O O O 1,75 24,25
. 2,75 29,25
00 0O0O0O0O0 Bis-NTA 375 | 3425
@ O O OO OO0 +75 39,25
5,75 44 25
000000 Mono-NTA 6,75 | 124,25
@ : Puffer 9,25 186,75

Abbildung 4.10: Arraylayout der in Abbildung 4.11 gezeigten Arrays. Die pipettierten
NTA-Losungen waren aufsteigend von 1-7 wie folgt konzentriert [uM]: 2,5, 5, 10, 25,
50, 100, 500. Die Konzentrationen der Mono-NTA-Ldsungen waren jeweils um das

2,5-fache hoher. Der Abstand zwischen 2 NTA-Spots betrug 400 pm.

Weshalb die Spots, die aus einer Konzentration von 10 bis 50 mikromolarer
Pipettierlosungen stammen, das stirkste Signal ergaben, konnte nicht mit Sicherheit geklart
werden. Entweder kann dies bedingt durch Selbstquenching bei zu hohen Konzentrationen
der Histidine auf den Spots aus konzentrierteren Pipettierlosungen auftreten, oder sterische
Griinde sind die Ursache fiir eine nicht so gute Anbindung der Histidine an die NTA-Spots
mit hoherer Dichte. Auch Nickel-lonen koénnen ein Quenching von vielen
Fluoreszenzfarbstoffen bewirken. Die etwas dunkleren Spots mit hoherer Dichte zeigten
wiéhrend der Dissoziation die Eigenschaften, die héheren Dichten auf der Oberfliche
zugesprochen werden konnen, ndmlich eine etwas spitere Ablosung der Oligohistidine von
der Oberfldche als die etwas helleren mit niedrigeren NTA-Dichten. Sie erreichten deren
helle Anfangsintensitit jedoch nie, was gegen ein Selbstquenching und gegen eine
sterische Hinderung der Oligohistidine spricht. Es handelt sich also vermutlich um ein

Quenching durch die bei hoheren NTA-Dichten zusétzlichen Nickelionen.
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Abbildung 4.11: Komplette Sequenz einer Dissoziationsmessung im Fluoreszein- (A) und

Cy5-Kanal (B). Aufnahme alle 5 min mit nachfolgender Erhéhung der Konzentration.
Arraylayout und Konzentrationsangaben sind Abbildung 4.10 angegeben.
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Ebenfalls zu erkennen ist die erwartete deutlich schnellere Intensititsabnahme auf den
Spots im Cy5-Kanal (entspricht Hexahistidin) im Vergleich zur Abnahme im
Fluoreszeinkanal (entspricht Dekahistidin).

Die Signale der fluoreszenten Oligohistidine auf den einzelnen Spots entstanden durch
spezifische Anbindung an die Oberflachen. Die daraus erhaltenen Intensitidten wurden um
den Hintergrund sowie den unspezifischen Anteil korrigiert und normalisiert. Die so
ermittelten Werte fiir die Nettofluoreszenz wurden gegen die Imidazolkonzentration
aufgetragen.

In Abbildung 4.12 sind die auf diese Werte nach Gleichung 3.14 angepassten
Kurvenscharen sowie die Messwerte selbst abgebildet. Als charakteristischer Wert fiir die
Dissoziation wurde R bei 50% (als ECsy) fiir die Dissoziationskurven bestimmt (Tabelle
4.1). Diese Konzentration stellt eine charakteristische GroBe fiir eine spezifische
Interaktion dar. Je stabiler die Wechselwirkung ist, desto hoher muss die Konzentration des
Kompetitors sein um sie zu losen. In diesem Fall war Imidazol der Kompetitor. An den
(normalisierten) Dissoziationskurven féllt zundchst auf, dass fiir jedes der vier
verschiedenen NTAs gilt, dass sich die Kurven fiir die unterschiedlichen NTA-Belegungen
auf den Oberflidchen fiir Dekahistidin gut sichtbar unterscheiden, fiir Hexahistidin jedoch
nur sehr gering. Niedriger belegte NTA-Oberfldchen zeigen fiir Dekahistidin bei kleinerem
ECs-Wert einen etwas flacheren Kurvenverlauf als hoher belegte. Auch
Dissoziationskurven fiir die hellsten Spots zeigen durchweg einen etwas flacheren Verlauf,
als die etwas dichteren und dunkleren (Abbildung 4.13).

Als MaB fiir die Steilheit der Kurven dient nach Gleichung 3.14 der Exponent P. Die nach
Gleichung 3.14 auf die Messwerte angefitteten Kurven wurden auf einen Startwert von
eins gesetzt auch wenn die Messwerte des fluoreszeinmarkierten Dekahistidins, aufgrund
von Energietransfer an das S0387-markierte Hexahistidin, einen niedrigeren Anfangswert
ergaben und erst nach Abldsen einer gewissen Menge des Hexahistidins einem Maximum

zustrebten. Dies ist auch an den Messwerten in Abbildung 4.12 zu beobachten.
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Abbildung 4.12: Ubersicht iiber die normalisierten und korrigierten Messwerte und darauf
angepasste Dissoziationskurven fiir die vier verschiedenen NTA-Molekiile. Die
steileren Kurven stammen von Dekahistidin, die flacheren von Hexahistidin.
Angegeben sind ebenfalls die Konzentrationen der verwendeten jeweiligen NTA-

Losungen in pM.

Im Falle sehr niedriger Konzentrationen der NTA-Pipettierlosungen war die
Signalintensitit bereits von Anfang an stets ziemlich gering und die Schwankungen der
Signale fielen grof3 aus. Dies gilt insbesondere fiir die Signale, die auf Mono-NTA-Spots
erhalten wurden, da hier die Anbindung der Histidine mangels einer
Mehrfachanbindungsméglichkeit an die Oberfliche!'**! besonders schlecht und instabil
war. Dementsprechend fallen auch die Schwankungen bei ECso und P bei niedrigen
Dichten aller NTAs hoher aus (Tabelle 4.1). Die ECso-Werte und die P-Werte sind fiir
diese Fille auch sehr klein, was die Vermutung unterstiitzt, dass die Histidine bei dieser
Oberfldchendichte (und speziell auf Mono-NTA) nicht sehr stabil auf der Oberfldche
verankert waren und auch kaum Riickbindung stattfand. Ganz besonders die P-Werte von
Hexabhistidin bleiben fiir Mono-, Bis- und auch von Tetrakis-NTA so gering (< 1), dass

eine stabile Immobilisierung auf der Oberfldche bei diesen niedrigen Dichten fraglich ist.
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Dies steht in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Lata und Piehler."*>"*" Auch die
ECso-Werte waren flir Hexahistidin auf diesen NTA Spots unter Beriicksichtigung der
schwachen Signalintensitdt und der sich daraus ergebenden gréfBeren Schwankungen
nahezu gleich bleibend. Fiir Dekahistidin ergab sich dagegen eine Steigerung der ECsg-
Werte auf den Mono-NTA-Spots in Abhéngigkeit von der Dichte.

Insgesamt waren die Werte, die von den mikroarray-basierten Messungen abgeleitet
wurden, deutlich kleiner als bei Dissoziationsmessungen von Oligohistidinen auf grof3en
Oberflichen.!**! Jedoch entstanden die Messwerte unter vollig anderen Messbedingungen.
Die in dieser Arbeit gezeigten Messungen wurden mit einer Stop-Flow-Methode
durchgefiihrt, wobei die Konzentration an Oligohistidinen auch nach dem Beladen immer
konstant blieb (abziiglich der angebundenen Molekiile).

Die Messungen wurden auch in permanenter Kompetition durchgefiihrt, wobei
Dekahistidin und Hexahistidin gleichzeitig vorhanden waren und vermessen wurden.
Bisher verdffentlichte Messungen wurden kontinuierlich im Fluss unter Verdanderung der
Oligohistidinkonzentration und unter steter Erhohung der Imidazolkonzentration
gemessen. Dabei war, auBler bei spezifischen Kompetitionsversuchen ohne
Imidazolzugabe, immer nur ein Oligohistidin auf der Oberfliche vorhanden. Zudem kann
vermutet werden, dass die hier gewéhlte NTA-Immobilisierungsmethode eine geringere
Oberfldchendichte erzeugt als dies bei Immobilisierung der NTA-Molekiile durch
klassische organische Chemie auf den Glastragern der Fall ist.

Mikroarrayexperimente zeigen flir gewohnlich eine groBere Streuung der Ergebnisse,
insbesondere dann, wenn es nicht nur um eine Binder-Nichtbinder-Antwort geht und die
Versuche manuell durchgefiihrt werden. Ein weiterer wichtiger Grund fiir die Streuung der
Ergebnisse liegt in der Reproduzierbarkeit der Oberflichenchemie. Unterschiedliche
Bedingungen (z.B. Luftfeuchtigkeit und Temperatur im Sommer/Winter) koénnen zu
unterschiedlichen Reaktionseffizienzen auf den Glasoberflichen fiihren wenn nicht in
klimatisierten Reinrdumen gearbeitet wird. Hierzu wurden im Rahmen dieser Arbeit
jedoch keine systematischen Untersuchungen durchgefiihrt. Die Unterschiedlichkeit der
Oberflichen und die Differenzen, die durch manuelles Arbeiten entstehen, werden
deutlich, wenn die Standardabweichungen betrachtet werden (Abbildung 4.13). Hierbei ist
der Fehler erwartungsgemal bei niedrigen Signalintensititen am grofSten (Abbildung 4.13

Q).

47



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 4.1: Vergleich von ECsy und P-Werten (nach Gl.3.14). Die angegebenen Fehler
setzen sich aus den Fehlern der Messwerte und den Fehlern der Ausgleichsrechnung

zusammen. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die Pipettierlosungen.

Mono-NTA Mono-NTA Mono-NTA Mono-NTA Mono-NTA
12,5 uM 25 uM 62,5 uM 125 uM 250 uM
ECso[mM](Hisg) 0,78 £ 0,04 0,61 £0,04 0,55 +0,04 0,49 £ 0,04 0,63 + 0,02
P (Hisy) 0,87 £ 0,04 0,75+ 0,03 0,80 + 0,04 0.82 +£0,02 0,92 £ 0,02
ECso[mM](Hisy,o) 0,94+ 0,24 1,72 £0,22 1,84 £0,34 2,97 £0,10 3,97 +£0,15
P (His,o) 142+ 0,45 2,06 £ 0,46 2,57 +1,07 1,80 £ 0,10 1,53 £0,08
Mono-NTA Bis-NTA Bis-NTA Bis-NTA Bis-NTA
1250 uM 2,5 uM 5uM 10 uM 25 uM
ECso[mM](Hisg) 0,59 +0,03 0,58 +0,03 0,52 £0,02 0,61 +0,03 0,59 + 0,02
P (Hisg) 1,04 £ 0,04 0,86 +0.03 0,94 + 0,03 0,09 £ 0,03 0,88 £ 0,02
ECso[mM](Hisy,o)  5,25+0,14 2,64 £ 0,08 3,25+ 0,05 3,82 +£0,09 5,02+0,15
P (His,o) 1,76 £0,07 1,55+ 0,06 1,68 £ 0,04 1,67 £ 0,06 1,77 £ 0,09
Bis-NTA Bis-NTA Bis-NTA Tris-NTA Tris-NTA
50 uM 100 uM 500 uM 2,5 uM 5 uM
ECso[mM](Hisg) 0,69 + 0,04 0,65 + 0,02 0,57 £ 0,03 0,98 = 0,04 0,95 + 0,02
P (Hisg) 0,90+ 0,03 0,93 £ 0,03 0,97 £0,04 1,12+ 0.04 1,15+ 0,04
ECso[mM](His;p) 5,71+ 0,19 5,80+0,17 6,0+£0,17 5,76 £ 0,25 6,19+0,34
P (His,g) 1,72+ 0,09 1,76 £ 0,09 1,77 £ 0,08 1,49+ 0,09 1,34+ 0,10
Tris-NTA Tris-NTA Tris-NTA Tris-NTA Tris-NTA
10 uM 25 uM 50 uM 100 uM 500 uM
ECso[mM](Hisg) 1,03 £0,07 1,03 £0,05 1,1 £0,05 1,17 +£0,05 1,28 £ 0,05
P (Hisg) 1,26 £ 0,09 1,14 £ 0,05 1,12 £ 0,04 1,13 £ 0,05 1,21 +£0,05
ECso[mM](His;o) 8,05+ 0,57 9,8 £0,51 10,3 £ 0,37 11,2+0,44 16,5+ 0,45
P (His,g) 1,52+ 0,15 1,82 +0,15 1,91 £0,12 2,00+ 0,14 2,62+0,17
Tetrakis- Tetrakis- Tetrakis- Tetrakis- Tetrakis-
NTA25uM  NTA 5puM  NTA10puM  NTA25uM  NTA 50 uM
ECsolmM](Hisg) 0,75 + 0,03 0,73 £0,04 0,8+0,10 0,9 + 0,04 0,78 £ 0,04
P (Hisg) 0,97+ 0.04 1,02 £ 0,04 1,33 +0,18 0,99 £+ 0,04 1,02 £ 0,04
ECso[mM](His;p) 4,90+ 0,23 5,39+£0,32 6,62 +0,46 8,41 +0,47 8,17+0,31
P (His,o) 1,54+ 0,10 1,42 +0,11 1,65+0,18 1,66 £ 0,14 1,78 £ 0,11
Tetrakis- Tetrakis-
NTA 100uM  NTA 500uM
ECso[mM](His¢) 0,72+ 0,04 0,59 £0,03
P (Hisy) 0,96 + 0,04 0,98 £ 0,03
ECso)[mM](His;p) 8,44+ 0,24 9,35+ 0,22
P (His,o) 2,05+ 0,11 2,18+£0,10
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Abbildung 4.13: (A) Angepasste Dissoziationskurven von Dekahistidin und
Hexahistidin fiir jeweils drei verschiedene Oberflichendichten auf Tris-NTA-Spots.
Die angegebenen Werte (5, 50, 500) beziechen sich auf die Konzentrationen der
pipettierten Losungen in uM. (B) ECso-Werte (nach Gl.3.14) fiir Dekahistidin bei
unterschiedlichen Dichten verschiedener NTA-Oberflichen. (C) P-Werte (nach
Gl.3.14) fir Hexahistidin bei unterschiedlichen Dichten verschiedener NTA-
Oberflichen. (D) P-Werte fiir Dekahistidin bei unterschiedlichen Dichten
verschiedener NTA-Oberflachen.

Bei der Beurteilung der Kurvenverliufe und Absolutintensititen (Abb. 4.11) sollte
beriicksichtigt werden, dass nicht nur eine Kompetition mit Imidazol stattfinden kann.
Denkbar ist ebenfalls, dass eine Kompetition der Oligohistidine untereinander an den
NTA-Molekiilen stattfindet. Zu dieser Kompetition wurden bereits von Lata et al.
Untersuchungen in Losung durchgefiihrt.!*”! Zudem konnen die erreichten Dichten auf der

Oberfldache fir Tris- und Tetrakis-NTA-Molekiile bei gleicher eingesetzter Konzentration
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der Pipettierlosungen aufgrund struktureller Unterschiede der Molekiile unterschiedlich
ausfallen. Es lassen sich jedoch einige bemerkenswerte Merkmale an den ermittelten
Dissoziationskurven feststellen.

1. Dekahistidin zeigte sich sensitiv gegeniiber Anderungen der Dichte auf der Oberfliche,
wiahrend dies fiir Hexahistidin bei den untersuchten Dichten offensichtlich weniger
relevant war. In Abbildung 4.13 ist die Drift fiir Dekahistidin bei unterschiedlichen
Oberfldchendichten fiir Tris-NTA im Vergleich zu Hexahistidin dargestellt. Die Kurven
zeigen eine deutliche Drift in Richtung niedrigerer P-Werte (geringere Steigung der
Kurven). Dies wird noch deutlicher, wenn auch die P-Werte im Verlauf der
Oberflichendichten betrachtet werden (Abb. 4.13 D). Interessanterweise tritt dieser Effekt
besonders stark bei Tris-NTA-Oberflachenfunktionalisierungen auf. Bei allen weiteren
NTA-Molekiilen eine geringere Abnahme der Kurvensteilheit zu beobachten (Abb. 4.12 A-
D). Bei Messungen mit Hexahistidin sind diese Effekte weniger ausgepragt.

2. Die ECs-Werte nehmen erwartungsgemil bei Dekahistidin fiir hoéhere
Oberfldchenbelegungen zu. Wiederum am ausgeprigtesten findet sich dies - fiir
Hexahistidin und Dekahistidin - bei Tris-NTA-Oberflachenfunktionalisierungen. Dies ist
im Falle von Hexahistidin damit erklérbar, dass hier ein dquimolares Verhéltnis zwischen
einem Hexahistidin und einem Tris-NTA theoretisch mdglich ist, und bereits die hohe
Stabilitdt des Tris-NTA-Ni-Hisg-Komplexes auf Oberflichen beschrieben wurde.[133:137]

3. Uberraschend erscheinen die geringeren Intensitiiten der Spots von S0387-Ala,-Hiss-OH
auf Tetrakis-NTA-Oberflichen im Vergleich zu Tris-NTA (Abb. 4.11). Bei
ausschlieBlicher Inkubation mit Hexahistidin waren die Intensititen auf den Tetrakis-NTA-
Spots hoher als jene auf den Tris-NTA-Spots (Abbildung 4.14). Dies impliziert eine
bessere Bindung von Hexahistidin an Tris-NTA im Vergleich zu Tetrakis-NTA, obwohl
selbst bei hypothetischer stochiometrischer Anbindung die gleiche Anzahl von Bindungen
moglich ist. Es tritt auf der Oberfliche der gleiche Effekt bei der Kompetition der
Oligohistidine untereinander auf wie er bereits bei Messungen in verdiinnter Losung
beschrieben wurde.!"*”) Im Vergleich zu den Losungsexperimenten konnte ein wesentlich
hoherer Anteil an Oligohistidinen an die Oberfldchen gebunden sein, wobei mehrere NTA-
Molekiile auf der Oberfliche gleichzeitig adressiert werden. Da bei stdchiometrischer
Anbindung von Hexahistidin an Tetrakis-NTA eine Ni*-NTA-Gruppe nicht koordiniert
werden kann, kann diese freie Ni*-NTA-Gruppe fiir einen aktiven Austausch durch
Koordination mit Dekahistidin sorgen. Dieses kann, einmal angebunden, die Verdrangung

von Hexahistidin an allen anderen Ni2+-NTA-Gruppen bewirken.
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4. Bei Dekahistidin ist eine umgekehrte Redundanz vorhanden, infolge dessen stets mehr
Histidine zur Anbindung zur Verfligung stehen als anbinden konnen und ein aktiver
Austausch daher nicht mehr moglich ist. Dennoch zeigten sich die Dekahistidin-Nickel-
Tetrakis-NTA-Komplexe iiberraschend instabil bei der Kompetition gegen Imidazol und
sind sogar instabiler als die Komplexe des Dekahistidins mit Tris-NTA.

Erwartet wurde jedoch, dass Tetrakis-NTA theoretisch durch zusidtzliche Anbindung an
Dekahistidin fiir eine Verbesserung der Stabilitdt sorgen sollten. Insgesamt diirften also
weniger stochiometrische Aspekte sondern vielmehr sterische Griinde bei den
Oligohistidinen und auch topologische Aspekte der NTA-Molekiile fiir die Stabilitdt der
Bindung verantwortlich sein. Das zyklische Tris-NTA-Molekiil priasentiert seine NTA-

Gruppen vermutlich in anderer Weise als die linearen Bis- und Tetrakis-NTA-Molekiile.

Il His6 Mix
I His6

N
o
1

Intensitat von Tris- zu Tetrakis-NTA [%]
oo
o

NTA25 NTA50

Abbildung 4.14: Vergleich der Signalintensititen von Hexahistidin auf zwei verschieden
dichten Tetrakis- und Tris-NTA-Spots. Angegeben ist das prozentuale Verhéltnis der
Signalintensititen von Tris-NTA zu Tetrakis-NTA. Die Signalintensititen von Fluo-
Ahx-Hisg-OH auf Tris-NTA-Spots waren im Falle einer Mischung von S0387-Ala,-
Hisg-OH mit Fluo-Ahx-His;o-OH (Hisg Mix) aufgrund der aktiven Kompetition etwas
hoher als die auf Tetrakis-NTA-Spots.
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Tabelle 4.2: ECsp-Ratio (Hisjo/Hiss) auf Spots aus verschieden konzentrierten

Spotlésungen von Bis-, Tris- und Tetrakis-NTA-Molekiilen.

2,5 uM 5 uM 10 uM 25 uM 50uM 100 uM 500 uM

ECsp-Ratio Bis-NTA 4,6 6,3 6,3 8,5 8,3 8,9 10,5
ECsp-Ratio Tris-NTA 59 6,5 7,8 9,5 9,4 9,6 12,9
ECsp-Ratio Tetrakis-NTA 6,5 7,4 8,3 9,3 10,5 11,7 15,6

Bei niedriger und mittlerer Dichte auf der Oberfliche fillt auf, dass sich Dekahistidin
nahezu gleich (in)stabil fliir Tris- und Tetrakis-NTA verhielt. Bei hdoheren
Oberfldchendichten wurde der Unterschied groBer. Aus dem Verlauf der ECsp-Werte von
Dekahistidin ist ersichtlich, dass eine Séttigung der Anbindung an die Oberfldche nicht
erreicht wurde (Tabelle 4.1, Abbildung 4.13 B). Bei hoherer Dichte auf der Oberfliche
sollten daher noch wesentlich hohere ECso-Werte erzielt werden konnen (jedoch wegen
des Quenching keine stirkere Fluoreszenz). Dies wurde im Prinzip auch bereits bei
anderen nicht veroffentlichten RIfS- und SPR-Messungen bestitigt.!' !

