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1 Einleitung

1.1 Motivation

In lebenden Organismen beruhen wesentliche Prozesse auf der Wechselwirkung zwi-
schen verschiedenen Molekiilen. Entsprechend spielt ihre Untersuchung in vielen bio-
chemischen und medizinischen Fragestellungen eine grofie Rolle. Die Wechselwirkung
von DNA-DNA oder DNA-RNA Molekiilen wird beispielsweise in Genexpressionsstudien
(Sotiriou u.a., [2003)) untersucht. Auch der Nachweis von Viren (Ranki u.a., |1983) und
Bakterien (Polsky-Cynkin u.a., [1985)), sowie der Nachweis von Antibiotikaresistenzen
bei Krankheitserregern (Polsky-Cynkin u. a., [1985) beruht auf der Wechselwirkung von
Nukleinséduren. Zur Aufkldrung von Signaltransduktionswegen in Zellen, der Erforschung
von Krankheitsmechanismen bei Krebs (Taylor u. a.,2009) oder Auto-Immunkrankheiten
werden Protein-Protein oder Protein-DNA Wechselwirkungen untersucht.

Aus dem Wunsch heraus, moglichst viele Interaktionen mit einem Versuch und geringen
Probenmengen zu analysieren, entstand die Arraytechnologie. Sie erlaubt die paralle-
le Analyse tausender Bindungsereignisse im zeitsparenden Hochdurchsatzverfahren. Die
Miniaturisierung ermdoglicht zudem den Verbrauch von Reagenzien zu reduzieren. Seit
Mitte der 1980iger Jahre wurden DNA-Microarrays verstirkt im Rahmen verschiedener
molekularbiologischer und genetischer Fragestellungen zu einem wichtigen Werkzeug der
Genomforschung. Entsprechend stehen kommerzialisierte Systeme zur Verfiigung (Hel-
ler}, 2002]).

Die Untersuchung von DNA-DNA-Wechselwirkungen hat den Vorteil, dass durch die
Polymerasekettenreaktion (PCR) eine Technik zur Verfiigung steht, die es erlaubt DNA
einfach und in ausreichenden Mengen zu vervielfiltigen. Die Herstellung oder Gewin-
nung von Proteinen in d&hnlichen Mengen ist wesentlich komplexer. Fiir Proteine miissen
meist individuell Methoden entwickelt werden, um sie in ausreichender Menge, Reinheit
und nativer Form zu erhalten (Ramachandran u.a., 2005).

Anschlielend miussen die Proteine in nativer Form auf die Arrayoberfliche aufgebracht
werden. Dies ist durch die komplexe Chemie der Aminosduren komplizierter, als bei Oli-
gonukleotiden, die aus vier chemisch dhnlichen Nukleinsduren bestehen. Zudem muss ei-
ne gute Zugénglichkeit des Proteins fiir den potentiellen Bindungspartner gewéhrleistet
sein. Es gibt verschiedene Moglichkeiten diesen Herausforderungen zu begegnen. Eine
Option ist die zellfreie in situ Herstellung von Proteinarrays. Hierbei werden die Protei-
ne direkt an der Arrayoberfliche aus DNA hergestellt. Uber einen Proteintag werden sie
dort dann direkt immobilisiert. Die stabilen DNA-Arrays werden also erst bei Bedarf in
Proteinarrays iibersetzt (He u.a., |2008).
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Eine andere Moglichkeit die komplexe Gewinnung von Proteinen zu umgehen, ist der Ein-
satz von Peptiden als Bindungspartner. Diese werden anstelle von kompletten Proteinen
auf der Arrayoberflache immobilisiert. Peptide sind, &hnlich wie DNA, leicht und repro-
duzierbar zu synthetisieren und bilden gewisse biologische Aktivitdten von Proteinen ab.
Sie konnen auflerdem gut modifiziert werden, das heifit es kénnen z.B. auch posttrans-
lationale Modifikationen eingefithrt werden. Zudem sind sie meist stabiler als das native
Protein (Hecker u.a.l 2012). Dennoch weisen sie zum Teil eine geringere Affinitét oder
Spezifitat zu Threm Zielprotein auf (Cretich u.a., [2006). Erkennt das Zielprotein keine
lineare Sequenz des immobilisierten Partners, sondern in der Raumstruktur des Part-
ners nahe zusammen liegende Aminoséduren, kann eine solche Interaktion nicht so einfach
iiber Peptidarrays nachgebildet werden. Je nach Fragestellung sind somit Protein- oder
Peptidarrays geeigneter, so dass beide Techniken ergénzend angewendet werden kénnen
(Hecker u.a., [2012). Im Folgenden soll kurz auf die Anwendung von Peptidarrays in
verschiedenen Fragestellungen eingegangen werden.