Die Absolutwerte der ECso-Werte zeigen das Verhalten der verschiedenen NTAs im
Zusammenspiel mit den Oligohistidinen bei Anwesenheit beider Oligohistidine. Zur
Beurteilung der Stabilitidtsunterschiede von Oligohistidinen mit NTA-Molekiilen ist der
Unterschied der ECsp-Werte wichtig. Die Ratio der ECsp-Werte von Dekahistidin zu
Hexabhistidin fiir verschieden konzentrierte Pipettierlosungen von Bis-, Tris-, und Tetrakis-
NTA-Molekiile ist in Tabelle 4.2 dargestellt. Der groite Unterschied zwischen den ECsy-
Werten zeigte sich fiir Tetrakis-NTA bei den am hochsten eingesetzten Konzentrationen.
Aufgrund des Verlaufs der Werte ist zu erwarten, dass mit steigender Dichte der NTA-
Molekiile auf der Oberfliche eine wesentlich stirkere Unterscheidung zwischen
Dekabhistidin und Hexahistidin stattfinden wird.

Um herauszufinden bei welchen Imidazolkonzentrationen auf den einzelnen Spots der
groffte Unterschied zwischen Hexahistidin und Dekahistidin zu finden ist, wurde die
Verianderung des Verhéltnisses der Fluoreszenz von S0387 zu Fluoreszein im Verlauf der
Anderung der Imidazolkonzentrationen betrachtet (Abb. 4.15). Dabei zeigte sich, dass fiir
Tris-NTA das Unterschiedsmaximum zwischen Dekahistidin und Hexahistidin bei hoheren
Imidazolkonzentrationen liegt im Vergleich zu Tetrakis- oder Bis-NTA (Abb. 4.15 A).
Ebenfalls zu sehen war dabei, dass sich das Unterschiedsmaximum fiir Tris- und Tetrakis-

NTA bei verschiedenen Dichten auf den Oberfldchen nur wenig oder gar nicht veréndert.
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Abbildung 4.15: Selektivitit der NTA-Molekiile in Abhédngigkeit vom Chelator und
dessen Dichte. (A) Verdnderung des Verhéltnisses der Fluoreszenz von Dekahistidin
(20 nM) zu Hexabhistidin (20 nM) auf verschiedenen NTA-Molekiilen bei gleicher
eingesetzter Konzentration (500 uM) im Verlauf der Titration mit Imidazol. (B) und
(C) Vergleich der Verdnderung des Maximums fiir unterschiedliche Konzentrationen

der Spotlosungen fiir Tris- und Tetrakis-NTA (5, 10, 50, 500 uM).

4.2.2 Parallel- und Einzel-Dissoziationsmessung von Hisg und His4g

Es ist evident, dass sich Dekahistidin und Hexahistidin auf den NTA-Oberflichen

(1371 (Abb. 4.14). Zur Bestitigung der gegenseitigen Beeinflussung,

gegenseitig beeinflussen
wurden auch Einzelmessungen nur mit Dekahistidin und nur mit Hexahistidin auf den
NTA-Mikroarrays durchgefiihrt. Zudem sollten Effekte, die moglicherweise die
Fluorophore versursachen konnten, ausgeschlossen werden.

In Abbildung 4.16 ist eine Auswahl verschiedener Dissoziationskurven gezeigt. Es zeigt
sich, dass die Unterschiede bei dieser Messmethode und den auf den Oberfldchen erzielten
NTA-Dichten zwischen Hexahistidin und Dekahistidin deutlich geringer sind als unter
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zusitzlichen kompetitiven Bedingungen der Histidine untereinander (= interne
Kompetition). Auch wurden die Dissoziationskurven von Einzelmessungen mit denen aus
parallelen Messungen unter kompetitiven Bedingungen verglichen. Um auszuschlief3en,
dass nur die Fluorophore fiir diesen Unterschied zwischen kompetitiver Messung und
Einzelmessung verantwortlich sind, wurden fiir Hexahistidin zwei verschiedene
Fluorophore bei Einzelmessungen eingesetzt (Abb. 4.17 C und D).

Vergleicht man die Messpunkte bzw. Dissoziationskurven von Dekahistidin und
Hexahistidin aus Abbildung 4.12 und 4.13 mit denen aus Abbildung 4.16 A und 4.16 B,
fallt der kleinere Unterschied zwischen den Kurven von Hexahistidin und Dekahistidin auf.
Dies bedeutet, dass sich Hexahistidin und Dekahistidin  beziiglich ihres
Dissoziationsverhaltens auf den Mikroarrays ohne interne Kompetition deutlich geringer
unterscheiden. So ldsst sich im Fall fehlender interner Kompetition bei Hexahistidin eine
Verschiebung in Richtung hoherer Imidazolkonzentration und bei Dekahistidin eine
Verschiebung in Richtung niedrigerer Imidazolkonzentration feststellen (Abbildung 4.16 C
und D,). In Abbildung 4.17 A und B ist dies nochmals fiir beide Oligohistidine
verdeutlicht.

Wihrend Hexahistidin bei interner Kompetition niedrigere ECso-Werte aufweist als bei
Einzelmessungen, ergibt sich bei Dekahistidin der umgekehrte Effekt. Die Anwesenheit
beider Oligohistidine forderte also die Differenzierung zwischen den Oligohistidinen auf
den Mikroarrays. Die Abbildungen 4.17 C und D zeigen, dass bei Einsatz eines anderen
Fluorophors bei Hexahistidin nur geringe Unterschiede zu beobachten waren, denn die
beiden Kurven fiir S0387-Ala,-Hise-OH und Fluo-Ahx-Hise-OH unterscheiden sich nur
gering. Bei Dekahistidin wurden alle Messungen ausschlieBlich mit Fluoreszein
durchgefiihrt, womit ein Effekt des Fluorophors ausgeschlossen werden kann.

Um den Effekt von Dekahistidin auf die Dissoziation von Hexahistidin mit Hilfe der
Mikroarrays zu untersuchen, wurden zusétzlich Dissoziationsmessungen mit
nichtfluoreszentem Ahx-His;o-OH und S0387-Ala,-His-OH durchgefiihrt. So sollte
ausgeschlossen werden, dass die Fluorophore die Dissoziationsmessungen bei paralleler
Messung beider Oligohistidine beeinflussen. In Abbildung 4.18 ist eine Auswahl dieser
Dissoziationsmessungen jeweils im Vergleich zu parallelen Messungen mit Fluo-Ahx-

His;o-OH und Einzelmessungen ohne Dekahistidin dargestellt.
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Abbildung 4.16: Vergleiche zwischen Einzel- und Parallelmessung von His;o und Hisg.

(A) Angepasste Dissoziationskurven und Messwerte von Fluo-His;¢ (Quadrate bzw.
durchgehende Linie; 20 nM) und Fluo-Hisg (Kreise bzw. punktierte Linie; 20 nM) auf
Tetrakis-NTA-Spots (500 uM) bei Einzelmessungen der Dissoziation mit Imidazol. (B)
Angefittete Dissoziationskurven und Messwerte von Fluo-His;y (Quadrate) und Fluo-
Hisg (Kreise) auf Tris-NTA-Spots (100 uM) bei Einzelmessungen der Dissoziation mit
Imidazol. (C) Vergleich von Dissoziationsmessungen von S0387-Hisg bei paralleler
Detektion (interner Kompetition) von Hisjp und Hisg mit denen aus Einzelmessungen
mit Fluo-Hisg auf Tris-NTA und Tetrakis-NTA. Der hohere jeweilige Messpunkt der
Quadrate oder Kreise (bzw. die hoher liegende durchgehende oder punktierte Linie)
entstammt den Einzelmessungen. (D) Wie bei (C) jedoch fiir Fluo-His;y und hier

entstammen die jeweils niedrigeren Messpunkte und Linien den Einzelmessungen.
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Abbildung 4.17: Effekt von Parallel- und Einzelmessung auf die EC50-Werte von
Hexabhistidin (A) und Dekahistidin (B). (C) und (D) zeigt den Effekt des Fluorophors
auf die Dissoziationsmessung. Vergleich von Hexahistidin mit zwei verschiedenen
Fluorophoren auf Tetrakis-NTA-Spots die aus Spotlosung mit 500 uM entstanden
waren (C). (D) wie (C) jedoch auf Tris-NTA-Spots, die ebenfalls aus Spotlosungen mit

500 uM stammen. Die Konzentrationen der Histidine waren jeweils 20 nM.

Messwerte die mit nichtfluoreszentem Dekahistidin entstanden sind, tendieren dazu,
zwischen den Werten von Messungen mit Fluo-Ahx-His;p-OH und den Werten der
Einzelmessungen zu liegen. Ein Grund hierfiir kann darin liegen, dass die Losung von
nichtfluoreszentem Dekahistidin durch Einwaage hergestellt wurde und nicht wie alle
anderen fluoreszenten Oligohistidine durch die wesentlich prizisere Absorptionsmessung.
Dabei kann sich durch Salzbildung und Feuchtigkeit die tatsdchliche Menge an
Dekabhistidin unterscheiden. Somit unterscheidet sicht die vorhandene Konzentration an
Dekabhistidin sehr wahrscheinlich von der von Hexahistidin. Ebenfalls allen Messungen
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Abbildung 4.18: Einfluss von fluorophormarkiertem und nicht fluoreszentem His;o auf die
Dissoziation von Hexahistidin. (A) Messwerte aus Dissoziationsmessungen von
Hexahistidin (20 nM) mit Imidazol ohne anderes Oligohistidin (Quadrat, His¢Solo), in
Anwesenheit von nichtfluoreszentem Ahx-His o-OH (Kreis, HissComp; 20 nM) oder
von Fluo-Ahx-His;p-OH (Dreieck, His¢Parallel; 20 nM) auf Tetrakis-NTA-Spots aus 50
uM Spotlésung. (B) Wie bei (A) jedoch auf Tetrakis-NTA-Spots aus 500 pM
Spotlosung. (C) Wie bei (A) jedoch auf Tris-NTA-Spots aus 50 uM Spotlosung. (D)
Wie (C) jedoch aus 500 uM Spotlosung.

gemein ist, dass die Werte der Ahx-His;o-OH-Messungen bei niedrigen
Imidazolkonzentrationen eher iiber den Messwerten bei gleichzeitiger Messung beider
Fluorophore liegen und bei hoheren Imidazolkonzentrationen eher darunter. Somit ergibt

sich ein steilerer Kurvenverlauf.
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4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Dissoziationsmessungen

Bei den Dissoziationsmessungen der Oligohistidine auf NTA-Mikroarrays konnte gezeigt
werden, dass eine Differenzierung der Stabilitdit von Hexahistidin und Dekahistidin in
Abhingigkeit von der vorhandenen Imidazolkonzentration durch parallele Detektion auf
Mikroarrays moglich ist. Die Stabilitdt der Oligohistidine auf den Spots ist von der Dichte
der NTA-Molekiile auf der Oberfliche abhingig. Die absolute Dichte der
Oberflichenbelegung auf den Spots wurde nicht bestimmt, aber es konnten durch die
Verwendung von Mikroarrays die Unterschiede zwischen verschieden dichten Spots auf
einem Array parallel detektiert werden. Bei hoheren Dichten der NTA-Molekiile auf der
Oberflache waren die Unterschiede zwischen Dekahistidin und Hexahistidin hdher. Hier
zeigte sich, dass bei hoheren Dichten eine bessere Mehrfachanbindung an die Oberfléche
erfolgen kann, was mit auf anderen Oberflichen durchgefiihrten Messungen in
Ubereinstimmung steht!'”. AuBerdem sollte bei héheren NTA-Dichten eine erhdhte
Riickbindung an die Oberfldche erfolgen.

Auf den Mikroarrays beeinflussten sich Hexahistidin und Dekahistidin in ihrem
Dissoziationsverhalten gegenseitig. Die Beeinflussung fiihrte dazu, dass bei den auf den
gewihlten Oberflichen moglichen Dichten von NTA-Molekiilen, die Unterschiede bei
interner Kompetition ausgepriagter waren, als dies bei Einzelmessungen zwischen
Hexahistidin und Dekahistidin auftrat. Hexahistidin zeigte sich dabei wesentlich weniger
stabil auf der Oberfldche und lieB sich im Vergleich zu einer Einzelmessung mit Imidazol
leichter wegkompetieren. Im Gegenzug zeigte sich Dekahistidin gegeniiber Imidazol im
Vergleich zu einer Einzelmessung als stabiler angebunden. Auf molekularer Ebene konnte
dies bedeuten, dass das auch unter erhohter Imidazolkonzentration noch stabiler
anbindende Dekahistidin iiber einen gewissen Konzentrationsbereich von Imidazol an die
frei gewordenen Koordinationsstellen der NTA-Molekiile anbindet, auf diese Weise das
Hexahistidin ersetzt und eine Riickbindung von Hexahistidin aus der Losung stdrker
unterdriickt. Allerdings l4sst sich damit nicht die erhohte Stabilitdt von Dekahistidin bei
kompetitiver Messung erkldren sondern nur die ziigigere Dissoziation von Hexahistidin.
Ein weiteres Charakteristikum der Messungen ist, dass bei paralleler Detektion beider
Oligohistidine die maximale Differenz der ECso-Werte bei Tris-NTA-Molekiilen bei
hoheren Imidazolkonzentrationen zu finden ist als bei Tetrakis-NTA oder Bis-NTA. Hier
zeigt sich, dass die Anbindung von Hexahistidin an Tris-NTA ohne Redundanz stattfinden

kann und dies offensichtlich auch Auswirkungen auf die Stabilitit auf den Oberfldchen hat.
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Allerdings lésst sich daraus nicht die ebenfalls hohere Stabilitdt von Dekahistidin erklédren.
Somit spielt fiir Tris-NTA wahrscheinlich nicht die Redundanz oder die eher
unwahrscheinliche 1:1 Stochiometrie mit Hexahistidin die wichtige Rolle, sondern die
mogliche Anordung der Ni*"-NTA-Gruppen von Tris-NTA, so dass sowohl Hexahistidin
als auch Dekahistidin stabiler binden. Auf den Tetrakis-NTA-Spots zeigte sich die
maximale ECs-Differenz zwischen Dekahistidin und Hexahistidin bei niedrigeren
Imidazolkonzentrationen im Vergleich zu Tris-NTA. Dabei war moglicherweise der
zusdtzliche Verdrangungseffekt, den Dekahistidin auf Hexahistidin aufgrund der
vorhandenen Redundanz der Bindung hat, ein wichtiger Faktor.

Fiir das Dissoziationsverhalten eines Oligohistidins stellte sich heraus, dass die an diesem
Oligohistidin angebundenen Fluorophore keinen Einfluss auf das Dissoziationsverhalten
haben. Der Einfluss des Fluorophors des konkurrierenden Oligohistidins kann nach
Beriicksichtigung der Messungen mit nichtfluoreszentem Oligohistidin als eher gering
eingestuft werden und den groBen Unterschied zwischen Einzelmessung und paralleler
Messung nicht erkliren. Bei der parallelen Detektion von S0387- und
fluoreszeinmarkierten Oligohistidinen konnte ein schwacher Energietransfer beobachtet
werden. Gleiches trat wesentlich stirker fiir die Fluoreszenzfarbstoffkombination
Fluoreszein und Tetramethylrhodamin zutage. Durch die nicht mehr steigende Fluoreszenz
bei Spots aus hoher konzentrierten Spotlosungen (sowohl im Falle paralleler Messungen
als auch im Fall von Einzelmessungen) zeigte sich der fluoreszenzquenchende Effekt des
Nickels. Dementsprechend konnten keine direkten Helligkeitsvergleiche zwischen
verschiedenen Spots angestellt werden. Die Spots zeigten jedoch unterschiedliche
Eigenschaften im Zusammenspiel mit den Oligohistidinen, so dass das Quenching bei der
Ermittlung der Dissoziationskurven durch die Normierung der Signalintensititen weniger

relevant war.
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4.3 Molekulardynamische Untersuchung von Histidin-Nickel-NTA-

Komplexen

Fiir die Entwicklung von moglichst komplementédren Bindungspaaren auf der Grundlage
des Systems der  Oligohistidin-Nickel-NTA-Wechselwirkung ~ wurde  mit
molekulardynamischen Methoden untersucht, ob spezielle Geometrien bzw. Strukturen
von Oligohistidinen zu bevorzugten Bindungen fiihren konnten. Daraus gewonnene
Erkenntnisse sollten in das Design optimierter Oligohistidine einflieBen. Dazu wurden
zunédchst die Oligohistidine Hisg und His;p mit einem Mono-NTA untersucht um
festzustellen, ob es hier eine Vorzugskoordination gibt, oder ob nur durch die mogliche
Mehrzahl an Bindungsmoglichkeiten das Dekahistidin besser bindet. Nachfolgend wurde
eine simultane Versuchsreihe mit den Oligohistidinen und Bis-NTA wiederholt. Zunichst
musste jedoch iiberpriift werden, ob die Parameterisierung fiir die Molekiile und Ionen
korrekt war. Dazu wurde als erstes eine Energieminimierung (gemaf3 des Teils im Anhang,
der die Minimierung beschreibt) zwischen Ni*" und einem vorher minimierten
Oligohistidin vorgenommen um zu sehen, ob die molekularen und atomaren Parameter fiir
eine Molekulardynamik richtig waren. Da das Ni*’-lon im ESF-Kraftfeld nicht
parametrisiert war, mussten erst Ladung und Koordination zugeordnet werden. Gemal
bekannten Rontgenstrukturen zwischen Ni*"-Ion, Wasser und Histidinen!'*! wurden zwei
positive Ladungen und eine oktaedrische Koordinationssphére fiir Nickel gewahlt. Fiir die
Minimierung zwischen Nickel und Histidin wurde das Nickel knapp drei Angstrom
entfernt zu einem Stickstoff des Imidazolrings von His3 platziert. Die Struktur zeigte nach
Ende der Minimierung (Abb. 4.19), dass Nickel am Stickstoff des Imidazolringes des
Oligohistidins gehalten wurde. Die Koordination von Nickel an Hexahistidin fiihrte zu
einem Energieminimum. Andernfalls wire Nickel sonst nicht ohne Constraints am
Oligohistidin koordiniert worden. Gleichzeitig zeigte die Minimierung, dass der
zusdtzliche Imidazolring von His5 an das Nickel koordinierte. Das Ergebnis bestitigte,
dass die Parameter fiir diese Wechselwirkung richtig gewidhlt waren, da freies Nickel
korrekt koordiniert wurde.

Die nachfolgend durchgefiihrten Minimierungen fiir Ni*’-NTA-Komplexe ergaben, dass
die Komplexe zwar nicht zerfielen, aber Bindungswinkel und -lingen eine sehr grofe
Abweichung von bekannten Rontgenstrukturen zeigten.!'*” Daher war es ndtig, die

Geometrie des Komplexes durch Beschrinkungen der Freiheiten wéahrend der Simulation
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zu fixieren. Dazu wurden die Bindungsldngen und Bindungswinkel sowohl innerhalb der
Teilstruktur des NTAs, der die Koordination zum NiZ* herstellt, als auch die
Bindungslingen und Winkel zwischen NTA und Ni*" auf vorgegebene Werte gesetzt
(siche Anhang) und durch groBe Kraftkonstanten dort fixiert. Die minimierten Ni*'-NTA-
Komplexe zeigten bei molekulardynamischen Untersuchungen nur eine geringe Affinitét
zu Histidinen. Die Bindungslinge zwischen dem Ni*"-ITon und dem entsprechenden
Stickstoff am Oligohistidin war wesentlich groBer als in bekannten Rontgenstrukturen.!'*]
Diese Rontgenstrukturen zwischen NTA-Nickel und Imidazolringen dienten als Vorbild
fir die Parameter (Bindungslingen und -winkel) um Beschrinkungen fiir die
Wechselwirkung zwischen Mono-NTA-Nickel und dem Oligohistidin einzufiihren.

Aus zwei solchen Einheiten wurde auch das Bis-NTA-Molekiil aufgebaut und minimiert.
Mit Hilfe dieser Parameter wurden nach der Methode des Simulated Annealing mehrere
Wechselwirkungen zwischen Mono-NTA-Ni-Molekiilen und Oligohistidinen untersucht.
Dazu wurden beide Koordinationsstellen von Nickel mit den entsprechenden Stickstoffen
im Heterzyklus der beiden ausgewdhlten Histidine des Oligohistidins koordiniert. Dies
wurde flir verschiedene Kombinationen von Anbindungen zwischen dem NTA und den
Histidinen der Oligohistidine durchgefiihrt.

Die gleiche Prozedur wurde mit Bis-NTA-Ni-Molekiilen und Dekahistidin durchgefiihrt.
Hier wurden nicht an jedes Nickel-NTA zwei Histidine, sondern nur ein Histidin mit einem
Nickel-NTA koordiniert. Dies sollte fiir eine Untersuchung einer Vorzugskoordination
ausreichen. Die verbliebenen Valenzen des Ni*'-Ions wurden nicht abgesittigt. Abbildung
4.20 und 4.21 zeigen die erreichten Energiewerte der Systeme flir die verschiedenen

Kombinationen von Histidinen des Oligohistidins und den NTA-Molekiilen.
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Abbildung 4.19: Sinnvolle Korrdination des Hexahistidins an das Ni*" nach einer
Minimierung mit Discover 3.1. Minimierung zunidchst mit "Conjugate Gradients"
(Polak-Ribere) und nachfolgend mit "Steepest Descent" (BFGS). Insgesamt wurden
maximal 2300 Iterationen durchgefiihrt. Die gezeigte Wechselwirkung stellt eine His3-
5 Wechselwirkung dar.
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Abbildung 4.20: Durch Simulated Annealing erhaltene Energien von Wechselwirkungen
zwischen Oligohistidin und Ni**-NTA-Komplex nach abschlieBender Minimierung.
Histidin 1 befindet sich am N-terminus der Oligohistidinkette. Es wurden verschieden
Kombinationen von zwei Histidinen eines Oligohistidins mit einem Ni2+-NTA
untersucht.

(A) Wechselwirkung zwischen Hexahistidin und Nickel-Mono-NTA. (---)His2-4 WW,
(") His2-5 WW, (-) His2-6 WW.

(B) Wechselwirkung zwischen Dekahistidin und Nickel-Mono-NTA. (-) His2-7 WW,
(") His2-8 WW, (---) His2-9 WW, (---) His2-10 WW.
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Abbildung 4.22 gibt einen Eindruck einer simulierten Niedrig-Energie-Struktur zwischen
Dekahistidin und Bis-NTA wieder. Die Durchfilhrung des Simulated Annealing zur
Berechnung einer begrenzten Anzahl von minimierten Strukturen benétigte fiir jede
Kombination eine Rechenzeit von mehreren Tagen. Daher musste die Zahl der
untersuchten Kombinationen eingeschrinkt werden. Berechnungen, die wegen

Softwareinstabilitdten abbrachen, konnten nicht wiederholt werden.
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Abbildung 4.21: Ahnlich Energien fiir die Kombinationen von Wechselwirkungen des

Systems Dekahistidin—Nickel-Bis-NTA nach Simulated Annealing. Jedem NTA wurde

dabei ein Nickelion und der Imidazolring eines Histidins zugeordnet.
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Die Kombination His2-3 lieB sich initial nicht sinnvoll fiir die Simulated Annealing
Prozedur zwischen Hexahistidin und Mono-NTA einrichten. Die Bindungsabstinde
ergaben unabhingig von der anfangs gewéhlten Konformation des Hexahistidins bei der
anschlieBenden Annealing-Prozedur keine sinnvollen Werte. Insgesamt sind die
Energieunterschiede zwischen den verschiedenen Geometrien gering. Lediglich die
Energie des Systems mit der Kombination His2-8 blieb im Rahmen der Berechnungen
etwas hoher als bei den anderen Kombinationen (Abb. 4.20 B).

Die anschlieBende Simulation von Strukturen zwischen Dekahistidin und Nickel-Bis-NTA
zeigte, dass der Abstand zwischen den beiden Histidinen, die mit den NTA-Grupppen in
Wechselwirkung traten, ab einem Minimalabstand von drei Histidinen fiir die Energie des
Systems keine Rolle mehr spielte (Abb. 4.21 A). Alle Kombinationen zeigten etwa gleich

niedrige Energiewerte. Kiirzere Abstinde fiihrten bei den durchgefiihrten Simulationen zu

ungiinstigeren Konformationen des Dekahistidins, des Bis-NTAs oder beiden, und somit

zu etwas hoheren Energien (Abb. 4.21 B).

Abbildung 4.22: Darstellung einer Niedrigenergiestruktur von Dekahistidin mit Bis-NTA.
Die groBBen Kugeln stellen die Ni-lonen dar. Die beteiligten Histidine His2 und His8
sowie das Bis-NTA sind in der Stab-Darstellung illustriert. Die Kette des Oligohistidins

ist zusétzlich als hellgraues Band dargestellt.
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Bei Betrachtung von Abbildung 4.22 werden die rdumlichen Begrenzungen deutlich, die
bei der Gruppierung der Histidine um die beiden Ni*-NTAs existieren. Die Kette des
Oligohistidins lduft in einem weit geschwungenen Bogen um das Bis-NTA, um eine
energetisch moglichst ungezwungene Konformation einnehmen zu konnen. Die
Simulationen zeigen, dass es im Prinzip keine signifikanten Vorzugsbindungen bzw.
-koordinationen gibt. Daraus ldsst sich vermuten, dass der Zugewinn an zusitzlichen
Permutationsmdglichkeiten und der damit verbundene Entropiegewinn zu einer hoheren
Stabilitdt der Dekahistidin-Nickel-NTA-Bindungen im Vergleich zu Hexahistidin fiihrt.
Fiir das Design der Oligohistidine ldsst sich daraus ableiten, dass eine Verlingerung der
Oligohistidinkette eine bessere Anbindung ergibt. Ob nun ein Tris-NTA oder ein Bis-NTA
eine bessere Bindung ausbildet, lie3 sich mit dieser Untersuchungsmethode nicht erkldren.
Fiir den Fall von zwei Bindungen pro Histidin speziell bei der Bindung von Dekahistidin
an Tris-NTA oder Tetrakis-NTA wird deutlich, dass hier die rdumlichen Verhéltnisse sehr
eng werden und eine optimale topologische Anpassung zwischen Oligohistidin und NTA-
Molekiil notwendig ist. AuBerdem muss die Bindung einen deutlichen Energievorteil
bringen, da eine Mehrfachanbindung zu groBen  Einschrinkungen  der
Oligohistidinkonformation fithren muss und somit zu einem Entropieverlust fiihrt.
Experimentell wurde von einem Kooperationspartner durch isothermische Kalorimetrie
gezeigt, dass die Verbesserung der Bindung von Tris-NTA zu Bis-NTA (oder von
Tetrakis-NTA zu Tris-NTA) ein Entropiegewinn durch zusétzliche Bindungen zwischen
dem zusétzlichem Mulitchelatorkopf und dem Oligohistidin als treibende Kraft fiir die

erhohte Stabilitit verantwortlich ist.!'*”]
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4.4 Entwicklung und Anwendung der nativen chemischen Ligation
auf Oberflachen

Nachdem Erfahrungen mit verschiedenen Oberflichenderivatisierungen zeigten, dass viele
unspezifische Anbindungsprozesse an die Oberflichen stattfinden koénnen, sollte eine
hochselektive Anbindungsmethode entwickelt werden, die moglichst wenig unspezifische
Wechselwirkungen erlaubt. Viele Immobilisierungsmethoden stellen eine Anbindung iiber
funktionelle Gruppen her, die sich in Proteinen und auch Peptiden haufig mehrfach finden.
Somit ist selten eine spezielle Immobilisierung mit nur einer Anbindung moglich.
AulBlerdem konnen manche Oberflachenderivatisierungen mehrere funktionelle Gruppen
gleichzeitig binden, so dass die Chemoselektivitit dieser Oberflachen eingeschrénkt ist.

N-terminale Cysteine kommen in Proteinen und Peptiden jedoch nur einmal vor. Somit bot

1551 an. Diese

sich eine Anwendung der nativen chemischen Ligation (NCL)!
Kupplungsmethode wurde bisher hauptsdchlich zur Synthese und Derivatisierung von
Proteinen und langen Peptiden verwendet.

Die Aminoséuresequenzen aller in diesem Abschnitt eingesetzten Peptide sind in

Tabelle 6.4 angegeben.

4.4 .1 Peptidarrays durch Native Chemische Ligation

Die Anbindung an die Oberfldche sollte so gestaltet werden, dass die zu immobilisierende
Substanz einen einfach zu verwendenden Baustein trdgt. Daher sollte die Oberflache den
Thiolester, und das zu immobilisierende Polypeptid ein Cystein tragen. Somit musste eine
Thiolesteroberflache hergestellt werden. Als Grundsubstrat hierfiir wurde zunichst eine
Amin-funktionalisierte Oberfliche gewihlt Nachfolgend erfolgte der Aufbau des
Thiolesters mit einfachen Kupplungsmethoden aus der Peptidchemie. Der Aufbau der
Thiolesteroberfliche auf die Aminooberfliche erfolgte zunédchst in 2 Schritten. Zuerst
wurde mit Bernsteinsdureanhydrid gekuppelt und nach anschlieBender Aktivierung, mit
Benzylmercaptan derivatisiert (Array in Abb. 4.23). Spater wurde die Thiolesteroberflédche
in einem Schritt durch Immobilisierung eines vorher synthetisierten Thiolesterlinkers
(Abschn. 6.3.6) iiber seinen Aktivester auf der Amin-funktionalisierten Oberfldche
hergestellt (Abb. 4.24, Arrays in Abb. 4.23-4.32).

Die Amin-funktionalisierte Oberfliche wurde dabei auf zwei verschiedene Arten

hergestellt und die Resultate miteinander verglichen. In einem Fall wurde der Linker direkt
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auf einem durch direkte Silanisierung mit Aminopropyltriethoxysilan hergestellten
Substrat immobilisiert. Im anderen Fall wurde nach der Derivatisierung der Glasoberfldche
zu einem Epoxid ein Diaminopolyethylenglykol (800) auf der Oberfliche immobilisiert
(Abb. 4.24). Letztlich wurde so eine Aminoberfliche mit groBerem Abstand zum Glas
erhalten.

Allerdings unterscheiden sich die beiden Oberflichen in ihren Eigenschaften hinsichtlich
der Adsorptivitit von Peptiden und Proteinen (s.u.) und auch beziiglich ihrer
Hydrophobizitit. Zunédchst stand die Selektivitit der Oberflichenimmobilisierung im
Vordergrund der Untersuchungen.

Da in dieser Arbeit Peptidmikroarrays und Small-Molecule-Mikroarrays im Fokus der
Arrayentwicklung standen und der Nachweis der Immobilisierung {iiber einfache
Fluoreszenz erfolgen kann, wurden Peptide als Verbindungen fiir die Immobilisierung
gewdhlt. Um die Kompatibilitit mit biochemischen und biologischen Anwendungen
aufzuzeigen wurden mit den Peptidarrays auBerdem Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefiihrt. Die myc-tag-Sequenz, die manche Peptide enthielten, wurde {iber Anti-c-
myc-Primérantikorper und Alexa546 markierte Sekunddrantikdrper nachgewiesen. Da
direkte Nachweise der chemischen Anbindung bei der Immobilisierung auf den

verwendeten Oberflichen nicht zur Verfligung standen, wurden indirekte Methoden

RA119 RA113  RA80Cys

RA108 RA107

alle 3 mM

Abbildung 4.23: Spezifitit der Anbindung auf einer Thiolesteroberfldche.
Mikroskopieaufnahme eines Arrays mit verschiedenen Peptiden auf einer
Thiolesteroberflache. (A) zeigt den Fluoreszeinkanal, (B) den Cy3-Kanal und (C)
das Arraylayout mit den erwarteten Signalen in den beiden Fluoreszenzkanilen.
Die Konzentrationen der pipettierten Ldsungen waren 3 mM in
Denaturierungspuffer + 1% (w/v) MESNA. Der Array wurde auf einem DG iiber
zweistufige Herstellung der Thiolesteroberfliche hergestellt. Peptidsequenzen siehe

Tabelle 6.4.
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benutzt. Als Negativkontrollen dienten Peptide, die entweder eine Anbindung von
vornherein verhinderten, da die Thiolfunktion nicht vorhanden (z.B. RA80Ala) oder an
der falschen Stelle (mitten i1m Peptid, RAI108) positioniert war. Als weitere
Negativkontrolle wurde ein Peptid eingesetzt das den S—N-Acyltransfer nicht zulieB3, da
der N-Terminus des Peptides acetyliert vorlag (RA113). Um auszuschlieBen, dass der bei
diesen Peptiden verwendete Fluorophor Fluoreszein einen besonderen Einfluss auf die
Anbindung hat, kam hdufig auch ein unmarkiertes Peptid zum Einsatz (RA119). Es wurde
iber indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen. In Abbildung 4.18 sind die
Mikroskopiebilder einer Immobilisierung solcher Peptide auf einer Thiolesteroberflédche
gezeigt. Im Fluoreszeinkanal (Abb. 4.23 A) sind die hellen Spots der Peptide RA107 und
RAS8O0Cys, die ein freies N-terminales Cystein enthalten, deutlich zu sehen. Sehr schwach
ausgepragt sind die unspezifischen Signale von RA113 (mit acetyliertem Cystein) und das
Signal von RA108.

Zusitzlich zum direkten Nachweis wurde eine Immunfluoreszenzfiarbung mit einem gegen
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Abbildung 4.24: Derivatisierung einer aminofunktionalisierten Oberflaiche zum Thiolester fiir
die native chemische Ligation auf einer nach Abbildung 3.5 hergestellten Amino-PEG-

derivaticierten Oherfliache.
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die myc-tag-Sequenz gerichteten anti-c-myc-Primér-Mausantikdrper und einem Alexa546

markierten Ziege-Anti-Maus-Antikorper durchgefiihrt (Abb. 4.23 B).

Neben dem hohen Hintergrund sind die spezifischen Signale der myc-tag-Peptide RA119
und RA107 neben geringen Signalen auf den Spots von RA108 und auf RA80Cys sichtbar.
Offensichtlich binden nur die Peptide an die Oberfldche, die ein Cystein am N-terminus
enthalten. Allerdings sind leichte unspezifische Anbindungen von RA108 und RA113 an
die Oberfliche festzustellen. Das Signal des RA80Cys-Spots im Cy3-Kanal ist vermutlich
durch Ubersprechen des Fluoreszeins in diesen Kanal entstanden.

Zu Anfang der Entwicklung der nativen chemischen Ligation auf Oberflaichen wurden,

RA119 RA113 RA80Cys RA107

alle 3 mM

RA119 RA113 RA80Cys RA107

alle 3 mM

Abbildung 4.25: Vergleich zwischen Maleinimid- und Thiolesteroberfliche bei
Anbindung der gleichen Peptide. (A) zeigt den Fluoreszeinkanal eines Arrays auf einer
Maleinimidoberfliche. (B) =zeigt den gleichen Array im Cy3-Kanal nach
Immunfluoreszenzfirbung (myc-tag). (C) zeigt den im Prinzip gleichen Array auf einer
Thiolesteroberflache im Fluoreszeinkanal und (D) wiederum die
Immunfluoreszenzfarbung im Cy3-Kanal. (E) (F) geben das Arraylayout und die
erwarteten Signale fiir beide Fluoreszenzkanéle auf den DGs wieder. Die Konzentration

aller Peptidlosungen war 3 mM.
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analog zur Herstellung von Proteinen, konzentrierte Puffer mit einem hohen Anteil von
Guanidiniumhydrochlorid und einem kleinen Anteil von MESNA (1%) zugegeben!'>*.
Allerdings war MESNA nicht notig, weil der auf der Oberfliche vorliegende Thiolester
bereits eine gute Abgangsgruppe fiir den Thiolesteraustausch besal (im Gegensatz zu
denen von Ayers et al.l"**! und Camarero et al.'”). Auf Guanidiniumhydrochlorid konnte
ebenfalls verzichtet werden, da keine Proteine denaturiert werden mussten. Zunéichst
wurde aber unter Beibehaltung dieser Puffer und Zusédtze immobilisiert (Abb. 4.23, 4.25,
4.27-4.29). Diese ersten Arrays fiir die NCL wurden nicht mit einem Pipettierroboter,
sondern manuell hergestellt. Daher zeigen die Abbildungen sehr grofle und unregelméBige
Spots. Die Peptidkonzentrationen betrugen immer 3 mM.

Um die Unterschiede zu anderen Oberflachenimmobilisierungen darzustellen, wurden die
gleichen Peptide auf eine maleinimidfunktionalisierte Oberfliche gebracht. In Abbildung
4.25 ist der Unterschied deutlich zu erkennen. RA113 ist auf der Maleinimidoberfldche
angebunden, da das Cystein frei fiir eine Anbindung (durch Michael-Addition) zur

Verfligung steht und der acetylierte N-terminus eine Anbindung nicht verhindert.
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Abbildung 4.26: Prinzipien der Nachweismethoden fiir die angebundenen Peptide auf
Thiolesteroberflachen auBler der direkten Fluoreszenz. Immunfluoreszenzfirbung (A)
gegen Myc-tag-Sequenz iiber Primdr- und Sekundirantikérper bei entsprechenden
Peptiden. (B) Nachweis des Thiols iiber ein Maleimidobiocytin-Streptavidin-System.

(C) Nachweis des Thiols tiber eine Disulfidbriicke mit einem fluoreszenten Peptid.
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3mM  300pM 30 uM

OROR®

RA107

Abbildung 4.27: Abhingigkeit der Signalinstensitdt von der Oberflachendichte iiber eine
Konzentrationsreihe zweier Peptide auf Thiolesteroberflichen nach Immun-
fluoreszenzfirbung und Maleimidobiocytin-Féarbung mit Alexa633-Streptavidin. Die
Peptide RA108 (ohne N-terminales Cystein) und RA107 (mit N-terminalem Cystein)
sind beide mit Fluoreszein markiert. (A) zeigt den Fluoreszeinkanal, (B) die
Immunfluoreszenzfarbung im Cy3-Kanal (myc-tag), (C) die Fluoreszenz im Cy5-Kanal

(Alexa633) und (D) gibt das Arraylayout wieder.

4.4.2 Nachweise der Thiolfunktion nach S—N-Acyltransfer

Ein interessanter Aspekt der nativen chemischen Ligation, und ein weiterer Beweis flir
eine Immobilisierung iiber einen S—N-Acyltransfer, ist die Tatsache, dass die
Thiolfunktion des Cysteins wieder frei wird. Falls sie nach dem Transfer nicht oxidiert
vorliegt, sollte diese nachweisbar sein. Es wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt,
um das freie Thiol auf der Oberfliche nachzuweisen. Alle Nachweismethoden fiir die
Anbindung und Funktionalitit der Peptide auf den Oberflichen, auBer der direkten
Fluoreszenz der Peptide, sind in Abbildung 4.26 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.28: Untersuchung der Unabhéngigkeit des Thiolnachweises von der

Immunfluoreszenzfarbung durch Einzelexperimente. Fuoreszenzaufnahmen von drei
gleichen Peptidarrays (Array 1: (A-C); Array 2: (D,E); Array 3: (G,H)) auf
Thiolesteroberflaichen. Der erste Array (A-C) wurde erst mit Maleimidobiocytin
inkubiert, dann einer Immunfluoreszenzfarbung gegen die myc-tag-Sequenz unterzogen
und nachfolgend mit Alexa633-Streptavidin gefarbt. Der zweite Array (D,E) wurde nur
mit Maleimidobiocytin inkubiert und mit Alexa633-Streptavidin gefdrbt. Der dritte
Array wurde ohne Immunfluoreszenzfarbung und ohne Maleimidobiocytin nur mit
Alexa633-Streptavidin  inkubiert. (A,D,G): Fluoreszeinkanal (=Kontrolle der
Anbindung). (B): Cy3-Kanal (=myc-tag). (C,E,H): Cy5-Kanal (=Maleimido-biocytin).
(F): Arraylayout aller drei Arrays. Die Arrays wurden auf DGs iiber den
Thiolesterlinker RA220 auf AminoPEG(800)-Oberfldachen hergestellt.



NATIVE CHEMISCHE LIGATION AUF OBERFLACHEN

Zunichst wurde versucht das Thiol {iber ein biotinyliertes Maleinimid und nachfolgender
Inkubation mit fluoreszent markiertem Streptavidin nachzuweisen (Abb. 4.27 und 4.28).
Dieser Nachweis war jedoch nur manchmal positiv, fast immer unspezifisch und selten
reproduzierbar. Auch vorherige Reduktion mit DTT filihrte zu keiner Verdnderung.
Meistens waren alle Peptidspots gefdrbt, unabhingig davon, ob eine Anbindung stattfand,
oder ob nur Spuren von unspezifisch angebundenen Peptiden auf der Oberfliche
vorhanden waren (Abb. 4.27C, 4.28 C). Mitunter wurde auch der komplette Hintergrund
mit Ausnahme der Peptidspots stark angefarbt (ohne Abb.). Streptavidin alleine zeigte
keine unspezifische Anbindung an die Peptide (Abb. 4.28 H). Auch war es irrelevant, ob
der Array vor der Streptavidininkubation noch einer Immunfluoreszenzfiarbung gegen die
myc-tag-Sequenz unterzogen wurde (Abb. 4.27 C, 4.28 C) oder nicht (Abb. 4.28 E).
Zusiatzlich wurde eine Konzentrationsreihe der Spotlosungen ausgetestet (Abbildung 4.27),
um den Einfluss von Fluoreszenzquenching auszuschlieBen. RA108 (ohne N-terminales
Cystein) zeigte eine geringe unspezifische Anbindung ohne Helligkeitsgradient an die
Oberfliche. Das Konzentrationsgefille auf der Oberfliche wird durch die
Priméarfluoreszenz und die Immunfluoreszenzfarbung von RA107 gut wiedergegeben. Es
ist auch abgeschwicht bei der sehr deutlichen Fluoreszenz durch die Alexa633-
Streptavidinanbindung sichtbar. Aber auch hier waren die Peptidspots von RA108 selbst
nach langem Waschen immer noch durch Alexa633-Streptavidin angefarbt obwohl sie
nicht gefdrbt sein sollten (Abb. 4.27 C). Nach Abschluss aller dieser Testreihen wurde
angenommen dass der Nachweis des frei gewordenen Thiols iiber Maleimidobiocytin
versagt.

Da die Anbindung mit Maleimidobiocytin nicht spezifisch war, wurde eine andere
Nachweismoglichkeit fiir das Thiol des angebundenen Cysteinpeptids gesucht. Dazu wurde
ein kurzes, S0387-markiertes cysteinhaltiges Peptid (TA42) synthetisiert, das iiber eine
Thiopyridingruppe am Thiol des Cysteinrestes verfiigt (Tab. 6.3). Durch Tausch des
Thiopyridins gegen die an den Peptiden auf der Oberfliche wieder frei gewordenen
Thiolgruppen der Cysteinreste sollte TA42 spezifisch an die Peptidspots binden. Um
sicherzustellen, dass die Cysteinreste auf der Oberfldche nicht oxidiert vorlagen, wurde in
manchen Versuchsreihen vorher mit DTT reduziert (Abb. 4.22 D,E).

Nach der Inkubation mit TA42 war fiir gewohnlich die gesamte Oberfldche (unspezifisch)
getarbt, dabei stellte sich der Hintergrund teilweise heller gefarbt als die Peptidspots selbst
dar. Da lidngere Peptide die Oberfliche abschirmen konnten und um eventuelle andere

Effekte auszuschlieen, die mit den FEigenschaften der immobilisierten Peptide in
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alle 3 mM

() @)

Hochsalz| PBS

alle 3 mM

Abbildung 4.29: Versuche zum Nachweis des frei gewordenen Thiols mit Hilfe des
Peptides TA42. Fluoreszenzaufnahmen zweier Fluoreszenzkandle von zwei
Peptidarrays auf DGs. Auf dem ersten Array (A-C) wurden mehrere Peptide fiir 16 h
auf Thiolesteroberflichen immobilisiert und anschlieBend mit TA42 fiir 15 min
inkubiert. Auf dem zweiten Array (D-F) wurden Peptid und freies Cystein fiir 16 h
immobilisiert, mit DTT (10 mM in PBS) reduziert und anschlieend mit TA42 fiir 15
min inkubiert. Dabei wurden Hochsalzpuffer und PBS-Puffer verwendet. (A,D):
Fluoreszeinkanal; (B,E): Cy5-Kanal (=TA42); (C,F): Arraylayout.