Peptidarrays haben ein weites Anwendungsfeld in der Immundiagnostik. Lorenz et. al
analysieren mit Hilfe von Peptidarrays Epitopsignaturen von IgG Autoantikérpern aus
humanen Seren zur Diagnostik von Autoimmunkrankheiten (Lorenz u.a., 2009)). Cere-
cedo et al. detektieren Epitope von Milchallergenen zur Diagnostik und Erforschung von
Allergien (Cerecedo u.a., 2008). Auch kénnen Peptidarrays zur Diagnostik von Infek-
tionskrankheiten angewendet werden. Duburcq et al. weisen Pathogeninfektionen von
verschiedenen Viren mittels eines Peptidarrays nach (Duburcq u. a., [2004)). Bei nicht be-
kanntem Antigen des Erregers kann auch versucht werden, spezifische Markersignaturen
iiber randomisierte Peptidbibliotheken zu erhalten (Bongartz u. a., [2009). Generell kann
jeder physiologische Zustand, in dem die humorale (Antikorper vermittelte) Immunant-
wort beeinflusst wird, mit Hilfe von Peptidarrays analysiert werden (Lorenz u. a., 2009).
Ahmed et al. untersuchten iiber einen Peptidarray die spezifische Interaktion von Krebs-
zellen mit bestimmten Peptiden. Diese spezifischen Peptide kénnten im weiteren Verlauf
dazu verwendet werden, Medikamente zielgerichtet zu den Tumorzellen zu bringen und
somit helfen, unerwiinschte Nebenwirkungen zu minimieren (Ahmed u. a., 2010]).

Eine weitere Anwendung von Peptidarrays sind Peptid-Proteininteraktionsstudien. In
der Biologie findet Kommunikation meist tiber Molekiilinteraktionen statt. Zum Teil
binden Proteine an konservierte Doménen wie kringel, SH2, SH3 etc. Dann kann es in-
teressant sein, neue Bindungspartner zu erforschen (Bialek u. a., 2003, Stoevesandt u. a.}
2005) oder bei bekannten Bindungspartnern die genaue Bindungsdoméne festzulegen
und so detaillierte Informationen auch iiber alternative Signalwege zu bekommen (Ma-
dala u.a., 2011).

In den meisten bisher genannten Arbeiten findet der Nachweis der Peptid-Interaktions-
partner mittels optischer Detektionsmethoden iiber fluoreszenzmarkierte Interaktions-
partner statt. In einem kleineren Teil der Arbeiten kommen auch markierungsfreie, meist
optische Nachweismethoden wie Oberflichenplasmonresonanz (SPR) zum Einsatz (Fis-
her u. a., 2003, [Pope u. a., 2009, Greving u. a., [2010)). Diese markierungsfreien Methoden
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haben im Vergleich zu den fluoreszenzbasierten Methoden den Vorteil, dass der Inter-
aktionspartner nicht fluoreszenzmarkiert sein muss, beziehungsweise kein weiterer fluo-
reszenzmarkierter Antikorper zur Detektion der Bindung notwendig ist. Dies reduziert
den Aufwand in der experimentellen Vorbereitung und der Durchfiihrung und reduziert
Kosten. Zudem wird vermieden, dass durch das Anbringen von Fluoreszenzmarkern am
Interaktionspartner die Bindung zwischen Antikorper und Peptid beeinflusst wird.