Verbindung mit TA42 auftraten, wurde auch nur die Aminosdure Cystein auf der
Oberflache immobilisiert.

Durch die Verwendung dieses kleinen Bausteins sollte eine mogliche sterische
Abschirmung des Thiols auf der Oberfliche minimiert werden. Zusétzlich wurde PBS mit
den bisher verwendeten Hochsalzpuffern fiir die Peptidlosungen verwendet (Abb.4.29
D,E), ein organisches Losungsmittel (DMF) fiir die Inkubationslosung von TA42
verwendet und die Inkubationszeiten variiert. Bei langerer Inkubation mit TA42 (bis zu 16
h) farbte sich der Hintergrund stirker, jedoch kein Peptidspot. Die Helligkeit des
Hintergrundes lie sich fiir gewohnlich durch intensives Waschen mit verschiedenen

Losungsmitteln wieder verringern. Falls die Spots dunkler blieben, so war dieser Effekt fiir
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alle Spots einheitlich. Auch erschienen die Spots von Peptiden, die nicht angebunden
hatten, dunkler als der Hintergrund. Gleiches war fiir reine Pufferspots zu beobachten.
Nach der Inkubation mit TA42 reduzierte sich die Fluoreszeinfluoreszenz der
angebundenen fluoreszent markierten Peptide. Mit nachfolgendem Waschen wurden die
Peptidspots jedoch wieder heller. In keinem der Félle lie sich das Thiol auf chemischem
Wege auf der Oberfliche reproduzierbar nachweisen. Weil jedoch alle anderen Positiv-
und Negativkontrollen funktioniert hatten, wurde diese Immobilisierungstrategie weiter
untersucht.

Da der Hintergrund bei dieser Immobilisierungsmethode haufiger unbefriedigend hoch
ausfiel, wurde die Oberflachenchemie etwas verdndert. Dabei wurde das gereinigte Glas

"7ynd nachfolgend mit Diaminopolyethylenglykol

zunichst mit GOPTS funktionalisiert!
(800) weiterbehandelt!'®. Die dabei erhaltene Aminooberfliche wurde nun mit Hilfe des
Linkers RA220 in einen Thiolester umgewandelt (Abb. 4.28). Um die
Immobilisierungsmethode kompatibel zu einem Nanopipettier-Roboter zu machen,
mussten die Zusammensetzungen der Spotlosungen gedndert werden. Die Verwendung
eines Hochsalzpuffers hétte an den Pipetten beim Antrocknen zu Problemen fiihren
konnen. Auerdem sind derart hochkonzentrierte Puffer mit den Pipetten schwieriger zu
dosieren. Wie bereits in Abbildung 4.29 D und E gezeigt, konnten bei Verwendung von
Peptidlosungen mit PBS anstatt mit Hochsalzpuffer gleiche Ergebnisse im Hinblick auf die

Spotqualitdt erhalten werden. Aufgrund der geringen Loslichkeit der Peptide in PBS-Puffer

0 | TA21 | TA18 |
RA113 RA80Ala RA119

Abbildung 4.30: Mit Nanopipettierer hergestellter Peptidarray (3 h Inkubationszeit) auf
Polyethylenglykol-Thiolesteroberfliche nach einer Immunfluoreszenzfirbung gegen
Myc-tag-Peptide. Vor der Immunfluoreszenzfiarbung wurde der Array mit Top-Block
(1%) gegen unspezifische Anbindung geblockt. Aufnahmen nach dem Waschen mit
Wasser, Aceton und DMF. (A) zeigt den Fluoreszeinkanal, (B) den Cy3-Kanal
(Immunfluoreszenzfarbung), (C) gibt das Arraylayout wieder. Alle Peptide wurden mit
einer Konzentration von 3 mM in PBS pipettiert.
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und der absoluten Notwendigkeit von homogenen Ldsungen bei der Nutzung mit einem
Nanopipettier-Roboter bestand ein Drittel der Losungen aus Dimethylformamid. Das
bedeutete, dass die Spots etwas groBer ausfallen wiirden, als im Falle von reinem PBS-
Puffer. AuBlerdem tendieren Fliissigkeiten mit hohem DMF-Anteil dazu sich etwas
unregelmaBiger auf der Oberfliche zu verteilen. Die Reaktionszeit der Peptide auf den
Oberflichen wurde auf drei Stunden ohne sichtbare Verschlechterung verkiirzt. Trotz des
ausfiihrlichen Waschens mit Wasser, Aceton und DMF in einem Ultraschallbad (jeweils 30
min) war die Fluoreszeinfluoreszenz der Negativkontrollen immer noch leicht sichtbar
(Abb. 4.30 A). Ansonsten war das Hintergrundsignal im Vergleich zu den
Peptidspotsignalen sowohl im Fluoreszeinkanal als auch im Cy3-Kanal nach der
Immunfluoreszenzfarbung zufriedenstellend gering. RA119 zeigte bei
Immunfluoreszenzfarbung im Cy3-Kanal eine etwas geringere Intensitdt als TA20, was
seinen Grund in der durch Einwaage eingestellten Konzentration der Pipettierlosung haben
kann. Durch verbesserte Waschprotokolle konnte die Helligkeit der Negativkontrollen
weiter verringert werden (Abb. 4.31). Anstatt Wasser wurde PBS als Waschagens
verwendet und bei Waschschritten zundchst mit organischen Losungsmitteln gearbeitet.
Zusitzlich wurde Acetonitril (0,1 % TFA) als Waschagens verwendet, so dass

Losungsmittel mit verschiedenster Polaritit zum Einsatz kamen.

RA80Ala RA113
TA21 TA20 TA18

Abbildung 4.31: Einsatz verbesserter Waschprotokolle zur Minimierung der Signale der
Negativkontrollen. Array hergestellt wie in Abb. 4.30 (ohne RA119) nach
Immunfluoreszenzfiarbung gegen myc-tag-Sequenz. (A) Fluoreszeinkanal. (B) Cy3-

Kanal (=myc-tag). (C) Arraylayout.
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. Cv3-Kanal Uberlagerung
Fluoreszein-Kanal y3-Kana beider Kanle

Anti-His5-
Immunfluoreszenz-
farbung

’19 Q Q

?\ N+ N+
o\ @Q)Q O

Abbildung 4.32: Nachweis und Negativkontrolle flir die spezifische Anbindung von SHP-
2C mit Immunfluoreszenzfirbung. Mikroskopieautnahmen nach  Anti-His5-
Primérantikdrper (Maus) und Ziege-anti-Maus-Alexa546-Antikorper im Fluoreszein

und Cy3-Kanal. Beide Proteine wurden aus einer Losung mit 1 mg/ml pipettiert.

4.4.3 Proteinarrays durch Native Chemische Ligation

Neben den Peptidarrays, die im Fokus der Entwicklung dieser Immobilisierungsmethode
standen, wurde auf den Thiolesteroberflichen auch die Aktivitit von funktionellen
Proteinen untersucht. Hierzu wurde das Protein SHP-2C (freundlicherweise bereitgestellt
von Manuel Baca, Ph.D., Victoria, Australien) in seine native Konformation gebracht und
in einer Konzentration von 0,5 mg/ml oder 1 mg/ml auf die Thiolesteroberflichen
pipettiert. Das Protein stellt einen Ausschnitt aus der Tyrosin-Protein Phosphatase SHP-2
dar. Als Malistab fiir die Aktivitit des Proteins diente die Affinitdt bestimmter Peptide.
Zunichst wurde getestet, inwieweit das Protein iiberhaupt an die Oberflache anbindet, und
ob dies spezifisch geschieht.

Da das Protein nicht in seinen verschiedenen Varianten zur Verfiigung stand, z.B. mit N-
terminalem Alanin anstatt Cystein, oder mit acetyliertem N-Terminus, wurde als einfache
Kontrolle das Protein Fluo-MBP-His;4 als Kontrollprotein auf die Oberflache pipettiert. Da
es iiber kein Cystein verfiigt, sollte nur unspezifische Anbindung sichtbar sein, was tliber
die direkte Fluoreszenz des Proteins nachgewiesen wurde. Fiir den Nachweis beider
Proteine (MBP und SHP-2C) auf der Oberfliche wurde eine Immunfluoreszenztiarbung mit
einem Anti-Hiss-Antikorper durchgefiihrt (Abb. 4.32), da auch SHP-2C mit einem Hise-tag
versehen war. MBP ist nach einfachem Waschen mit Puffer und Detergenz (0,1%

Tween20) besonders im Cy3-Kanal noch schwach sichtbar. Waschprotokolle unter
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Verwendung organischer Losungsmitteln waren nicht moglich, da die Proteine
denaturieren wiirden. Eine Erkldrung fiir die Helligkeit der Spots im Cy3-Kanal konnte
sein, dass bei Verwendung des Maus Anti-Hiss-Antikorpers mehrere Primédrantikorper und
somit durchschnittlich auch mehr Sekundarantikérper anbinden, da das MBP-Protein {iber
ein Hisjs-tag verfiigte. Daher konnten die Spots heller erscheinen, als es ihrer tatsdchlichen
Dichte auf der Oberfliche im Vergleich zu SHP-2C entspréche.

Nachdem die spezifische Anbindung des Proteins mittels Immunfluoreszenz gezeigt
wurde, sollte ein weiterer Nachweis zur Kompatibilitdt der Oberfldche mit spezifischeren
und weniger affinen Wechselwirkungen durchgefiihrt werden. Hierzu diente die Spezifitit
bestimmter Phosphopeptide zur Anbindung an die SH2-Doméne des Proteins SHP-2C.

Bei den Peptiden handelte es sich um S0387-markierte phosphorylierte und
nichtphosphorylierte Peptide (KK80, TAS54, TASS), die im phosphorylierten Zustand
spezifisch an die SH2-Doméne des Proteins anbinden sollten. Die Peptide TA54 und TAS5
enthalten eine Sequenz aus der Cytokinrezeptor Untereinheit gp130 um die Aminosdure
Y757.1*"%1) Die Aminoséuresequenz des Peptides KK80 stammt aus dem Protein siglec-7
aus der Immunoglobulin-Superfamilie um die Aminoséure Y437.["* Lie man das Protein
nach dem Spotvorgang und einer Inkubationszeit von drei Stunden vollig eintrocknen und
spiilte den Array gut ab, konnte keine Anbindung dieser Peptide festgestellt werden. Da
allerdings Tropfen und im Mikroskop auch Spots auf der Oberfliche zu sehen waren, die
sich vom Hintergrund etwas abhoben, konnte daraus geschlossen werden, dass zwar
Material auf die Oberfldche iibertragen wurde, sich jedoch keine Aktivitit zeigte. Die
Nachweise fiir die aktive Konformation auf der Oberfldche sind in Abbildung 4.33 gezeigt.
Bei hohen Konzentrationen dieser Peptide (im mikromolaren Bereich) war es irrelevant, ob
die Peptide in phosphoryliertem oder nichtphosphoryliertem Zustand vorlagen (Abb. 4.34).
Die Affinitdt war stets hoch genug um anzubinden. Bei Konzentrationen im oberen
nanomolaren Bereich zeigte sich jedoch der Unterschied zwischen phosphoryliert und
nichtphosphoryliert."'®

Um zunichst den Unterschied zwischen denaturiertem und nichtdenaturiertem Protein auf
der Oberfliche zu zeigen, wurde ein Array direkt nach dem Pipettieren getrocknet, mit
einem organischen Losungsmittel (DMF) gewaschen und zwei Tage aufbewahrt.
Abbildung 4.33 zeigt, wie sich die Denaturierung von SHP-2C auf die Erkennung des
Phophopeptides KK80 auswirkte. Das Protein wurde mit gleichen Konzentrationen
pipettiert und mit dem gleichen Phosphopeptid (in mikromolarer Konzentration) inkubiert.

Der Array aus Abbildung 4.33 A zeigt das denaturierte Protein. Das Phosphopeptid KK80
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wurde nicht an das Protein angebunden sondern eher abgestofen. Falls der Array jedoch
nicht getrocknet, sondern feucht gehalten und mit PBS (0,1% Tween20) anstatt eines
organischen Lésungsmittels gewaschen wurde, wurde das Phosphopeptid durch das Protein
auf der Oberfldache gebunden (Abb. 4.33 B).

Nun sollte noch die Sperzifitit des Proteins durch die Differenzierung von
phosphoryliertem und nichtphosphoryliertem Peptid auf der Oberfldche bewiesen werden.
Hierzu wurden unterschiedliche Konzentrationen (100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM,
10 uM) von TA54 und TASS5 auf Peptid/Proteinarrays inkubiert, drei Mal gewaschen und
in feuchtem Zustand mit Puffer {iber dem Mikroarray mikroskopiert. Bis zu einer
Konzentration im oberen nanomolaren Bereich wurde das Phosphopeptid TA54 selektiv
von der SH2-Domaéne des Proteins erkannt. Das nichtphosphorylierte Peptid TASS mit der
ansonsten gleichen Aminosaduresequenz wurde hingegen nicht angebunden (Abb. 4.34 A).
Unterhalb von 250 nM war Detektion aufgrund der schnellen On-Off-Rate und der
niedrigen Bindungskonstante im unteren mikromolaren Bereich nicht eindeutig."® Ab
einer Peptidkonzentration von 500 nM war bei hoher Verstirkung des Signals bereits ein
schwaches Signal des nichtphosphorylierten Peptides zu erkennen (Abb. 4.34 B Cy5-
Kanal). Bei hoheren Konzentrationen oberhalb von 1 pM wurden beide Peptide in etwa
gleich gut von SHP-2C erkannt. Abbildung 4.34 C zeigt das Ergebnis nach der Inkubation
mit einer Peptidkonzentration von 5 uM. Die Konzentrationsunterschiede der pipettetierten
Proteine (Abb. 4.34 A und B) wurde nur bedingt wiedergegeben. Mdoglicherweise bindet
besonders bei hoheren Proteinkonzentrationen nicht die gesamte pipettierte Menge des
Proteins an die Oberfliche an.

Zusammenfassend zeigte die Immobilisierungsmethode durch die native chemische
Ligation auf Oberflichen ein sehr selektives Anbindungsverhalten, speziell im
Zusammenhang mit kleineren Molekiilen. Der in der Literatur noch nie beschriebene
Nachweis der bei der Anbindung freiwerdenden Thiolfunktion konnte ebenfalls nicht
erbracht werden. Jedoch konnte unter Verwendung von Peptiden mit vielen, so bisher noch
nicht beschriebenen, sehr spezifischen Negativ- und Positivkontrollen, die exakte
Chemoselektivitdit der Anbindung zwischen dem auf der Oberfliche vorliegenden
Thiolester und einem N-terminalen Cystein mit seinem freien N-Terminus gezeigt werden.
Die Griinde fiir die fehlende Nachweisbarkeit der Thiolfunktion bleiben unbekannt. Es
konnte beispielsweise daran liegen, dass das Thiol selbst bei kleinen Molekiilen bereits
sterisch zu gut abgeschirmt wird, oder dass es nach der Umlagerung durch einen weiteren

Thiolesteraustausch mit einer Nachbargruppe nicht mehr zur Verfiigung steht, obwohl
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diese Reaktion reversibel ist. Die Kompatibilitdit von Thiolesteroberflichen zu
physiologischen Assaysystemen, die bis dahin noch nicht gezeigt war, konnte durch die
spezifische Immobilisierung eines funktionellen und konformationell intakten Proteins auf
einer Thiolesteroberfliche und dessen selektive Erkennung eines Phosphopeptides durch

seine SH2-Domine gezeigt werden.

. Cv5-Kanal Uberlagerung
A Fluoreszein-Kanal y beider Kanle

KK80 10 uM
eingetrocknet

Uberlagerung

B Fluoreszein-Kanal Cy5-Kanal beider Kandle

KK80 10 uM
feucht

Abbildung 4.33: Nachweis fiir die Spezifitit der Anbindung von KK80 bei denaturiertem
(A) und nichtdenaturiertem (B) SHP-2C. (A) Array (ohne MBP, aber mit zusétzlichen
Peptiden) wurde nach 3 h Inkubation getrocknet, mit DMF gespiilt und anschliefend
wieder getrocknet. Im Cy5-Kanal ist das Ergebnis nach Inkubation mit dem
Phosphopeptid KK80 (10 uM) gezeigt. (B) Array wurde nach 3 h Inkubation 5x mit
PBS (0,1% Tween20) gespiilt und mit KK80 (10 uM) inkubiert. Der Cy5-Kanal zeigt
das durch KK80 erhaltene Signal. Peptide wurden aus Losungen mit 3 mM, Proteine

aus Losungen mit 1 mg/ml pipettiert.
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A

Fluoreszein-Kanal Cy5-Kanal Uberlagerung beider Kanale

TA54 250 nM

TA55 250 nM
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Fluoreszein-Kanal Cy5-Kanal Uberlagerung beider Kanale

TA54 500 nM

TA55 500 nM

Uberlagerung

in- Cy5-K |
Fluoreszein-Kanal y5-Kana beider Kanle

TAS4 5 Mt ) . 0;

TA55 5 uM

Abbildung 4.34: Spezifitit in Abhingigkeit von der Konzentration der Phosphopeptide.
Inkubation von Peptid/Proteinarrays mit unterschiedlichen Konzentrationen (250 nM, 500
nM, 5uM) von TA54 und TASS. Die Proteine wurden zur Herstellung der Arrays in den
angegebenen Konzentrationen pipettiert [mg/ml], Peptide immer mit 3 mM. (A) und (B)
wurden auf einem Glassubstrat erstellt (gleiches Arraylayout), (C) entstand auf einem
anderen Glassubstrat. Die Aufnahmeparameter wurden so gewédhlt, dass in den

Fluoreszenzkanélen die hellsten Signale die maximal mdgliche Signalintensitit besal3en.
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4.5 Pipettieren auf Cantileverarrays mit Hilfe eines Nanopipettier-

Roboters

Ein weiteres Teilziel der vorliegenden Arbeit war die Beschichtung von Mikrocantilever
zu erleichtern und eine individuelle Beschichtung der einzelnen Cantilever mit Hilfe eines
Nanopipettier-Roboters zu erreichen. Dazu wurde auf Vorarbeiten von O.Mader!®®'*
zuriickgegriffen und auf das dort eingesetzte molekulare Erkennungssystem
(Peptid/Antikorper) iibernommen.

Die Bedingung fiir eine erfolgreiche Immobilisierung des eingesetzten myc-tag-Peptides
(OM-P18, Tab. 6.3) auf Cantileverarrays war, dass der funktionalisierte Cantilever und der
nichtfunktionalisierte Referenzcantilever direkt nebeneinander liegen, da das Messprinzip
auf der unterschiedlichen Verbiegung von Referenzcantilever und Messcantilever bei
Zugabe der Analytlosung beruht. Daher musste der Nanopipettier-Roboter sehr kleine
Tropfen abgeben, die moglichst genau die einzelnen Cantilever treffen sollten. Deshalb
wurde die kleinste fiir diesen Nanopipettier-Roboter erhéltliche Pipette gewahlt, die fiir
wassrige Losungsmittel Tropfen mit einem Volumen von 150 pl abgeben kann.

Diese TropfengroBe machte einen Wechsel des Losungsmittels zu weniger fliichtigen
Losungsmitteln im Vergleich zu Hak et al!' nétig (ACN/H,0), da nur so eine
Inkubationszeit von mehreren Stunden gewihrleistet werden konnte. Als Losungsmittel
wurde der vollstindig fliichtige Puffer NH4Ac (10 mM, pH = 7,3) gewéhlt. Aus Griinden
der Loslichkeit des Peptides lag der DMF-Anteil der Pipettierlosung bei 30 Prozent.

Der Nanopipettier-Roboter verfiigte iiber ein Zusatzmodul filir eine programmierbare
Chiperkennung, so dass eine Automatisierung des Pipettierens moglich gewesen wire.
Aufgrund des anfanglich immer wieder wechselnden Designs der Cantileverarrays und der
bevorzugten groeren Freiheit bei der Wahl der Spots, wurde auf diese Funktion
verzichtet. Auch das manuelle Ausfiihren der Spotlayouts war keine Standardfunktion und
musste deshalb leicht modifiziert werden.

Ein wichtiges Kriterium fiir erfolgreiches Pipettieren auf die Cantilever war die gewéhlte
Stirke, Breite und Lénge der Cantilever. Die Tropfen konnten durch ihren Impuls die
Cantilever beim Aufschlagen gegen die Wandung nach unten driicken. Dabei bestand die
Gefahr, dass die Cantilever an der Wandung festkleben und sich nicht mehr 16sen, wie in
Abbildung 4.35 B bei dem Cantilever auf der rechten Seite zu sehen ist. Aulerdem war

dabei bei einem Festkleben der Cantilever an die Wandung die Wahrscheinlichkeit grof3,
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dass die Cantilever unvollstindig von der Fliissigkeit bedeckt wurden, und damit
unvollstindig beschichtet waren. Der rechte Cantilever aus Abbildung 4.35 B war deshalb
nach der Immunfluoreszenzfarbung nur an wenigen Stellen schwach fluoreszent. Daher
wurden die Cantilever immer von hinten nach vorne bespottet und umgebogene Cantilever
bei der Spotkontrolle notiert.

AuBerdem musste das Layout des Cantileverarrays an die Féhigkeiten des Roboters
angepasst und dazu die Abstinde zwischen den Cantilevern von 20 um auf 50 pm
vergroBert werden (im Vergleich zu Hak et al.!'*).

Die Cantileverarrays wurden in ausgedtzten Quadraten mit 1 mm Kantenldnge hergestellt.
In jedem Fenster befanden sich neun Cantilever. Die einzelnen Cantilever hatten eine
Breite von 50 um bei einer Linge von 240 um, der Abstand zwischen ihnen betrug 50 pm.
Die Dicke der Cantilever (SINx-Schicht) lag bei 500 nm, die der darauf aufgedampften
Goldschicht war 30 nm.