Mit markierungsfreien, optischen Methoden kénnen auflerdem zeitaufgeloste Messungen
durchgefiihrt werden. Diese erlauben die kinetische Analyse einer Interaktion zweier Bin-
dungspartner. Bei fluoreszenzmarkierten Methoden wére dabei die Photostabilitdt des
Farbstoffs zu beriicksichtigen, deshalb wird mit diesen Methoden oft nur die Affinitét
zweler Interaktionspartner bestimmt. Jedoch reicht diese Information meist nicht aus,
um den genauen Mechanismus der Bindung zu verstehen. Diese Information erschliefit
sich oft nur durch die Kenntnis der Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante, das
heilt der Kinetik der Reaktion (Greving u.a., 2010). Zudem koénnen Antikérper zwar
die gleiche Affinitatskonstante aufweisen, sich aber deutlich in ihren Ratenkonstanten
unterscheiden. Dies kann in medizinisch/pharmazeutischen Fragestellungen von grofier
Bedeutung sein (Hearty u.a., [2012, [Steckbeck u. a., [2005).

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Systems zur kinetischen Analyse verschie-
dener Peptid-Antikérperinteraktionen mittels bildgebender Reflektometrischer Interfe-
renzspektroskopie (iRIfS). Es wurden zwei Interaktionspaare untersucht. Zum einen die
Wechselwirkung zwischen Peptiden aus dem Enzym Gewebstransglutaminase und ei-
nem monoklonale Anti-Transglutaminaseantikérper, zum anderen die Wechselwirkung
zwischen zum Teil modifizierten Peptiden des FLAG-Epitops und einem monoklonalen
anti-FLAG-Antikorper.

Fiir das Transglutaminasesystem wurde als erstes eine zur Immobilisierung der Pepti-
de geeignete Oberflichenchemie ausgewéhlt und die optimalen Spottingbedingungen zur
ortsaufgelosten Immobilisierung der Peptide ermittelt. Im Nachfolgenden wurde das Sys-
tem in Bezug auf Reproduzierbarkeit und Spezifitdt charakterisiert und die optimalen
Bedingungen zur kinetischen Analyse der Peptid-Antikoérper Wechselwirkungen unter-
sucht.

Mit diesen Bedingungen wurden dann verschiedene kinetische Analysen durchgefiihrt
und verschiedene Auswertestrategien fiir kinetische Konstanten verglichen. Es wurde
eine Software zur halbautomatisierten Auswertung kinetischer Arrays entwickelt, mit
welcher es moglich ist, den optimalen Fitbereich zur kinetischen Analyse festzulegen.

Die Leistungsfihigkeit des iRIfS-Systems und der Software wurde an einem weiteren
Peptid-Antikérperinteraktionssystems, dem FLAG-antiFLAG-System untersucht. Das
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FLAG-Epitop wird zum Beispiel in rekombinanten Proteinen als Proteintag eingesetzt.
Seine Sequenz ist bekannt und die Interaktion mit dem monoklonalen Antikérper ist
charakterisiert. Insofern eignet es sich, um die Leistungsfdhigkeit des iRIfS-Systems zu
zeigen. Fiir das FLAG-Epitop wurde an verschiedenen Positionen der Sequenz ein Aus-
tausch der Aminosduren durchgefiihrt. Dabei wurde die urspriingliche Aminosdure ge-
gen jede andere proteinogene Aminosidure ausgetauscht und der Einfluss der einzelnen
Verédnderungen auf die kinetischen und thermodynamischen Konstanten untersucht.



2 Theoretischer Teil

2.1 Immunologische Grundlagen

Im ersten Teil sollen allgemeine immunologische Grundlagen zusammengefasst werden.
Dabei liegt der Schwerpunkt auf dem adaptiven Immunsystem. Im Weiteren soll dann
kurz auf die Struktur und Funktion von Antikérpern eingegangen werden. Die Zusam-
menfassung der immunologischen Grundlagen erfolgte nach Murphy et al. (Murphy u. a.,
2009).