Die Erstellung des Spotlayouts erfolgte manuell mit Hilfe der am Nanopipettier-Roboter
vorhandenen Mikroskopkamera (Abb. 4.35 A). Der Versatz in X- und Y-Richtung
zwischen Mikroskopkamera und Pico-Tip musste nach einer groben Einstellung bei jedem
Pipettieren nochmals {iber eine Tropfenerkennung genauestens ermittelt werden. Dies
wurde erreicht, indem zunichst die Kamera iiber das Zielgebiet, in den ein Tropfen
abgegeben werden sollte, gefahren und das Bild von der Software erfasst wurde. Dann
wurde ein Testtropfen im Zielgebiet abgegeben, und anschlieBend wieder die Kamera iiber
das Zielgebiet gefahren. Das Bilderkennungsprogramm konnte nun diesen Tropfen
erkennen und unter Beriicksichtigung des Verfahrweges den genauen Versatz zwischen
Kamera und Pipette errechnen. Da die Tropfen auf den Goldoberflichen nur einen
geringen  Kontrast  erzeugten, mussten  dafiir die  Filterparameter  der
Bilderkennungssoftware angepasst werden.

Das fiir die Tropfenerkennung und Versatzberechnung verwendete Nanoplotter-Programm
»WSP-check.npl® wurde leicht verdndert. Der Messtropfen wurde immer direkt neben den
zu pipettierenden Array mit mdglichst gleichem Abstand zu den Cantilevern gelegt, um
systematische Fehler beriicksichtigen zu konnen. Dies ermdglichte nun im Rahmen der
mechanischen Auflosungsgrenze des Roboters die genaue manuelle Festlegung der
Abgabepunkte auf dem abgebildeten Mikrocantileverarray (Abb. 4.35 A). Mit Hilfe des
Nanoplotter-Programms ,,TFL-basic2.npl* wurde der Array iiber eine Text-Datei analog
zum Transferlistenprogramm ,,transfer8.npl“ (vgl. Abschn.6.6.4) gespottet. Nachfolgend
wurde das Ergebnis mit Hilfe der Mikroskopkamera {iberpriift (Abb. 4.35 B).
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Abbildung 4.35: Anwahl des Spotlayouts und Funktionalisierung eines Cantileverarrays.
(A) Manuelle Auswahl der Abgabepunkte vor dem Pipettieren. Die Spotreihen auf den
Cantilevern sind lidnger gewéhlt als die Cantilever, da an der Auflosungsgrenze des
Roboters gearbeitet wurde und die Cantilever vollstandig belegt sein sollten. Die Spots
auf der Seite und an allen vier Ecken dienten der Orientierung und der
Genauigkeitskontrolle. (B) Tropfen nach dem Pipettieren mit einer Peptidlésung in
NHsAc-Puffer (10 mM, pH = 7,3). Der erste Cantilever von rechts wurde bei dem
Beschuss durch die Tropfen an die Seitenwand gedriickt. Die zahlreichen kleinen

Tropfen sind Kondensate der erhdhten Luftfeuchtigkeit.

Abhidngig von dufleren Einfliissen (Luftfeuchtigkeit und Temperatur) konnte iiber die
Einstellung der Luftfeuchtigkeit in der Umhausung des Roboters und der Temperatur der
Kiihlplatte auf der sich die Substrate befanden das Eintrocknen der pipettierten Tropfen
hinausgezogert werden. Hierbei wurden die Luftfeuchtigkeit und die Temperatur so
eingestellt, dass der Taupunkt moglichst knapp unterschritten wurde.

Nach Beenden des Pipettierens wurde die Luftfeuchtigkeit erh6ht um sicher zu stellen,
dass die Tropfen nicht eintrocknen. Eine zu hohe Luftfeuchtigkeit, bei der der Taupunkt
iiberschritten wurde, zeigte sich durch kleinste Tropfen auf den Oberflichen (Abb. 4.35 B).
Bei zu hoher Luftfeuchtigkeit konnte auch Substanz auf die Referenzcantilever flielen

(Abbildung nicht gezeigt), wobei der Array unbrauchbar wurde.
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Abbildung 4.36: Fluoreszenzaufnahmen des funktionalisierten Cantileverarrays aus
Abbildung 4.35. Nur jeder zweite Cantilever wurde funktionalisiert. Die
nichtfunktionalisierten Cantilever dazwischen sind aufgrund der Helligkeit der
funktionalisierten Cantilever nicht zu sehen und durch Striche angedeutet. (B) wurde
mit einem anderen Objektiv aufgenommen und zeigt den rechten Ausschnitt von (A).
Neben den funktionalisierten Cantilevern sind auch die Kontrollspots am Rand des

Cantileverarrayfensters zu sehen.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung zeigte sich eine im Rahmen der Immunfluoreszenz
homogene Beschichtung auf den Cantilevern (Abb. 4.36). Wie erwartet war Cantilever
neun nicht vollstindig funktionalisiert. Ein steter leichter Versatz der Spotreihen nach
rechts in Abbildung 4.36 ist an den Tropfen, die auf der Umrandung und am Beginn der
Cantilever des Arrays gelandet sind, zu erkennen. Nur die Spotreihe am Cantilever neun
zeigt eine stirkere Abweichung vom vorgegebenen Spotlayout. Offensichtlich wurde an
der Auflosungsgrenze des Roboters gearbeitet. Auch Cantilever drei zeigte gemill der
nicht ganz perfekten Benetzung des Cantilevers am linken Rand einen kleinen Defekt bei
der Fluoreszenz. Somit konnte gezeigt werden, dass nur exakt benetzte Gebiete
scharfkantig funktionalisiert wurden. Die Fluoreszenz des immobilisierten Peptides liel3
sich wegen der starken Reflektionen nicht mit ausreichendem Kontrast zwischen
beschichteten und nichtbeschichteten Cantilevern mit dem Mikroskop darstellen, so dass

dies nicht als direkter Nachweis fiir die Immobilisierung herangezogen werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation beschéftigt sich mit der Untersuchung von
Wechselwirkungen  niedermolekularer ~ Verbindungen auf  Oberflichen  durch
fluoreszenzmikroskopische Methoden. Ziel war es dabei, spezifische Methoden fiir die
Anbindung von Molekiilen auf Oberflichen zu untersuchen. Dabei stand die Verwendung
von Mikroarrays im Vordergrund, um mehrere Wechselwirkungen maglichst parallel
betrachten zu konnen.

Zur Losung der Fragestellung wurden zwei Methoden gewihlt, die unterschiedliche
Anbindungsmethoden an die Oberfldche erlauben. Zum einen wurde erstmals die native
chemische Ligation auf Oberflichen angewandt, die eine sehr chemoselektive, kovalente
Anbindung von Proteinen und Peptiden iiber ein N-terminales Cystein an
thiolesterfunktionalisierte Oberflichen erlaubt. Zum anderen wurde die bekannte,
selektive, koordinative und reversible Bindung zwischen Oligohistidinen und Ni**-NTA-
Komplexen angewendet. Beide Methoden erwiesen sich als robust und konnten erfolgreich
fiir die selektive Anbindung unterschiedlicher Molekiile im Mikroarrayformat etabliert
werden.

Fiir die koordinative Bindung wurde gezeigt, dass Unterschiede in der Selektivitit bei
gleichem Bindungsmotiv (Oligohistidin) existierten, falls die Lidnge des Oligohistidins
variiert wurde. Um ein MaB fiir die Stabilitit der Bindung der Oligohistidine an die Ni**-
Multichelatoren zu erhalten, wurden die Oligohistidine durch Titration mit dem
Kompetitor Imidazol von den Chelator-Spots abgelost. Langere Oligohistidine waren
wesentlich stabiler auf den Oberflichen immobilisiert als kurzkettige, und bendtigten zur
Ablosung von der Oberfliche hohere Konzentrationen an Imidazol. Die
Stabilitdtsunterschiede bei der Anbindung zwischen langkettigen und kurzkettigen
Oligohistidinen wurden durch den Einsatz von Multichelatoren noch vergroBert.
Interessanterweise wurde der Stabilitdtsunterschied bei gleichzeitiger Inkubation von
kurzkettigem Hexahistidin und langkettigem Dekahistidin noch deutlicher. Somit war die
Selektivitit der Anbindung eines Oligohistidins abhédngig von der Anwesenheit des
anderen Oligohistidins.

Die Untersuchung der Oligohistidin-NTA-Wechselwirkung mit Hilfe von simulierten
molekulardynamischen Methoden (molecular modeling) zeigte, dass keine energetisch

stark begilinstigten Konformationen bestimmter Koordinationen existieren. Dies wurde
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durch experimentelle Ergebnisse von Kooperationspartnern bestétigt (Hisj4 st
beispielsweise noch affiner als His).

Die chemoselektive, gerichtete, kovalente Anbindung iiber die native chemische Ligation
stellt eine sehr spezifische Immobilisierungsmethode dar. Die als Positiv- und
Negativkontrollen eingesetzten Peptide zeigten durch ihre Anbindung und Nichtanbindung
an die Oberfliche Ubereinstimmung mit dem Bindungsmechanismus der nativen
chemischen Ligation. Es konnten nur Peptide an die Oberflache anbinden, die iiber ein N-
terminales Cystein verfligen. Die Immobilisierungsmethode war kompatibel fiir
Anwendungen im Bereich von Proteinmikroarrays, da spezifisch angebundene Proteine auf
definierte Art immobilisiert sind, und ihre rdumliche Orientierung damit festgelegt ist. Die
physiologisch relevanten Eigenschaften des auf diesen Oberflichen getesteten Proteins
blieben erhalten was durch die selektive Erkennung eines Phosphopeptides durch die
intakte SH2-Doméne des Proteins nachgewiesen werden konnte.

Die bereits etablierte Methode zur Beschichtung von Mikrocantilever Arrays mit Cystein-
Peptiden konnte durch den Einsatz eines Nanopipettier-Roboters weiter verbessert werden.
Einzelne Cantilever eines Mikrocantilever Arrays lieBen sich mit Hilfe des Nanopipettier-
Roboters selektiv mit einem Cystein-Peptid beschichten. Durch immunhistochemische
Methoden konnte gezeigt werden, dass die durch den Roboter mit Peptidlosung
getroffenen Cantilever scharfkantig beschichtet waren, und das Peptid stabil immobilisiert
war. Die Referenzcantilever mussten bei dieser Methode nicht nachbehandelt werden. Sie

zeigten nach der immunhistochemischen Fiarbung keine Anbindung der AntikSrper.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien, Losungsmittel und Puffer

Losungsmittel wurden von Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze),
Lancaster (Miihlheim am Main), Acros (Ulm), Fisher Scientific (Loughborough, UK) und
Sigma-Aldrich (Steinheim) in p.a. Qualitdt bezogen. Wasserfreie Losungsmittel DMF,
DCM, DMSO, Methanol, Toluol, Diethylether und Acetonitril wurden von Fluka (Neu-
Ulm) bezogen. Acetonitril und Methanol zur HPLC- sowie MS-Analytik wurden in
LiChrosolv Gradient Grade Qualitdit von Merck (Darmstadt), J.T. Baker (Deventer,
Niederlande) oder Biosolve (Valkensvaard, Niederlande) verwendet. Wasser fiir das
Spiilen von Oberflachen, fiir die Verwendung als Systemfliissigkeit des Nanopipettier-
Roboters und fiir die HPLC wurde {iber eine Milli Q Anlage der Fa. Millipore (Eschborn)
gewonnen oder iiber die Destamat-Anlage der Schott AG (Mainz) doppelt destilliert.
Trifluoressigsdure der Reinheit Uvasol stammte ebenfalls von der Firma Merck
(Darmstadt).
Fiir die Modifizierung von Glasoberflichen wurden Chemikalien von Merck (Darmstadt),
ABCR (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen) und Sigma-Aldrich (Steinheim) verwendet.
Geschiitzte Aminosduren stammten von der Firma Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz).
Alle anderen Chemikalien und Reagenzien wurden in der erforderlichen Reinheit von
Sigma-Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm), Lancaster (Miihlheim am Rhein) und Merck
(Darmstadt) bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Rink-Amid-Harze wurden
von der Firma Rapp-Polymere (Tiibingen) bezogen. Sofern Peptide nicht selbst
synthetisiert wurden, wurden diese, oder Bausteine davon von EMC microcollections
(Tiibingen) bezogen. Die Fluoreszenzfarbstoffe 5(6)-Carboxyfluoreszein (Fluo) sowie
5(6)-Carboxytetramethylthodamin (Tamra) wurden von Fluka (Neu-Ulm) und der
Farbstoff S0387 von FEW-Chemicals (Wolfen) bezogen.
Folgende Puffer wurden verwendet:

e HBS (pH = 7,3 oder 8,0), bestehend aus 10 mM HEPES, 135 mM Natriumchlorid,

5 mM Kaliumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid und 1,8 mM Kaliumchlorid.
e PBS (pH = 7,2), bestehend aus 8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat, 137 mM Natriumchlorid und 2,7 mM Kaliumchlorid.

e TRIS-Puffer (pH = 8,8), bestehend aus 0,1 M TRIS.
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e NHsAc-Puffer (pH = 7,3 und 8,0)

e Phosphatpuffer (pH=8,0), bestehend aus 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat.

e Rekonstitutionspuffer, bestehend aus 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 50 mM
Natriumphosphat (pH = 7,5), 10 mM DTT.

e Dialysepuffer, bestehend aus 8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,5 mM
Kaliumdihydrogenphosphat, 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 2
mM EDTA, 2 mM DTT.

e Denaturierungspuffer (pH = 7,2), bestehend aus 0,2 M Natriumphosphat, 0,2 M
NaCl, 2 M Guandiniumhydrochlorid.

6.2 Antikorper und Proteine
Primédr- und Sekundérantikdrper wurden von Dianova (Hamburg) und Molecular Probes
(Eugene, Oregon, USA) bezogen. Weitere Proteine stammten von Dianova (Hamburg),

von PhD Manuel Baca (Victoria, Australien) und von PD Dr. Jacob Piehler (Frankfurt).

Tabelle 6.1: Verwendete Antikorper und Proteine

Antigen/Proteinbezeichnung  Quelle Konjugation

Myc-Peptid-sequenz, human  Monoclonal Maus, IgGlk

Pentahistidin, AntiHis5 Maus -
Alexa 488, Alexa 546 oder
Maus IgG Ziege
Alexa 633
SHP-2C E. coli -
Fluo-Ahx-MBP-His;4 E. coli Fluoreszein
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6.3 Peptidsynthese

Alle manuellen Syntheseschritte wurden bei Raumtemperatur in 2 ml Einwegspritzen mit
Filterfritten auf einem Schiittler durchgefiihrt. Wenn nicht anders erwidhnt, bestanden
Waschschritte bei der Peptidsynthese aus der Zugabe und anschlieBendem Absaugen von
je 3 x 2 ml DMF, MeOH, DCM und Diethylether. Die automatisierte
Festphasenpeptidsynthese wurde an einem Peptidsynthesizer (RSP 5032, Tecan,
Minnedorf, Schweiz; Software Syro von MultiSynTech, Bochum) durchgefiihrt. Die

134) in 10-fachem Uberschuss

Kupplung der Aminoséuren erfolgte nach der Fmoc-Strategie!
mit DIC/HOBT-Aktivierung"®! (Tab. 6.2). Als Reaktionsgefife dienten 2 ml
Einwegspritzen mit Filterfritten. Vorbelegtes oder freies Harz wurde in einer Menge
eingewogen, die 15 pumol an reaktiven Gruppen entsprach. Das Harz wurde 10 min in
DMF vorgequollen, um reaktive Stellen im Inneren der Harzkugeln besser zuginglich zu
machen. Vor der Kupplung mit einer neuen Aminosdure wurde die Fmoc-Schutzgruppe am
Harz bzw. an der vorhergehenden Aminosdure mit 20%-iger Piperidinlosung in DMF

abgespalten. Alle selbst hergestellten Peptide wurden auf Rink-Amid-Harz synthetisiert.

Tabelle 6.2: Standard-Synthesezyklus fiir die Festphasen-Peptidsynthese am multiplen
Syntheseautomaten. Alle Angaben beziehen sich auf eine Ansatzgrofle von 15 pmol an

reaktiven Gruppen.

Operation Reagenz/Solvens Volumen [ul]  Zeit [min]
Quellen DMF 500 10
Entschiitzen 20% Piperidin in DMF 400 10
Waschen DMF 600 6x1
Kupplung a) 0,5 M Fmoc-Aminosdure/HOBT in 300

DMF

b) 1 M DIC in DCM/DMF (2:3) 300 40

DCM/DMF (2:3) 100 20
Waschen DMF 600 6x1

6.3.1 N-Terminale Fluoreszenzmarkierung von Peptiden

Fluoreszente Markierungen von Peptiden deren N-terminales Ende nicht fiir eine

Oberfldchenanbindung frei bleiben musste, wurden an fester Phase nach dem Aufbau der
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Peptidsequenz durchgefiihrt. Um sicher zu gehen, dass die a-Aminofunktion der zuletzt
gekuppelten Aminosdure frei von Fmoc-Schutzgruppen war, wurde das am Harz
befindliche Peptid 10 min mit einer 20%-igen Piperidinldsung in DMF behandelt und
anschliefend gewaschen. Bei der Kupplung mit den fluoreszenten Farbstoffen wurden die
Parameter beziiglich Kupplungsreagenzien, Konzentrationen und Reaktionszeiten gemal

Tabelle 6.3 gewéhlt.

Tabelle 6.3: Kupplungsreagenzien, Konzentrationen in DMF und Reaktionszeiten bei

Kupplung mit Fluoreszenzfarbstoffen.

Farbstoff DIC HOBt DIPEA Reaktionszeit

(eq) (eq) (eq) (eq) (Stunden)
5(6)-Carboxyfluoreszein 5 5 5 16
5(6)-Carboxytetramethyl-
© yt Y 3 4 4 20 24
rhodamin
S0387 3 6 6 16

Nach der Kupplung mit dem Fluoreszenzfarbstoff wurde das Harz 3 x mit
DMF/MeOH/DCM/Diethylether gewaschen. Mehrfach gekuppeltes 5(6)-
Carboxyfluoreszein wurde vor dem Waschen 8 min im Durchfluss mit Piperidin/DMF
(1:4) entfernt. Im Fall des Farbstoffs S0387 erwies sich wéhrend des allgemeinen
Waschschrittes ein zusdtzliches viermaliges Waschen mit 1% AcOH in DMF als giinstig,

da sich der Farbstoff schwer aus den Harzkugeln entfernen lieB3.

6.3.2 Fluoreszenzmarkierung an der Seitenkette

Bei Peptiden, deren N-Terminus frei bleiben sollte, wurde an ihrer Lys-Seitenkette mit
Fluoreszenzfarbstoffen nach Abschnitt 6.2.1 gekuppelt. Lysin war bei diesen Peptiden mit
der Allyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Alloc) an der e-Aminogruppe geschiitzt. Der N-
Terminus des am Harz vorhandenen Peptids wurde dazu nach der Fmoc-Abspaltung mit
der Boc-Schutzgruppe geschiitzt.

Die Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe wurde mit dem Pd-Katalysator Pd(PPhs)s unter

'%l. Eine Losung aus 24 eq

Schutzgas in neutraler Reaktionsmischung durchgefiihrt!
PhSiH3; in DCM wurde unter Schutzgas gesetzt und 0,25 eq Pd(PPhs), zugegeben. Je 1ml

Losung wurde den unter Schutzgas stehenden Spritzen zugegeben, die Mischung im
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Schiittler durchmischt und vor Lichteinfall geschiitzt. Nach 1 h wurde die Reaktionslosung
nach kurzem Waschen mit DCM durch eine frische ersetzt. Nach weiteren 2 h wurden die
Spritzen aus der Schutzgasatmosphére entnommen, die Reaktionslosung durch Filtration
abgetrennt und das durch Palladium dunkel gefarbte Harz mehrfach mit DCM gewaschen.
Nachfolgend wurde das Harz 3 x 15 min mit einer 0,5 %-igen Natriumdiethyl-
dithiocarbamat-Trihydrat-Losung (zur Komplexierung des Palladiums) in DMF behandelt,
wobei sich das Harz wieder hell farbte, anschlieBend 3 x mit

DMF/MeOH/DCM/Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

6.3.3 Herstellung von Cystin-Peptiden

Das cysteinhaltige Peptid TA42 mit Mmt-Schutzgruppe am Cystein, das fiir die Anbindung
an Thiole auf Oberflichen in Verbindung mit der nativen chemischen Ligation
Verwendung finden sollte, wurde am Cystein mit Thiopyridin in ein Disulfid tibergefiihrt.
Die Uberfiihrung in das Disulfid fand als letzter Schritt nach Fluoreszenzmarkierung vor
dem Abspalten statt. Zundchst wurde die Mmt Schutzgruppe durch tropfenweise Zugabe
von 1% TFA in DCM im Durchfluss abgespalten. Die vollstindige Abspaltung wurde
durch eine Entfarbung der vorher gelben, austropfenden Abspaltlosung angezeigt. Es folgte
ein Waschschritt mit je 3 x DMF/MeOH/DCM/Diethylether. AnschlieBend wurden 5 eq
Dithiopyridin in 2,5% AcOH/DCM zugegeben. Die Reaktionslosung wurde nach 2 h
Reaktionszeit ausgetauscht und fiir eine weitere Stunde inkubiert. Es folgte ein

Waschschritt mit je 3 x DMF/MeOH/DCM/Diethylether.

6.3.4 Synthese des Palladiumkomplexes Pd(PPhj3),

Der zur Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe notwendige Palladiumkomplex wurde selbst

t'*7 da kommerziell erhiltliche Komplexe fiir gewShnlich eine geringe Reinheit

hergestell
besitzen (brdunliche Firbung). Es wurde keine ausfiihrliche Analytik durchgefiihrt
(Elementaranalyse), da eine gelbe Farbung ausreichende Reinheit anzeigte. Die gesamte
Synthese inklusive der Filtration und den Waschschritten fand unter Schutzgasatmosphére
(N) statt. Das Produkt wurde stets unter Schutzgas gehalten.