2.1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Die Immunabwehr eines Menschen ist ein komplex reguliertes System, das tagtiglich eine
Vielzahl von Keimen und Erregern meist sehr effizient bekdmpft. Zellen des angebore-
nen Immunsystems, wie Makrophagen und neutrophile Zellen nehmen Krankheitserreger
an den Eintrittsorten auf und zerstéren diese. Erst wenn diese priméren Barrieren des
Immunsystems zur Bekdmpfung des Erregers nicht ausreichen, wird das sogenannte ad-
aptive Immunsystem initialisiert. Das adaptive Immunsystem ist in der Lage, eine sehr
grofle Vielzahl von Antigenen spezifisch zu erkennen und erméglicht so, eine effektive
Bekdmpfung verschiedenster Krankheitserreger. In einem genau reguliertem und ver-
netzen System werden dazu sehr spezifische T- und B- Lymphozyten gebildet. Beide
Zellen haben klonal verteilte Antigenrezeptoren. Das heifit, dass sich die Antigenrezep-
toren verschiedener T- und B-Zellklone in ihrer Spezifitdt unterscheiden. Somit steht ein
auflerordentlich groles Repertoire zur Erkennung verschiedenster Erreger zur Verfiigung.

2.1.2 Zellen der spezifischen Immunabwehr

B- und T-Lymphozyten nehmen unterschiedliche Aufgaben wahr. Aktivierte B-Lympho-
zyten bilden l6sliche Antikorper. Die von ihnen sezernierten Antikérper binden Erreger-
zellen, Erregerbestandteile oder von Erregern ausgeschiedene Toxine. B-Lymphozyten
leisten einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von extrazelluldren Bakterien.

T-Lymphozyten hingegen erkennen ihre Antigene durch membrangebundene T-Zellrezep-
toren. Man unterscheidet T-Helferzellen, und cytotoxische T-Zellen. Die Aufgabe von
T-Helferzellen ist es, die Immunantwort zu optimieren. Sie aktivieren und unterstiitzen
B-Lymphozyten und Zellen des angeborenen Immunsystems in der Bekdmpfung von
Erregern. Regulatorische T-Helferzellen supprimieren die Immunantwort. Dadurch wird
die Immunantwort begrenzt. Auflerdem schiitzen sie so den Korper vor Angriffen der
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eigenen Immunreaktion. Die Hauptaufgabe von cytotoxischen T-Zellen ist das Abtoten
von infizierten Zellen.

2.1.3 Antikorper
Struktur der Antikorper

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, (siehe Abbildung sind Y-formige Prote-
ine. Sie sind achsensymmetrische Heterotetramere und aus je zwei identischen leichten
und zwei identischen schweren Ketten zusammengesetzt. Die Ketten sind iiber Disul-
fidbriicken miteinander verbunden. Innerhalb der Ketten kénnen jeweils sogenannte Im-
munglobulindoménen differenziert werden. Die leichte Kette (engl. light chain) besteht
aus einer variablen und einer konstanten Doméne (V7 und C7), die schwere Kette (engl.
heavy chain) aus einer variablen und drei konstanten Doménen (Vg und Cgl, Cg2,
Cy3 ). Enzymatisch kann der Antikérper an der Gelenkregion in zwei Fab-Fragmente
(antigen-binding fragment) und das Fe-Fragment (crystallisable fragment) gespalten wer-
den.

%%
9y 5 6

@
’?69;00
2x Fab:
Antigenbindung
Gelenkregion Fc-Teil:
Effektorfunktion

Abbildung 2.1: Struktur eines Antikérpers

Funktionen der Antikorper

Uber diese beiden Fragmente werden die beiden wesentlichen Funktionen von Antikérpern
vermittelt. Im Fab-Fragment findet die Antigenbindung statt. In jeder variablen Kette
sind drei hypervariable Regionen lokalisiert. Zusammen bilden sie die Antigenbindestelle
(Paratop) aus. Uber sie findet die spezifische Wechselwirkung mit dem jeweiligen Anti-
gen statt. Der vom Antikorper erkannte Molekiilbereich wird Epitop genannt.

Der Fe-Teil mit den konstanten Ketten C'iy1 und Cy2 hingegen, vermittelt die sogenann-
ten Effektorfunktionen. Uber diese Bereiche kommt es zur Wechselwirkung mit anderen
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Teilen des Immunsystems. Die fiinf verschiedenen Antikérper-Isotypen IgM, IgD, IgA,
IgG und IgE unterscheiden sich in ihren Effektorfunktionen und ihrem Vorkommen im
Korper. Dies ermdéglicht eine effiziente Funktionsweise des Immunsystems.