Eingesetzt: PACI, (5 g; 28,2 mmol), P(C¢Hs); (36,92 g; 140,9 mmol), N;H4H,O (5,47 ml,
113 mmol).
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Palladiumchlorid und Triphenylphosphan wurden in 338,2 ml DMSO in einem
Dreihalskolben mit Septum unter Schutzgas gesetzt. Unter Riihren wurde mit einem Olbad
auf ca. 140 °C erhitzt bis sich alles gelost hatte. Das Olbad wurde nun entfernt und ca. 15
min weitergeriihrt. AnschlieBend wurde das Hydrazinhydrat ziigig unter Riihren durch das
Septum zugegeben. Bei der anschlieBenden heftigen Reaktion wurde sofort mittels
Wasserbad gekiihlt. Ab ca. 125 °C trat Kristallisation auf. Nach dem vollstandigen
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung filtriert und das Produkt
mehrmals mit Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde mehrmals mit Diethylether
gewaschen und nachfolgend im Stickstoffstrom getrocknet. Das Produkt ist in Diethylether
ein wenig 16slich. Wiahrend der Waschschritte farbte sich das Produkt von dunkel-
braunlich nach gelb. Da auf ausreichende Reinheit abgezielt wurde, waren die
Waschschritte (auch mit Diethylether) sehr ausfiihrlich, was sich durch niedrige Ausbeute
bemerkbar machte.

Ausbeute: 23,4 g, ( 72%)

Reinheit: Smp. 113°C (Lit.: 115-116 °C)

6.3.5 Kaiser-Test

Die Vollstindigkeit der manuellen Kupplungsschritte wurde mittels Kaiser-Test (Nachweis

primdrer Amine mit Ninhydrin) auf vollstindige Umsetzung der freien Aminofunktionen

untersucht.!'*!

Fiir den Kaiser-Test wurden folgende Reagenzlosungen verwendet:

Kaiser I: 50 pl einer 0,01 M wiassrigen KCN-Losung wurden mit Pyridin auf 25 ml
aufgefiillt.

Kaiser II: 5 g Ninhydrin wurden in 100 ml n-Butylalkohol gelost.

Kaiser III: 80 g Phenol wurden in 20 ml n-Butylalkohol gelost.

Zur Durchfiihrung des Kaiser-Tests wurden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup

mit je einem Tropfen der drei Reagenzlosungen versetzt und die Suspension 5 min bei

110 °C erhitzt. Sind freie Aminogruppen vorhanden, so tritt eine Blaufiarbung der

Harzkugeln oder der Losung auf. Diese Methode eignet sich nicht zur Uberpriifung der

Kupplungsetfizienz von Fluoreszenzfarbstoffen.
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6.3.6 Synthese des Bernsteinsaurebenzylthiolesters

Die Synthese des Linkers fiir die Thiolesteroberfliche (Abb. 4.24) erfolgte nach Stetsenko
et. al™. Benzylmercaptan wurde unter Schutzgasatmosphire in eine Losung aus
Bernsteinsdureanhydrid und DMAP in Acetonitril/Pyridin (9:1 v/v) unter Riihren
zugegeben. Nach 3 h Riihren bei Raumtemperatur wurde das Gemisch bis fast zur Trockne
unter Vakuum eingedampft und anschlieend wieder in einer NaHCO;-Losung (pH 8,5)
gelost. Die Mischung wurde 2x mit Diethylether extrahiert, die wéssrige Phase mittels
Eisbad gekiihlt und dann mit HCI (5 M) auf pH = 2 angeséduert. Der weille Niederschlag
wurde abfiltriert und zundchst mit kalter HCI (0,1 M), anschlieBend mit eiskaltem Wasser
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Eingesetzt: Benzylmercaptan (2,6 ml, 22 mmol),
Bernsteinsdureanhydrid (2 g, 20 mmol), DMAP (122 ml, 1mmol), ACN/Pyridin (2,5
ml/22,5 ml). Ausbeute: 3,4 g, (76%)

Reinheit: >95 % (HPLC), MS(ESI): m/z =223 (M-H)

6.3.7 Abspaltung und Aufarbeitung

Die Abspaltung der Peptide erfolgte in den fiir die Synthese verwendeten
ReaktionsgefdBen (2 ml Spritzen). Zum beladenen Harz wurden jeweils 400 pul
Abspaltlosung zugegeben, 4 h geschiittelt und anschlieend abfiltriert. Es folgte eine
Wiederholung der Prozedur. Die Abspaltlosung bestand aus TFA, Wasser und TIS im
Verhiltnis 95:2,5:2,5 Vol%. Bei Peptiden, die Cystein mit freier Thiolgruppe (also nicht
solche mit Thiopyridin) enthielten wurde zum Schutz der Thiolgruppe vor Oxidation die
Abspaltlosung mit Ethandithiol ergéinzt. (TFA, Wasser, TIS und Ethandithiol im Verhiltnis
92,5:2,5:2,5:2,5 Vol%). Die TFA der vereinigten Abspaltlosungen wurden unter Vakuum
am Rotationsverdampfer teilweise entfernt. Nachfolgend wurden die nahezu
eingetrockneten Gemische mit 5 ml tiefgekiihltem Diethylether (-20 °C) versetzt,
geschiittelt, und die ausgefallenen Peptide abzentrifugiert. Die Etheriiberstinde wurden
abdekantiert und die Prozedur 2x wiederholt. AnschlieBend wurden die Peptide in 6 ml
tert.-Butylalkohol/Wasser (4:1) aufgenommen und lyophilisiert. In Tabelle 6.4 sind alle in
dieser Arbeit synthetisierten Peptide aufgefiihrt.

Auch bei den NTA-Molekiilen mussten die noch vorhandenen Schutzgruppen abgespalten
werden. Als Schutzgruppen waren tert-Butyl-Gruppen an den Acetatgruppen vorhanden.

Auch hier wurde die oben beschriebene Abspaltlosung bestehend aus TFA, Wasser, TIS
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und Ethandithiol zu den farblosen Lyophilisaten zugegeben. Die Inkubationszeit betrug
jedoch 1x 4 und 1x 16 h. Die weitere Verarbeitung erfolgte gemif der oben beschriebenen
Prozedur.

Die Sequenz Glu-GIn-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu (im  Einbuchstabencode
EQKLISEEDL) aus den Peptiden RA119, TA20, TA21, RA107Fluo, RA108Fluo und
OM-P18 stammt aus dem 62 kDa schweren humanen Onkoprotein myc (c-myc). Die
Peptide mit dieser Sequenz lassen sich spezifisch mit einem monoklonalen anti-c-myc-

Antikérper nachweisen.[?%!?!

Tabelle 6.4: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit synthetisierten, modifizierten und
verwendeten Peptide mit Kapitelangabe. Die Peptide TA 47, 53, 54. 55 wurden am Harz
gebunden mit Seitenkettenschutzgruppen von der Firma EMC microcollections
(Tibingen) bezogen, fluoreszent markiert und mittels der in diesem Kapitel

beschriebenen Methode abgespalten.

Peptid/Aminosduresequenz Abklirzung Kapitel
C-Ahx-EQKLISEEDL-Ahx-NH, RA119 4.4
A-Ahx-K(Fluo)-NH, TA37 & RA8OAla 4.4
Ac-C-Ahx-K(Fluo)-NH; RA113, TA38 4.4
C-Ahx-K(Fluo)-NH, TA18 & RA80Cys 4.4
C-Ahx-EQKLISEEDL-Ahx-K(Fluo)-NH, TA20 & RA107 4.4
C-Ahx-LDEESILKQE-Ahx-K(Fuo)-NH, TA21 4.4
C(Thiopyr)-Ahx-K(S0387)-NH, TA42 4.4
S0387-AAHHHHHH-OH TA47 4.2
Ac-Ahx-HHHHHHHHHH-OH TAS3 4.2
S0387-Ahx-VE(pY)TQLLW-NH, TA54 4.4
S0387-Ahx-VEYTQLLW-NH, TASS 4.4
Fluo-Ahx-EQKLISEEDL-Ahx-C-NH; OM-P18 4.5
Fluo-Ahx-K-Ahx-EQKLISEEDL-Ahx-C-NH, RA108 4.4
Fluo-Ahx-HHHHHH-OH 4.2
Fluo-Ahx-HHHHHHHHHH-OH 4.2
S0387-CGEEREIQ(pY)APLSFHKG-NH, KKS80 4.4
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6.4 Rekonstitution des Proteins SHP-2C

Das in lyophilisierter Form vorliegende Protein SHP-2C (hergestellt von Manuel Baca,
Ph.D., Victoria, Australien)”” sollte fiir die Immobilisierung auf Oberflichen in seine
native Konformation iiberfiihrt werden. Das Protein entsprach einer Domine
(Aminosduren 109-220) der Tyrosin-Protein Phosphatase und hatte folgende Sequenz:

E RWFHGHLSGK EAEKLLTEKG KHGSFLVRES QSHPGDFVLS VRTGDDKGES
NDGKSKVTHV MIRCQELKYD VGGGERFDSL TDLVEHYKKN PMVETLGTVL
QLKQPLNTTR.

Am N-Terminus war das Protein zusitzlich mit der Aminosduresequenz CHHHHHH
versehen. Die Vorschrift zur Rekonstitution stammte von Manuel Baca. Alle Schritte der
Dialyse erfolgten bei 4 °C. 1,2 mg des Proteinpulvers wurden in 800 pl des
Rekonstitutionspuffers gelost. Dieser wurde anschlieBend auf das 1,5-fache mit Wasser
verdiinnt. Nun wurde die Losung in eine Dialysekammer (Pierce, Rockford, USA) mit
einer Ausschlussmasse von 3500 g/mol eingespritzt. Die Losung wurde nun gegen 300 ml
des Dialysepuffers fiir 24 h dialysiert, wobei der Dialysepuffer 2 x gewechselt wurde.
Nachfolgend wurde die Proteinlosung mit Hilfe einer Spritze aus der Dialysekammer
entfernt und bei 13000 U/min fiir 20 min zentrifugiert, um vorhandenes Prizipitat aus der
Losung zu entfernen. AnschlieBend wurde nun noch die Konzentration der erhaltenen
Proteinlosung mittels der Proteinbestimmung nach Bradford ermittelt. Zunéchst wurde eine
Eichgerade mit BSA erstellt indem eine BSA-Verdiinnungsreihe zwischen 0,05 und 0,5
mg/ml in PBS-Puffer in einer 96er Mikrotiterplatte hergestellt und mit Bradford-Losung
versetzt wurde. AnschlieBend wurde auch SHP-2C Proteinldsung in die Mikrotiterplatte
gegeben und mit Bradford-Losung gefarbt. Danach wurde die Absorption fiir jede Position
der Mikrotiterplatte auf einem ELISA-Plattenlesegeridt von Molecular Devices (Sunnyvale,
CA, USA; SpectraMax 340) bestimmt und daraus die Konzentration fiir die Proteinlésung

iber die Eichgerade bestimmt.
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6.5 Modifizierung von Glasoberflachen

Als Glastrager wurden entweder Deckglidser vom Typl, BK7 mit 12 mm Durchmesser
oder Objekttriager fiir die Mikroskopie von Marienfeld (Lauda-Konigshofen) mit einer
Dicke von 1 mm und einer Oberflichenplanaritit von + / - 12-20 um (geldppt bzw. chem.
mech. poliert) verwendet. Je nach Anwendung wurden die im Folgenden erwéhnten

verschiedenen Oberflichenmodifizierungen verwendet.

6.5.1 Aminofunktionalisierte Glastrager

Zunéchst wurden die Gliaser zum Entfetten fiir 15 min in Aceton getaucht. AnschlieBend
wurden sie fiir 16 h in eine frisch zubereitete Piranha-Losung (H,0,(30%, Vol.):konz.
H,SO04: 2:3 v/v) getaucht. Nachfolgend wurden die Gldser mit viel Wasser gespiilt, mit
gefilterter Druckluft trocken geblasen und umgehend mit dem nachfolgenden Agens
bedeckt oder in dieses eingetaucht. Fiir den Fall von Verzogerungen wurden die Gléaser
nach dem Trockenblasen sofort in ein mit Argon gespiiltes, geschlossenes Gefdll gegeben.

Nun wurden die Glastrager mit einer 3%-igen Losung von 3-Aminopropyltriethoxysilan in
Ethanol/Wasser (95:5 Vol%) fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch
starkes Verdiinnen der Losung mit Ethanol abgebrochen und die Gléser gut mit Ethanol
gespiilt. Um die restlichen Hydroxygruppen zu hydrolysieren und die Silane stirker zu
vernetzen, wurden die Gléser fiir eine Stunde in einem Heizschrank bei 115 °C inkubiert.

AnschlieBend wurden die Gldser erneut mit Ethanol abgespiilt und mit gereinigter
Druckluft trocken geblasen. Sollten die aminofunktionalisierten Oberflachen fiir ldngere

Zeit (> 5 h) autbewahrt werden, wurden sie unter Argon bei 4°C gelagert.

6.5.2 Epoxyfunktionalisierte Glastrager

Um die Oberfliche mit einer Epoxyfunktionalisierung zu versehen, wurden die Gliser
zunéchst auf die gleiche Art und Weise gereinigt wie im 1. Absatz unter 6.5.1 beschrieben.
Nach dieser Prozedur wurden die Glédser mit 100%-igem GOPTS fiir 8 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde das tiberschiissige GOPTS mit Aceton von der Oberfldche gespiilt
und diese mit gereinigter Druckluft trocken geblasen. Epoxyfunktionalisierte Glastrager

wurden stets sofort weiterverwendet.
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6.5.3 PEG-derivatisierte Oberflachen

Sollte eine PEG-Schicht als Abstandshalter zur Verringerung des Hintergrundsignals
zwischen Funktionalisierung und Glas verwendet werden, so wurde diese auf
epoxyfunktionalisierten = Oberflichen aufgebaut. Dazu wurden die trockenen
epoxyfunktionalisierten Glastrager vollstandig mit reinem DAPEG 800 bedeckt und bei
75 °C fiir 36 h inkubiert "'®!. Nach dem Abkiihlen wurden die Glaser durch Spiilen mit
Wasser von iiberschiissigem DAPEG befreit und anschlieend mit gereinigter Druckluft
trocken geblasen.

Wurden die Gléser nicht unmittelbar weiterverwendet, so wurden sie unter Argon bei 4 °C

aufbewabhrt.

6.5.4 N-Hydroxysuccinimidfunktionalisierte Glastrager

Fir die Herstellung von N-hydroxysuccimidfunktionalisierten Oberflichen wurden
aminofunktionalisierte Glastrdger verwendet. Die trockenen Amin-funktionalisierten
Glastrager wurden mit einer Losung aus DSS (35 mM) und DIPEA (82,5 mM) in DMF fiir
2,5 h inkubiert. Nachfolgend wurden die Oberflaichen mit DMF gespiilt und mit gereinigter
Druckluft trocken geblasen. NHS-funktionalisierte Oberflichen wurden immer sofort

weiterverwendet.

6.5.5 Maleinimidfunktionalisierte Glastrager

Fiir die Herstellung der zu Vergleichszwecken hergestellten, maleinimidfunktionalisierten
Oberflachen wurden ausschlieSlich Amin-funktionalisierte Glastrdger verwendet.

Die trockenen aminofunktionalisierten Glastrdger wurden mit einer Losung aus 3-
Maleimido-propionsdure-N-succimidylester (35 mM) in DMF fiir 3 h bei RT inkubiert.
Nachfolgend wurden die Oberflichen mit DMF gespiilt und gereinigter Druckluft trocken
geblasen.  Maleinimidfunktionalisierte ~ Oberflichen = wurden  ebenfalls  sofort

weiterverwendet.
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6.5.6 Thiolesteroberflachen

Fiir die spezifische Anbindung von Peptiden und Proteinen mit N-terminalem Cystein
wurden Glasoberfldchen zu Thiolesteroberflaichen modifiziert.

Die  Amin-funktionalisierte =~ Oberfliche = wurde mit einer Ldsung  von
Bernsteinsdurebenzylthiolester (10 mM), HATU (54 mM) und DIEA (420 mM) in DMF
fiir 2,5 h inkubiert. Deckglidser wurden mit 80 pl dieser Losung bedeckt, Objekttrager mit
0,5 ml. AnschlieBend wurden die Gldser mit DMF gespiilt und mit gereinigter Druckluft

trocken geblasen.

6.6 Gerate und analytische Methoden

6.6.1 Hochleistungsfllssigkeitschromatographie

Fiir analytische HPLC-Trennungen wurde eine Anlage der Firma Waters (Eschborn),
bestehend aus einer Steuerungseinheit 600 S, Pumpeneinheit 626, UV-Detektor 486 sowie
einem 712 WISP Autosampler, eingesetzt. Die Anlage ist mit einer analytischen
Trennsdule Nucleosil C 18 (5 pum KorngroBe, 250 x 2 mm, Grom, Herrenberg)
ausgestattet. Fiir die Trennungen wurden Gradienten mit Wasser/0,1% TFA (v/v)
(Laufmittel A) und Acetonitril/0,1% TFA (v/v) (Laufmittel B) bei einer Flussrate von
0,3 ml/min gefahren. Es wurden, je nach Trennproblem, folgende Gradienten eingesetzt:

- 0% B auf 100% B innerhalb 30 min, 100% B fiir 5 min.

- 10% B auf 100% B innerhalb 30 min, 100% B fiir 5 min.

Die UV-Detektion erfolgte bei A = 214 nm und die Reinheit der Produkte wurde anhand
der Peakflichen errechnet. Eine absolute Gehaltsangabe ist jedoch aufgrund der
unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Verbindungen nicht moglich.

Die préiparative Reinigung von Peptiden erfolgte auf einer Anlage der Firma Gilson (Bad
Camberg), bestehend aus der Pumpeneinheit 321, dem UV/VIS-Detektor 156, dem
Fraktionensammler 202 und der Steuersoftware Unipoint (Version 1.90). Die Proben
wurden auf einer praparativen Trennsdule (Grom Sil 120 ODS-4, HE, 10 um Korngrof3e)
mit den gleichen Laufmitteln wie bei der analytischen HPLC aufgereinigt. Die Flussrate

betrug 10 ml/min. Die Gradienten wurden auf das jeweilige Trennproblem angepasst.
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6.6.2 Massenspektrometrie

Die Identitdt der synthetisierten Peptide wurde bei Massen von iiber 500 mit einem
G2025A MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight-
Mass Spectrometer) der Firma Hewlett Packard (Palo Alto, USA) tiberpriift. Auf einem
Goldtrager mit 10 Positionen wurden pro Position 0,7ul einer Matrixlésung (20 mg 2,5-
Dihydroxyacetophenon und 5 mg Ammoniumcitrat in 1 ml 80% Isopropanol) aufgetropft
und im Vakuum eingedampft. AnschlieBend wurden jeweils 0,7 pl der zu analysierenden
Substanzen (vorzugsweise gelost in ACN/Wasser 1:1) auf die matrixbeschichteten
Positionen gegeben und erneut im Vakuum vom LoOsungsmittel befreit. Die lonisierung
erfolgte in einem Vakuum von 1,33'10™* Pa durch Laserschiisse im Energiebereich von 7
bis 10 pJ. Das Massensignal baute sich normalerweise aus wenigstens 20 Beschiissen im
Single-Shot Modus auf.

Bei kleinerer Masse wurde ein Triple Quadrupol Elektrospray-Ilonisations-
Massenspektrometer (ESI-MS, VG Quattro 1I, Fisons Instruments, Manchester, UK)

gewihlt.

6.6.3 Mikroskopie

Bilder die aus Untersuchungen mit modifizierten Glasoberflichen stammten, wurden mit
einem inversen, konfokalen Laserscanning-Mikroskop (LSM510, Carl Zeiss, Gottingen)
aufgenommen. Das Aufbauprinzip des konfokalen Laserscanning-Mikroskops ist in
Abbildung 3.3 dargestellt. Fiir die Untersuchungen mit Mikroarrays wurden ein Plan-
Neofluar 5x / 0,15 NA Objektiv und ein Plan Neofluar 10x / 0,3 NA benutzt. Das
Mikroskop verfiigte liber drei Laser. Einen Argon-lonenlaser mit einer 458 nm-, einer 488
nm- und einer 514 nm-Linie und 2 Helium-Neon-Lasern mit einer 543 nm- bzw. einer 633
nm-Linie. Die Mikroskopsoftware war Zeiss LSM510 (Version 3.5).

Fluoreszein und Alexa488 wurden bei 488 nm angeregt und mit einem BP 505-550 Filter
detektiert, Tetramethylrhodamin und Alexa546 wurden bei 543 nm angeregt und mit einem
BP 560-615 Filter detektiert. S0387 und Alexa633 wurden bei 633 nm angeregt und mit
einem LP 650 Filter detektiert. Fiir den Fall der gleichzeitigen Detektion von mehreren

Farbstoffen sind die verwendeten Filter, Strahlteiler und Laser in Tabelle 6.5 aufgefiihrt.
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Die Signaleinstellungen des Mikroskops wurden je nach Qualitit und Intensitét des Signals
so gewdhlt, dass die Anzeige der Verstiarkerspannung einen Wert zwischen 600 und 900
hatte um 1im linearen Bereich des Verstirkers zu arbeiten. FEiner hoheren
Verstiarkerspannung wurde innerhalb dieser Grenzen zu Gunsten der Lebensdauer der
Fluoreszenzfarbstoffe gegeniiber einer hoheren Laserleistung stets der Vorzug gegeben. Im
Falle von Titrationen mit fluoreszenten Liganden wurde konfokal gearbeitet. Bei Detektion
von trockenen Arrays oder solchen ohne fluoreszente Losung (z.B. nur Puffer) {iber dem

Array wurde auf eine konfokale Detektion verzichtet.

Tabelle.6.5: Verwendete Filter und Strahlteiler bei gleichzeitiger Fluoreszenzdetektion
mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe am LSM (MBS: Main beam splitter, DBS: Dichroic
beam splitter)

Farbstoffkombination Strahlteiler Laser, Filter
Fluoreszein/ MBS: HFT 488/543 Kanall: 543 nm, LP
Tetramethylrhodamin DBSI1 NFT545 560
-Mehrkanal-Aufnahme DBS2: Mirror Kanal2: 488 nm, BP

DBS3: Plate 505-530

Fluoreszein/S0387
-Finzelkanal-Aufnahme

Fluoreszein/Alexa546/Alexa633
-Mehrkanal-Aufnahme

MBS: HFT UV/488/543/633
DBS1: NFT 570

DBS2: Mirror

DBS3: Plate

MBS: HFT UV/488/543/633
DBS1: NFT 635vis

DBS2: NFT545

DBS3: Plate

633 nm, LP 650
488 nm, BP 505-550

Kanall: 633 nm, LP
650

Kanal2: 543 nm, BP
560-610

Kanal3: 488 nm, BP
505-530

Fiir Aufnahmen mit Deckgldsern wurden diese mit der beschichteten Seite nach oben in
eine Halterung (Abb.6.1) eingespannt. So war es mdglich auf der frei zuginglichen
Arrayoberfliche wissrige Ligandlosungen auf dem Mikroskop zu inkubieren und deren
Zusammensetzung zu verdndern.

Um die Arrays, die einen groBen Teil der Deckgldser bedeckten, vollstindig zu

detektieren, wurden diese {iber die Zeiss Software computergesteuert mosaikartig
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abgerastert. So entstand abhdngig von der in vertikaler und horizontaler Richtung
eingestellten Bildanzahl ein zusammengesetztes Bild, das aus vielen Einzelbildern bestand.
Der dabei auftretende Pixelversatz, der durch den Auflésungsfehler des motorgesteuerten
Mikroskoptisches entstand (max. 4 um), musste hingenommen werden. Gleiches galt fiir

die teilweise inhomogene Detektion bei manchen Bildern (Schachbretteffekt).

Befestigungsschrauben

Ligandldsung

=

Dichtungsring

Deckglaschen mit Array
auf der Oberseite

Abbildung 6.1: Deckglashalterung (Aufsicht und Schnitt)!''”!

Da die Mikrocantilever beim Umdrehen durch den Kontakt mit einem Objekttriager
beschadigt werden konnen, wurden Mikrocantilever-Arrays nicht am inversen LSM
sondern an einem aufrechten Epifluoreszenzmikroskop (Axioplan2, Carl Zeiss, Gottingen)
untersucht. Die verwendete Software war Zeiss AxioVision 4 Version 4.1.1.0 und die
verwendeten Objektive waren ein Plan Neofluar 10x / 0,3 NA sowie ein Plan Neofluoar

20x /0,5 A.

6.6.4 Mikroarray-Erstellung

Zur Erstellung von hochdichten Mikroarrays wurde ein piezoelektrischer Nanopipettier-
Roboter mit kontaktfreier Tropfenabgabe vom Typ Nanoplotter NP2.0 der Firma GeSiM
(Dresden) verwendet. Der Roboter verfiigte iiber einen 8-Kanal-Pipettierkopf, einen 4-
Kanal-Dilutor, einen Luftbefeuchter vom Typ AirWin, einer Plattenkiihlung mittels Huber
Polystat CC3 (Peter Huber Kéiltemaschinenbau GmbH, Offenburg) und war mit einer

bildgebenden Einheit iiber eine eingebaute Mikroskopkamera in Verbindung mit einer
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Framegrabberkarte ausgestattet. Der Pipettierroboter wurde von der Software NPCI16
V2.10 gesteuert.

Die Tropfenabgabe erfolgte durch piezoelektrisch betriebene Mikrodosierkopfe die aus
einem Silizium-Glasverbund bestehen. An einer kleinen Kammer, die mit der zu
auspipettierenden Fliissigkeit gefiillt ist, ist ein Piezokristall befestigt und durch eine
Membran von der Fliissigkeit getrennt. Bei einer Anregung dieses Piezoaktors wird die
Fliissigkeit in der Kammer komprimiert und ein Tropfen aus der Diise ejiziert. Nach der
Tropfenabgabe kehrt die Piezokeramik in ihre Ruhelage zuriick und die Kammer wird
wieder befiillt (Abb. 6.2). Mit Hilfe der Parameter Amplitude, Impulsbreite und Frequenz
der Anregungsspannung kann das Tropfenvolumen in einem gewissen Bereich eingestellt
werden und die Tropfenabgabe an verschiedene Fliissigkeiten mit Hilfe einer
Stroboskopkamera abgepasst werden. Es waren zwei verschiedene piezoelektrische
Pipettier-Spitzen mit unterschiedlichen Volumina der abgegebenen Tropfen verfligbar. Die
Nano-Tip verfiigte liber ein Tropfenvolumen von etwa 450 pl und wurde als Standard-

spitze fiir alle Arrays auf Glasoberflichen eingesetzt. Fiir das Pipettieren auf den

A B C

Schlauchanschlusswmm
.

Montageplatte

Elektrischer

¥ @ Anschluss
+U oV
1 Voratek Geklebter
orratskammer Piezokristall
l Tropfenaustritt

Abbildung 6.2: Schema des Funktionsprinzips der piezoelektrisch betrieben
Mikrodosierkdpfe bei Tropfenabgabe (A) und im Ruhezustand (B). Aufbau der
piezoelektrisch betriebenen Mikrodosierkdpfe (C).
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Mikrocantilevern war es notig, kleinere Tropfen abzugeben. Hierfiir wurde die Pico-Tip,
die ein Tropfenvolumen von etwa 150 pl abgab, verwendet.

Das Erstellen der Mikroarrays erfolgte immer nach einem bestimmten Schema, das aus
Probenaufnahme, Tropfenkontrolle, Tropfenabgabe, Spiilen der Spitze und Entfernen
iberfliissigen Spiilwassers bestand (Abb. 6.3).

Bei den meisten Anwendungen wurden die Arrays iiber Spalten, Reihen und Blocke
definiert. Die Abstinde zwischen einzelnen Tropfen (bzw. zwischen Reihen/Spalten)
variierten zwischen 320 pm und 600 um. Fiir die Erstellung von Standardarrays auf
funktionalisierten Glasoberflichen wurde das Transferlistenprogramm ,transfer8.npl*
verwendet. Hierbei wurde in einer Text-Datei fiir jede zu pipettierende Substanz in einer
festgelegten Formatierung angegeben, in welcher Position der 384er Mikrotiterplatte die
Probe vom Roboter aufgenommen und in welcher Reihe und Spalte auf dem Array diese
abzusetzen war. Wurde auf Deckglédser pipettiert (NTA-Arrays und NCL-Arrays), wurde
jeweils ein Block (=1 Array) pro Deckglas pipettiert. Bei Arrays auf Objekttrigern wurden
16 Arrays pro Triager pipettiert. Da flir das Pipettieren auf den goldbeschichteten
Mikrocantilevern keine festen Raster moglich waren, wurde eine manuelle Methode zur
Festlegung der Abgabepunkte gewdhlt. Hierbei wurden auf einem Live-Bild iiber die
passend justierte Mikroskopkamera die Punkte markiert an welche die Abgabe erfolgen
sollte (Abbildung 4.33). Nun wurde iiber das Programm ,,WSP-check.npl® die
Feinjustierung der Pipette ausgefiihrt und nachfolgend durch Ausfiihren des Programms
»FL-basic2.npl*“ das Peptid pipettiert. Dafiir musste ebenfalls wieder eine korrekt

formatierte Transferliste erstellt werden.
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4 5. 6
4

Abbildung 6.3: Arbeitsprinzip des Nanopipettier-Roboters. (1) mit Arbeitsfliissigkeit

(Wasser) befiillte Spitze; (2) Probenaufnahme; (3) Tropfenkontrolle an der
Stroboskopkamera; (4) Probenabgabe auf einen Objekttriger; (5) Reinigen der Spitze
mit Arbeitsfliissigkeit von 2 Seiten; (6) Abtupfen tiberfliissigen Wassers mit einem

Flies.
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6.6.5 Inkubationen und Waschen der Peptid- und NTA-Arrays

Nach dem Erstellen der Mikroarrays auf Glasoberflichen wurden die gespotteten
Oberfldachen entsprechend der beabsichtigten Reaktionszeit in der Umhausung auf den
Kiihlplatten belassen und bei ldngerer Reaktionszeit in eine mit feuchtem Zellstoff
ausgekleidete Inkubationskammer gegeben. Die NTA-Arrays wurden fiir 1 h nach
Beenden des Pipettierens in der befeuchteten Umhausung auf der Kiihlplatte belassen, die
Arrays auf Thiolesteroberflachen kamen in die beschriebenen Feuchtekammern fiir 3 h bei
RT. Anschlieend wurden NTA-Arrays und Peptidarrays getrocknet. Nach dem Trocknen
wurden die Peptidarrays zunéchst in einem Gefdll mit viel DMF fiir 1 h gewaschen. Es
folgte ein Waschschritt von 1 h mit Aceton, dann ein Waschschritt in HBS-Puffer (pH =
7,3, 16 h). Nun wurden die Arrays mit Wasser abgespiilt und mit gereinigter Druckluft
trocken geblasen. Ein Teil der Peptidarrays auf Thiolesteroberflichen wurde noch mit
ACN (0,1% TFA) gewaschen gefolgt von einem Waschgang in Wasser und

anschlieBendem Trockenblasen mit gereinigter Druckluft.

6.6.6 Inkubation und Waschen der Proteinarrays

Die Proteinarrays zur Testung der nativen chemischen Ligation fiir Kompatibilitdt mit
biologischen Assaysystemen durften nicht eintrocknen, falls die Proteine in ihrer nativen
Konformation bleiben sollten. Sie wurden deshalb nach dem Pipettieren in einer
Feuchtekammer, die eine gesdttigte NaCl-Losung enthielt, bei 4°C fiir 3 h inkubiert. Sie
wurden dann nach Aufbringen eines PDMS-Klemmrahmens (Abb. 6.4) zunéchst mit
Waschpuffer (PBS + 0,5% Tween20) geflutet und ausgeklopft. Nachfolgend wurde noch
Kammer fiir Kammer 5 x mit dem gleichen Waschpuffer gewaschen. Proteinmikroarrays
wurden fir Bindungsexperimente mit Peptiden, die eine entsprechende

Erkennungssequenz besalen, stets bei 4°C feucht gehalten.
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Abbildung 6.4: PDMS-Klemmrahmen mit 16 Inkubationskammern auf Mikroarray
Substrat (Objekttrager).

6.6.7 Nachweis von Peptiden auf Thiolesteroberflachen

Um die Peptide, die liber eine myc-tag-Sequenz verfiigten, auf Oberfldchen nachzuweisen
wurde die Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt. Fiir die Immunfluoreszenzfarbung wurden
die mit einem Array versehenen Oberflachen zunichst mit 1% TopBlock (Fluka) in HBS-
Puffer gegen unspezifische Wechselwirkungen blockiert und nachfolgend 3 x mit HBS-
Puffer gewaschen. Primérantikdrper wurden in der Konzentration 4 pg/ml in 0,1%
BSA/HBS-Puffer (pH = 7,3) fiir 1 h bei RT, oder fiir 16 h bei 4°C auf dem Array inkubiert
und nachfolgend 3 — 4 x mit 0,1% BSA in HBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde
der fluoreszent markierte Sekundérantikérper in der Verdiinnung 1:1000 in 0,1%
BSA/HBS-Puffer zugegeben. Die Inkubationszeiten waren die gleichen wie bei
Primérantikdrpern. Nach intensivem Waschen konnten die Arrays getrocknet oder feucht

mikroskopiert werden.

6.6.8 Nachweis von SHP-2C und MBP auf Thiolesteroberflachen

Um die beiden Proteine SHP-2C und MBP nachzuweisen wurden alle Kammern zunéchst
mit 1% TopBlock in HBS fiir eine Stunde blockiert und nachfolgend 5 x mit HBS (0,5%
Tween20) gewaschen. Nun wurde die jeweilige Inkubationskammer des Klemmrahmens
mit dem in Abschnitt 6.2 beschriebenen Anti-Hiss-Primérantikorper und fluoreszentem

Sekundérantikorper wie in Abschnitt 6.6.7 beschrieben inkubiert und konnte nachfolgend
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feucht mikroskopiert werden. Um die Arrays mit den Phosphopeptiden zu inkubieren,
wurden die Peptide in die entsprechende Konzentration auf ein Volumen von 50 pl in
PBS-Puffer gebracht und fiir mindestens eine Stunde auf den Arrays inkubiert. Dann
wurde der Objekttrager mit angeklemmtem Inkubationsrahmen in die Mikroskophalterung
eingelegt und immer die Kammer die betrachtet werden sollte zuvor 3 x mit PBS (0,5%

Tween20) gewaschen.

6.6.9 Titration auf Arrays von NTA-Chelator-Histidin-Komplexen mit

Imidazol

Bei Titrationen wurde das Deckglas nach dem Einspannen in die oben beschriebene
Halterung zunichst mit je 1ml EDTA (10 mM) fiir jeweils 10 min gewaschen, um eine
mogliche Metallionenkontamination der Chelatoren zu vermindern. AnschlieBend wurde
kurz trocken geblasen, und fiir 10 min mit einer NiCl,-Losung (10 mM) inkubiert. Nach
kurzem Spiilen mit Wasser wurde der Array mit 1 ml der wéssrigen Ligandlosung fiir 30
min inkubiert und immer wieder gut durchmischt. Nach dem Einspannen in eine
Aufnahme fiir die Deckglashalterung, und deren exaktem Ausrichten orthogonal zum
Strahlengang des Mikroskops anhand von Kontrollspots links und rechts des eigentlichen
Messarrays wurde ein Startbild des Arrays aufgenommen. AnschlieBend wurde eine kleine
Menge einer Imidazol-Losung (0,5 M) zugegeben und die Losung durch Pipettieren immer
mehrfach durchmischt. Nach etwa 4,5 min wurde erneut eine Aufnahme des Arrays
gemacht, die Konzentration an Imidazol abermals erhéht und gut durchmischt. Dieser
Vorgang wurde nun so oft wiederholt, bis die Helligkeit der Spots nicht weiter abnahm

oder keine Spots mehr zu erkennen waren.

6.6.10 Auswertung der Aufnahmen der Titrationen von Arrays

Die Arrays wurden mit dem Programm Array-Pro Analyzer von Media Cybernetics Inc.
(Silver Spring, Maryland, USA, Version 4.5.1.48) vermessen. Hierbei wurden immer die
unbearbeiteten Originalbilder verwendet. Mit Array-Pro Analyzer wurde fiir jeden Spot
zusétzlich ein lokaler Hintergrund in Form eines Ringes um den Spot ausgewertet und die
mittlere Intensitdt dieses Rings von dem nicht normalisierten Spotsignal subtrahiert, um

eventuelle ungleichméfige Ausleuchtungen besser auszugleichen zu konnen. Da die
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Arrays so angelegt waren, dass jeder Spot doppelt vorhanden war wurden gleiche Spots
gruppiert und der Mittelwert {iber alle Pixel aus beiden Spots ausgewertet. Die Grof3e der
vermessenen Spotflachen wurde variabel an die Spotgrof3e angepasst.

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Microsoft Excel XP (Microsoft
Deutschland, UnterschleiBheim), sowie mit Microcal Origin 6.1. Mit Microcal Origin 6.1
(OriginLab Corporation, MA, USA) wurden auch die Dissoziationskurven angepasst und

daraus die ECso-Werte bestimmt.

6.7 Beschichtung von Mikrocantilevern fur die Biosensorik

6.7.1 Herstellung von Cantileverarrays

Die Herstellung der unbeschichteten Cantilever wurde von Herrn Dipl. Phys. Andreas
Heeren (Institut fiir angewandte Physik, Universitidt Tiibingen) durchgefiihrt. Silizium-
Wafer fiir die Cantileverherstellung wurden aus 3-Zoll Si-Wafer (100 Orientierung,
Wacker, Burghausen) herausgeschnitten. Das PECVD-Verfahren
(Abb. 6.6) zum Autbau der Siliziumnitridschicht wurde in einem Oxford Plasmalab 80
plus (Oxford Instruments, Bristol, UK) durchgefiihrt. Reaktionsgase waren Monosilan
(SiH4), Ammoniak (NH3) und Distickstoffdioxid (N,O). Die Reaktionszeit wurde so
eingestellt, dass eine 300 nm dicke Siliziumnitridschicht erzeugt wurde.

Die Lithographie wurde mit einem optischen Belichter (Karl Siiss, Miinchen) bei 436 nm
durchgefiihrt. Auf die Siliziumnitridschicht des Si-Wafers wurde zuvor ein Photolack (ma-
P 215s, micro resist technology, Berlin) durch Spincoating aufgebracht. Dabei wurde
zundchst bei 2000 U / min 5 s angeschleudert und anschlieBend weitere 40 s bei
5000 U / min geschleudert, um eine Lackdicke von ca. 1,6 pm zu erhalten. Danach wurde
der mit Photolack beschichtete Wafer auf einer Heizplatte 3 min bei 90 °C erhitzt und
anschliefend mit Hilfe einer Chrommaske 20 s kontaktbelichtet. Die Entwicklung erfolgte
mit einem alkalisch anorganischen Entwickler (ma-D 371, micro resist technology) iiber
60 s. AnschlieBendes Waschen mit deionisiertem Wasser, gefolgt von 3 min Erhitzen bei
120 °C fiihrte zum Ausbacken der unbelichteten Lackschicht.

Reaktives lonendtzen der Siliziumnitridschicht erfolgte wieder im Oxford Plasmalab
80plus. Als Prozessgas wurde eine Mischung aus Trifluormethan (CHF3) und Sauerstoff

verwendet. Die Prozessdauer betrug 10 min bei einer Atzrate von ca. 120 nm / min.
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Die Bedampfung mit Chrom und Gold erfolgte in einer Aufdampfanlage (Balzers
VerschleiBBschutz, Bingen) tiber Elektronenstrahl-Verdampfung bzw. Widerstandsheizung.
Eine 3 nm Chromschicht wurde zuerst iiber Elektronenstrahl-Verdampfung aufgebracht
und anschlieBend erfolgte die Bedampfung mit Gold (30 nm) {iber eine

Widerstandsheizung.

SiN,
- -
A B C

R

D E

ﬁ/

Abbildung 6.6:  Schematische Darstellung der Cantileverherstellung. (A)
Siliziumnitridschicht auf Si-Wafer durch PECVD. (B) Abdecken der SINy-Schicht
durch Fotolack. (C) Herstellen der Cantileverstruktur durch optische Lithografie. (D)

Ubertragen der Cantileverstruktur auf die SiNy-Schicht durch reaktives Ionenitzen. (E)
Freidtzen der SiN,-Cantilever durch nasschemisches Atzen. (F) Unbedampfter

(goldfreier) Array nach Ende der obigen Prozedur.[*®)

6.7.2 Funktionalisierung einzelner Cantilever

Frisch mit Gold bedampfte Cantileverarrays wurden sofort auf eine gekiihlte Platte des
Nanopipettier-Roboters verbracht. AnschlieBend wurde die Luftfeuchtigkeit in der
Umbhausung des Roboters auf die Ndhe des Taupunkts auf den Goldoberflichen erhdht.
Das Peptid OM-P18, das in einer Konzentration der Stammldsung von 5 mM in DMF
vorlag, wurde mit NH4Ac-Puffer (10 mM, pH = 7,3) auf 500 uM verdiinnt und in eine
Mikrotiterplatte gegeben. Nun wurden die Arrays wie in den Abschnitten 6.65 und 4.5

beschrieben so erstellt, dass immer nur jeder zweite Cantilever beschichtet wurde.
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Nachfolgend wurden die Cantileverarrays in einer feuchten Inkubationskammer fiir 16 h
inkubiert und anschlieBend mit DMF, Aceton, Wasser (jeweils 1 h) und HBS (16 h)
gewaschen. Nun wurden die Arrays vorsichtig in Ethanol gespiilt und auf einer warmen
Heizplatte (~ 37 °C) getrocknet. Dabei sollten sich die durch das Losungsmittel evtl. an
den Seiten hidngenden Cantilever wieder aufrichten. War dies nicht der Fall, wurde die

Ethanolspiilung wiederholt.

6.7.3 Nachweis der Anbindung des Antikorpers uber Fluoreszenz

Nach 16 h Inkubationszeit des Peptids auf der Goldoberfliche wurde der Array getrocknet
und mit verschiedenen Losungsmitteln in der Reihenfolge DMF-Aceton-Acetonitril-PBS-
H,0-EtOH fiir jeweils 3 h gewaschen. Nach dem Waschen wurde der Cantileverarray mit
Top-Block (1%) blockiert und der gesamte Array einer Immunfluoreszenzfarbung, wie in
Abschnitt 6.6.7 beschrieben unterzogen. Dabei wurde der mit Alexa546 fluoreszent
markierte Sekunddrantikorper (Ziege anti-Maus IgG, Dianova) verwendet. Anschlieend

wurde der Array mit einem aufrechten Epifluoreszenzmikroskop untersucht.