Wirkung von AntikGrpern

Sezernierte Antikorper wirken auf verschiedene Weise: Sie neutralisieren Antigene. To-
xine konnen ihre Wirkung nicht mehr entfalten oder Erreger nicht mehr in Zellen ein-
dringen. Desweiteren opsonieren sie Erreger und markieren sie so fiir die Aufnahme
durch Frefizellen des angeborenen Immunsystems. Uber verschiedene Wechselwirkun-
gen konnen auflerdem andere Mechanismen und Zellen des angeborenen Immunsystems
aktiviert werden.

Antikorper in der Immundiagnostik

Die Bildung von spezifischen Antikoépern im Rahmen von Immunreaktionen wird zur
Beantwortung diagnostischer Fragestellungen herangezogen. Serologische Tests priifen
auf das Vorhandensein eines bestimmten Antikorpers im Blut des Patienten. Mit diesen
Tests konnen Infektionen nachgewiesen werden (Vaughn u.a., (1999, Haque u.a., |1993))
oder der Impfstatus iiberpriift werden. Auch erlauben sie die Diagnose von Autoimmun-
krankheiten (Balboni u. a., [2006), Allergien und Hypersensitivitidtserkrankungen (Garcia
Nunez u. a., [2012)).

Die dabei géingigen Nachweisverfahren sind der Enzym-linked-Immunosorbent-Assay
(ELISA) (van Zijderveld u.a. [1992) und der Immunoplot. Bei beiden Methoden wird
das Antigen auf einer festen Trageroberfliche immobilisiert. Beim ELISA erfolgt die
Immobilisierung in Kavitdten von Mikrotiterplatten aus Polystyrol. Beim Immunoplot
werden die Antigene auf einer Nitrocellulosemembran immobilisiert. Anschliefend wird
die Patientenprobe zugegeben. Falls spezifische Antikoper vorhanden sind, binden die-
se an das Antigen. Diese Wechselwirkung kann dann durch Zugabe eines markierten
Detektionsantikorpers sichtbar gemacht werden.

2.1.4 Zusammenspiel der verschiedenen Zellen des Immunsystems bei einer
spezifischen Immunabwehr

Die Zellen der spezifischen Immunantwort miissen erkennen, dass Erreger in den Korper
eingedrungen sind. Diese Aufgabe wird vor allem von den T-Zellen erfiillt. Fast alle
Korperzellen priasentieren den cytotoxischen T-Zellen kurze Peptidfragmente des zellin-
ternen Proteinrepertoirs oder der, durch Phagozytose aufgenommenen, Zellumgebung.
Die Prasentation erfolgt mit Hilfe von speziellen Molekiilen, den MHC-Molekiilen. MHC
steht fir major histocompatibility complex. Dieser Name deutet an, dass diese Molekiile
eine Rolle bei der Transplantatvertraglichkeit spielen.

Cytotoxische T-Zellen kontrollieren das interne Proteinexpressionsmuster von Zellen.
Dieses dndert sich beispielsweise, wenn die Zelle von einem Virus befallen wurde. Présen-
tiert eine Zelle intrazelluldre Antigene, wird sie von den cytotoxischen T-Zellen ab-



2 Theoretischer Teil

getotet. Extrazelluldre Antigene werden nur von bestimmten Zellen des Immunsystems
prasentiert, unter anderem auch von B-Zellen. Erkennen T-Helferzellen, dass eine B-
Zelle ein extrazelluldres Antigen aufgenommen hat, wird die B-Zelle aktiviert. Dann
produziert sie spezifische Antikorper, die eine effiziente Erregerabwehr ermoglichen.

2.1.5 Unterscheidung von kopereigenen und korperfremden Stoffen

Im Rahmen einer Immunantwort kommt es zu einem fein regulierten Zusammenspiel
der verschiedenen Zellen. Dabei muss sichergestellt werden, dass die Lymphozyten zwar
korperfremde Stoffe erkennen, aber nicht mit kérpereigenen Stoffen reagieren. Dies wird
an verschiedenen Stellen im Entwicklungsprozess der Lymphozyten kontrolliert.