6.8 Molecular Modeling

6.8.1 Hardware und Software

Die Berechnung der Systemenergien und die Visualisierungen der Strukturen aus
Oligohistidinen und NTA-Molekiilen wurden auf einer SGI Octane Workstation (Silicon
Graphics, Mountain View, USA) ausgefiihrt. Die verwendete Modeling-Software war
InsightIl (Accelrys Inc., San Diego, USA). Die genutzten Module waren Biopolymer,
Sketcher und Discover. Mit Hilfe von Insightll konnten die Molekiile manipuliert und
visualisiert werden. Das Biopolymer- und das Sketcher-Modul wurden fiir das Erstellen
der NTA-Molekiile und der Oligohistidine verwendet. Mit Accelrys Discover und Accelrys
Discover3 erfolgten die molekulardynamischen Berechnungen zu den Konformationen und
Energien auf der Grundlage der Newtonschen Gesetze. Bis auf die Arbeiten, die mit Hilfe
des Discover3 Moduls durchgefiihrt wurden, konnten alle Arbeitsschritte auf einer
graphisch basierten Oberfliche erfolgen. Fiir die Berechnung der Konformationen musste

die Festlegung der Geometrien der NTA-Ni*"-Histidin-Komplexe durch eine Textdatei in
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vorgegebener Formatierung erfolgen (siche Anhang). Zuerst wurden Hexahistidin und
Dekabhistidin mit dem Builder-Modul erstellt und minimiert. Nachfolgend wurde aus der
Cambridge-Datenbank eine Réntgenstruktur eines Ni*'-NTA-Komplexes im PDB-
Format!'*! in InsightIl importiert. Die zusitzlichen Atome und Molekiile, die in dieser
Struktur enthalten waren, wurden geldscht. Nachfolgend wurde der erhaltene Komplex
parametrisiert (automatisch). Da dies fiir Ni**-Ionen nicht automatisch moglich war, wurde
fiir dieses Atom im ESFF-Kraftfeld eine oktaedrische Koordination bei gleichzeitiger
zweifach positiver Ladung fiir Nickel ausgewidhlt. Negative Ladungen wurden fiir die
Sauerstoffatome an den NTA-Gruppen eingestellt. Dann wurde der NTA-Komplex am a-
Kohlenstoff einer Acetatgruppe mit einem Kohlenstoffgeriist verbunden, so dass ein
Mono-Ni**-NTA-Komplex entstand. Da die Atome des NTA-Komplexes bei einer
Minimierung als auch bei einer Molekulardynamik ihre Position zueinander stark
verdnderten, wurden die Bindungspartner durch Vorgabe von Bindungslingen und -
winkeln mit hohen Kraftkonstanten miteinander verankert (siche Anhang). Parallel dazu
wurde Ni*" und Hexahistidin minimiert, wobei keine Beschrinkungen beziiglich
Bindungsldangen, -winkel, etc. notwendig waren (Kontrolle der Parametrisierung,
vergleiche Abschnitt 4.4). Nach Platzierung eines Ni*"-Ions (Parametrisierung wie oben)
knapp 3 A entfernt von einem Imidazolring eines Histidins wurde durch Minimierung eine
Chelatbildung ohne Einsatz von Beschrankungen automatisch erreicht. Nachfolgend wurde
Histidin am Ni*-NTA-Chelatkomplex platziert. Bei Minimierungen waren hier
Beschrinkungen notwendig um einen verniinftigen Bindungsabstand bei gleichzeitiger
oktaedrischer Koordination des Nickels zu erhalten.

Als Methode zur Erzeugung verschiedener Konformationen des Oligohistidins und der sich
daraus ergebenden Energien der Komplexe wurde ein Annealing-Verfahren gewihlt. Dabei
wurde das System, in dem sich die Molekiile befanden, virtuell sehr schnell auf eine hohe
Temperatur erhitzt und anschlieBend langsam wieder abgekiihlt. Der Vorgang wurde viele
Male wiederholt und jedes Mal die Energie des Systems ausgespeichert. Die Methode
diente dazu, um lokale Energieminima zu iiberwinden und nicht immer wieder die gleiche
energetisch giinstige Konformation innerhalb zweier Energiemaxima einzunehmen. Die
Molekulardynamik-Parameter wurden zusammen mit den geometrischen Beschrinkungen
in einer Skriptdatei erstellt und von Discover3 direkt eingelesen. Eine solche Eingabedatei
ist im Anhang dargestellt. Zundchst wurde dabei immer eine kurze Annealingsequenz

verwendet, um mogliche Fehler in der Skriptdatei an der dabei entstandenen Struktur zu
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erkennen, da der nachfolgende grofle Annealingschritt sehr viel Zeit in Anspruch nahm, so
dass nach Mdglichkeit keine unnétige Rechenzeit verbraucht wurde.

Alle  Energieminimierungen der oben  genannten  Strukturen sowie  die
molekulardynamischen Untersuchungen wurden mit dem ESFF-Kraftfeld (Extensible

Systematic ForceField) innerhalb des Discover3-Moduls in InsightII durchgefiihrt.
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7/ Anhang

Eingabedatei fur Discover3

Nachfolgend aufgefiihrt ist ein Beispiel fiir eine BTCI-Eingabedatei fiir Discover3 in
Insightll. Enthalten sind die Parameter fiir das Simulated Annealing, die Minimierung und
die initialen Bedingungen. Die geometrischen Restriktionen wurden fiir jedes
durchgefiihrte Simulated Annealing entsprechend den gewlinschten Geometrien geédndert,
d.h. die Ni**-NTA-Komplexe wurden mit den jeweils gewiinschten Histidinen verbunden.
Die Festlegung der Bindungslingen und -winkel der Restriktionen ist beispielhaft wie
folgt:

1#Stage Name: 2 restraint

2 restraint create "2__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C4"

3 restraint function "2__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"

4 restraint target "2__restraint" "1.48"

Zeile 1: Dient der besseren Orientierung bei der Festlegung eines Programmblocks (z.B.
Minimierung, Restriktion, Molekulardynamik).

Zeile 2: Gibt zum einen an, dass eine Bindungslidnge (distance) festgelgt werden soll und
definiert die beteiligten Atome (InsightlI-Nummerierung).

Zeile3: Definiert welche Funktion auf die Restriktion angewendet werden soll (quadratic),
und wie grofl die Kraftkonstante sein soll, bei Auslenkung in die eine oder andere
Richtung.

Zeile4: Gibt den Wert fiir die Bindungsldnge an (1,48).

#BIOSYM btcl 3

Input File For Discover Generated By Insight 2000
Date: Mon Apr 19 15:12:18 2004

User Name: ta

Host Name: modeler

Host Type: iris

System Name: NTA210HIS_7
14

— H H OH H OH O H H
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#

#Stage Name: 1 begin
begin

#

set esffCalculateCharges 0

#

#Zunachst Restraints im NTA"01B" und NTA"1"

#

#NTA"01B"

#

#Stage Name: 2 restraint
restraint create "2__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C4"
restraint function "2__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "2__restraint" "1.48"

#

#Stage Name: 3 restraint
restraint create "3__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C2"
restraint function "3__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "3__restraint" "1.48"

#

#Stage Name: 4 restraint
restraint create "4__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C"
restraint function "4__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "4__restraint" "1.47"

#

#Stage Name: 5 restraint
restraint create "5__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C4" "NTA210HIS_7:01B:C5"
restraint function "5__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "5__restraint” "1.53"

#

#Stage Name: 6 restraint
restraint create "6__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C2" "NTA210HIS_7:01B:C3"
restraint function "6__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "6__restraint" "1.52"

#

#Stage Name: 7 restraint
restraint create "7__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C" "NTA210HIS_7:01B:C1"
restraint function "7__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "7__restraint" "1.52"

#

#Stage Name: 8 restraint
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restraint create "8 _restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C5" "NTA210HIS_7:01B:O7"
restraint function "8 __restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "8__ restraint" "1.24"

#

#Stage Name: 9 restraint
restraint create "9__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C3" "NTA210HIS_7:01B:05"
restraint function "9__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "9__restraint" "1.25"

#

#Stage Name: 10 restraint
restraint create "10__restraint” distance "NTA210HIS_7:01B:C1" "NTA210HIS_7:01B:03"
restraint function "10__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "10__ restraint" "1.25"

#

#Stage Name: 11 restraint
restraint create "11__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:C5" "NTA210HIS_7:01B:06"
restraint function "11__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "11__ restraint" "1.27"

#

#Stage Name: 12 restraint
restraint create "12__restraint” distance "NTA210HIS_7:01B:C1" "NTA210HIS_7:01B:02"
restraint function "12__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "12__restraint" "1.27"

#

#Stage Name: 13 restraint
restraint create "13__ restraint” distance "NTA210HIS_7:01B:C3" "NTA210HIS_7:01B:04"
restraint function "13__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "13__ restraint" "1.26"

#

#Stage Name: 14 restraint
restraint create "14__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:06" "NTA210HIS_7:01B:NI"
restraint function "14__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "14__ restraint" "2.06"

#

#Stage Name: 15 restraint
restraint create "15__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:04" "NTA210HIS_7:01B:NI"
restraint function "15__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "15__restraint" "2.03"

#Stage Name: 16 restraint
restraint create "16__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:02" "NTA210HIS_7:01B:NI"
restraint function "16__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
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restraint target "16__restraint" "2.08"
#
#Stage Name: 17 restraint

restraint create "17__ restraint" torsion "NTA210HIS 7:01B:C2"
"NTA210HIS_7:01B:C4" "NTA210HIS_7:01B:C5"

restraint function "17__ restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "17__restraint" "-77.40"
#
#Stage Name: 18 restraint

restraint create "18 restraint" torsion "NTA210HIS 7:01B:C3"
"NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C4"

restraint function "18__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "18__ restraint" "118.27"
#
#Stage Name: 19 restraint

restraint create "19_ restraint" torsion "NTA210HIS_7:01B:C1"
"NTA210HIS_7:01B:N" "NTA210HIS_7:01B:C2"

restraint function "19__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "19__ restraint" "91.73"
#
#Stage Name: 20 restraint

restraint create "20__restraint" torsion "NTA210HIS_7:01B:N"
"NTA210HIS_7:01B:C5" "NTA210HIS_7:01B:O7"

restraint function "20__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "20__ restraint" "155.81"
#
#Stage Name: 21 restraint

restraint create "21_ restraint" torsion "NTA210HIS 7:01B:N"
"NTA210HIS_7:01B:C3" "NTA210HIS_7:01B:05"

restraint function "21__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "21__restraint" "178.57"
#
#Stage Name: 22 restraint

restraint create "22_restraint” torsion "NTA210HIS_7:01B:N"
"NTA210HIS_7:01B:C1" "NTA210HIS_7:01B:03"

restraint function "22__ restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "22__restraint" "-169.94"
#
#Stage Name: 23 restraint

restraint create "23_ restraint" torsion "NTA210HIS_7:01B:C4"
"NTA210HIS_7:01B:06" "NTA210HIS_7:01B:NI"

"NTA210HIS_7:01B:N"

"NTA210HIS_7:01B:C2"

"NTA210HIS_7:01B:C"

"NTA210HIS_7:01B:C4"

"NTA210HIS_7:01B:C2"

"NTA210HIS_7:01B:C"

"NTA210HIS_7:01B:C5"
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restraint function "23__ restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "23__ restraint" "-2.81"
#
#Stage Name: 24 restraint
restraint create "24_ restraint" torsion "NTA210HIS 7:01B:C2"
"NTA210HIS_7:01B:04" "NTA210HIS_7:01B:NI"
restraint function "24__restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "24__ restraint" "-3.66"
#
#Stage Name: 25 restraint
restraint create "25 restraint" torsion "NTA210HIS 7:01B:C"
"NTA210HIS_7:01B:02" "NTA210HIS_7:01B:NI"
restraint function "25__ restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "25__ restraint" "6.39"
#
#Stage Name: 26 restraint
restraint create "26__ restraint" torsion "NTA210HIS_7:01B:C5"
"NTA210HIS_7:01B:NI" "NTA210HIS_7:01B:04"
restraint function "26__restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "26__restraint" "104.53"
#
#Stage Name: 27 restraint
restraint create "27__ restraint" torsion "NTA210HIS_7:01B:C1"
"NTA210HIS_7:01B:NI" "NTA210HIS_7:01B:04"
restraint function "27__ restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "27__ restraint" "-101.34"
#
#
#NTA"1B" bzw. "1C"
#
#
#Stage Name: 28 restraint

"NTA210HIS_7:01B:C3"

"NTA210HIS_7:01B:C1"

"NTA210HIS_7:01B:06"

"NTA210HIS_7:01B:02"

restraint create "28 restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:N10" "NTA210HIS_7:1C:C15"

restraint function "28 _restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "28__ restraint" "1.48"

#

#Stage Name: 29 restraint

restraint create "29__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:N10" "NTA210HIS_7:1C:C13"

restraint function "29__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "29__ restraint" "1.48"
#
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#Stage Name: 30 restraint

restraint create "30__ restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:N10" "NTA210HIS_7:1C:C11"

restraint function "30__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "30__ restraint" "1.47"

#

#Stage Name: 31 restraint

restraint create "31__ restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C15" "NTA210HIS_7:1C:C16"

restraint function "31__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "31__restraint" "1.53"

#

#Stage Name: 32 restraint

restraint create "32__ restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C13" "NTA210HIS_7:1C:C14"

restraint function "32__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "32__restraint" "1.52"

#

#Stage Name: 33 restraint

restraint create "33 __restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C11" "NTA210HIS_7:1C:C12"

restraint function "33__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "33__ restraint" "1.52"

#

#Stage Name: 34 restraint

restraint create "34__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C16" "NTA210HIS_7:1C:09"

restraint function "34__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "34__restraint" "1.24"

#

#Stage Name: 35 restraint

restraint create "35__ restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C14" "NTA210HIS_7:1C.07"

restraint function "35__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "35__ restraint" "1.25"

#

#Stage Name: 36 restraint

restraint create "36__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C12" "NTA210HIS_7:1C:05"

restraint function "36__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "36__ restraint" "1.25"

#

#Stage Name: 37 restraint

restraint create "37__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C16" "NTA210HIS_7:1C:08"

restraint function "37__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "37__restraint" "1.27"

#

#Stage Name: 38 restraint

119



ANHANG

restraint create "38 restraint” distance "NTA210HIS_7:1C:C12" "NTA210HIS_7:1C:04"
restraint function "38 _restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "38__ restraint" "1.27"

#

#Stage Name: 39 restraint
restraint create "39__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:C14" "NTA210HIS_7:1C:06"
restraint function "39__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "39__ restraint" "1.26"

#

#Stage Name: 40 restraint
restraint create "40__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:08" "NTA210HIS_7:1B:NI1"
restraint function "40__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "40__ restraint" "2.06"

#

#Stage Name: 41 restraint
restraint create "41__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:06" "NTA210HIS_7:1B:NI1"
restraint function "41__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "41__restraint" "2.03"

#

#Stage Name: 42 restraint
restraint create "42__ restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:04" "NTA210HIS_7:1B:NI1"
restraint function "42__restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "42__restraint" "2.08"

#

#Stage Name: 43 restraint

restraint create "43_ restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:C13" "NTA210HIS_7:1C:N10"

"NTA210HIS_7:1C:C15" "NTA210HIS_7:1C:C16"
restraint function "43__restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "43__restraint" "-77.40"

#

#Stage Name: 44 restraint

restraint create "44 restraint" torsion "NTA210HIS_7:1C:C14" "NTA210HIS_7:1C:C13"

"NTA210HIS_7:1C:N10" "NTA210HIS_7:1C:C15"
restraint function "44__ restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "44__ restraint" "118.27"

#

#Stage Name: 45 restraint

restraint create "45 restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:C12" "NTA210HIS_7:1C:C11"

"NTA210HIS_7:1C:N10" "NTA210HIS_7:1C:C13"
restraint function "45__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "45__ restraint" "91.73"
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#
#Stage Name: 46 restraint

restraint create "46_ restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:N10"
"NTA210HIS_7:1C:C16" "NTA210HIS_7:1C:09"

restraint function "46__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "46__restraint" "155.81"
#
#Stage Name: 47 restraint

restraint create "47__ restraint" torsion "NTA210HIS_7:1C:N10"
"NTA210HIS_7:1C:C14" "NTA210HIS_7:1C:O7"

restraint function "47__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "47__ restraint" "178.57"
#
#Stage Name: 48 restraint

restraint create "48 restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:N10"
"NTA210HIS_7:1C:C12" "NTA210HIS_7:1C:05"

restraint function "48__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "48__ restraint" "-169.94"
#
#Stage Name: 49 restraint

restraint create "49 restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:C15"
"NTA210HIS_7:1C:08" "NTA210HIS_7:1B:NI1"

restraint function "49__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "49__ restraint" "-2.81"
#
#Stage Name: 50 restraint

restraint create "50_ restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:C13"
"NTA210HIS_7:1C:06" "NTA210HIS_7:1B:NI1"

restraint function "50__ restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "50__restraint" "-3.66"
#
#Stage Name: 51 restraint

restraint create "51_ restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:.C11"
"NTA210HIS_7:1C:04" "NTA210HIS_7:1B:NI1"

restraint function "51__restraint" cosine "10000.0" "1"

restraint target "51__ restraint" "6.39"
#
#Stage Name: 52 restraint

restraint create "52_ restraint" torsion "NTA210HIS_7:1C:C16"
"NTA210HIS_7:1B:NI1" "NTA210HIS_7:1C:06"

restraint function "52__ restraint" cosine "10000.0" "1"

"NTA210HIS_7:1C:C15"

"NTA210HIS_7:1C:C13"

"NTA210HIS_7:1C:C11"

"NTA210HIS_7:1C:C16"

"NTA210HIS_7:1C:C14"

"NTA210HIS_7:1C:C12"

"NTA210HIS_7:1C:08"
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restraint target "52__restraint" "104.53"
#

#Stage Name: 53 restraint

restraint create "53  restraint” torsion "NTA210HIS_7:1C:C12" "NTA210HIS 7:1C:04"

"NTA210HIS_7:1B:NI1" "NTA210HIS_7:1C:06"
restraint function "53__ restraint" cosine "10000.0" "1"
restraint target "53__ restraint" "-101.34"

#

#

#Restraints zwischen DekaHis und NTA"01B" und NTA"1B"

#

#

#NTA"01B"

#

#Stage Name: 54 restraint
restraint create "54__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:NI" "NTA210HIS_7:2:ND1"
restraint function "54__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "54__ restraint" "2.04"

#

#Stage Name: 55 restraint
restraint create "55__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:02" "NTA210HIS_7:2:ND1"
restraint function "55__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "55__ restraint" "2.96"

#

#Stage Name: 56 restraint
restraint create "56__restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:06" "NTA210HIS_7:2:ND1"
restraint function "56__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "56__ restraint" "3.13"

#

#Stage Name: 57 restraint
restraint create "57__ restraint" distance "NTA210HIS_7:01B:04" "NTA210HIS_7:2:ND1"
restraint function "57__ restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
restraint target "57__ restraint" "2.97"

#

#

#NTA"1B"

#

#

#Stage Name: 58 restraint
restraint create "58 restraint" distance "NTA210HIS_7:1B:NI1" "NTA210HIS_7:9:ND1"
restraint function "58 _restraint" quadratic "10000.0" "10000.0"
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restraint target "58__restraint" "2.10"
#
#Stage Name: 59 restraint
restraint create "59 restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:08" "NTA210HIS_7:9:ND1"
restraint function "59__ restraint" quadratic "100.0" "1000.0"
restraint target "59__ restraint" "3.13"
#
#Stage Name: 60 restraint
restraint create "60__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:04" "NTA210HIS_7:9:ND1"
restraint function "60__ restraint" quadratic "100.0" "1000.0"
restraint target "60__ restraint" "2.96"
#
#Stage Name: 61 restraint
restraint create "61__restraint" distance "NTA210HIS_7:1C:06" "NTA210HIS_7:9:ND1"
restraint function "61__ restraint" quadratic "100.0" "1000.0"
restraint target "61__restraint" "2.97"
#
#Stage Name: 62 nonbonds
forcefield nonbond \
-separate_coulomb \
vdw \
summation_method = atom_based \
cutoff = 9.5 spline_width = 1.0 buffer_width = 0.5\
coulomb \
-distance_dependent_dielectric \
dielectric_value = 1.0
#
#
#Stage Name: 63 minimize
set esfflUseQuadratic 1
minimize iteration_limit = 10
set esfflUseQuadratic 0
#
minimize \
iteration_limit = 3000 movement_limit = 0.200 \
sd\
convergence = 100.0 line_search_precision = 0.100 \
iteration_limit = 5000 \
cg\
convergence = 10.0 method = polak \

line_search_precision = 0.100 \
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cg\
convergence = 0.01 method = polak \
line_search_precision = 0.500 \

newton \
convergence = 0.001 method = bfgs \
line_search_precision = 0.900 max_atoms = 200 \

final_convergence = 0.001

#
writeFile coordinate filename = .cor
#
#Stage Name: 64 dynamics
#
#
# --- initialization
#
#
$temp = 1000
#
dynamics \

time = 5000 timestep = 1.0\

initial_temperature = $temp +boltzmann \
ensemble = nvt\

temperature_control_method = velocity scaling \
integration_method = Velocity_verlet \
temperature_window = 10\

temperature = $temp \

deviation = 5000

#

#

# --- dynamic loop

#

$frame = 1

while {$frame < 300} {
dynamics \

time = 3000 timestep = 1.0 -boltzmann \
ensemble = nvt\

temperature_control_method = velocity scaling \
integration_method = Velocity_verlet \
temperature = $temp temperature_window = 10\
deviation = 5000

#

124



ANHANG

#

# --- cooling

#

#

$temp = 1000

while {$temp > 250} {
dynamics \

time = 3000 timestep = 1.0 -boltzmann \
ensemble = nvt\

temperature_control_method = velocity_scaling \
integration_method = Velocity verlet \
temperature = $temp temperature_window = 10\
deviation = 5000

$temp = $temp-50

}

#

#

# ---minimization

#

#

minimize \

method = steepest \

iteration_limit = 100 movement_limit = 0.200 \
sd\

convergence = 10.0 line_search_precision = 0.100 \
iteration_limit = 5000 \

method = conjugate \

cg\

convergence = 10.0 method = polak \
line_search_precision = 0.100 \

cg\

convergence = 0.001 method = polak \
line_search_precision = 0.500 \
final_convergence = 0.001\

execute command = {print output +energy_summary}
#

#

# ---record results

#

#

writeFile archive frame = $frame
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#

echo This is the actual frame-number: $frame
#

$frame = $frame+1

#

#

# ---reheating the ensemble to 1000K

#

$temp = 1000
#
dynamics \

time = 5000 timestep = 1.0\

temperature = $temp +boltzmann \

ensemble = nvt\

temperature_control_method = velocity scaling \
integration_method = Velocity_verlet \
temperature_window = 10\

deviation = 5000

}

#

# ---End
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