Die Mechanismen, welche wahrend der Entwicklung von T- und B-Zellen im Thymus
oder im Knochenmark wirken, werden als zentrale Toleranz bezeichnet. Mechanismen,
die auf die reifen Zellen wirken, heiflen entsprechend periphere Toleranz. Bei der T-
Zellentwicklung im Thymus muss auf der einen Seite sicher gestellt werden, dass die
T-Zelle mit den MHC-Molekiilen der antigenprisentierenden Zellen wechselwirkt, auf
der anderen Seite diirfen kdrpereigene Strukturen nicht mit hoher Affinitit erkannt wer-
den. Nur Zellen, die diese beiden Kriterien erfiillen, verlassen den Thymus. Ahnliches
geschieht bei der Entwicklung der B-Zellen. Erkennen die B-Zellen am Ende des Ent-
wicklungsprozess korpereigene Antigene mit hoher Affinitét, tritt die Zelle in den pro-
grammierten Zelltod (Apoptose) ein.

Trotz der Kontrollmechanismen bei der Entstehung der Zellen, kommt es zur Bildung
autoreaktiver T- und B-Zellen. In der Peripherie miissen deshalb zur Aktivierung der
Zellen weitere, sogenannte Kostimmulationen erfolgen. Bei den T-Zellen spielen dabei
Signalstoffe, die von den Zellen des angeborenen Immunsystems freigesetzt werden, eine
wichtige Rolle. B-Zellen benétigen zwei Signale zur Aktivierung. Sie miissen das Antigen
iiber ihren B-Zellrezeptor erkennen und gleichzeitig T-Zellhilfe erhalten. Bei autoreakti-
ven Zellen fehlt die T-Zellhilfe. Durch diese Mechanismen soll sichergestellt werden, dass
korpereigene Strukturen nicht angegriffen werden. Dennoch kann es vorkommen, dass
diese Kontrollmechanismen versagen, dann kommt es zur Ausbildung von Autoimmun-
reaktionen (Schiitt und Broker), 2011)).

2.1.6 Autoimmunitat

Kennzeichnend fiir eine Autoimmunkrankheit sind Gewebsschéden, die durch eine adap-
tive Immunantwort gegen korpereigene Antigene ausgelost werden. Die Entstehung von
Autoimmunkrankheiten ist zum Teil noch Gegenstand aktueller Forschung. Nicht immer
sind die Ursachen ihrer Entstehung bekannt. Dennoch gibt es verschiedene Einflussfak-
toren, die ihre Ausbildung begiinstigen.

Bei vielen Autoimmunkrankheiten ldsst sich eine gewisse genetische Komponente fest-
stellen. Sie betrifft oft Gene, die fiir Proteine codieren, die in einem Toleranzmechanis-
mus eine Rolle spielen, wie zum Beispiel die Beseitigung und Présentation von Antige-
nen. Auch verschiedene MHC-Gene sind mit einer bestimmten Pradisposition an einer
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Autoimmunkrankheit zu erkranken, verkniipft. Autoimmunkrankheiten kénnen B- und
T-Zell basiert ausgelost werden:

Im Rahmen einer Infektion kann es zur Entstehung oder Aktivierung von kreuzreakti-
ven B-Zellen kommen. Menschliche Zellen tragen zum Teil Oberflichenstrukturen, die
denen von Erregern dhneln (molekulares Mimikry). Eine Reaktion gegen korpereigene
Strukturen kann nun entstehen, wenn sich geringfiigig selbstreaktive Lymphozyten in
der Umgebung einer Infektion befinden. Dort sind erhéhte Konzentrationen an costi-
mulierenden Molekiilen vorhanden, die nun auch die geringfiigig selbstreaktiven Zellen
aktivieren und so eine Autoimmunantwort auslésen kénnen.

Auch autoreaktive cytotoxische T-Zellen kénnen im Rahmen einer Immunantwort akti-
viert werden und korpereigene Zellen in den programmierten Zelltod schicken. Daneben
bewirken tiberschieBende Reaktionen von T-Helferzellen, dass Entziindungsreaktionen
gegen korpereigene Strukturen auslost werden. Die Reaktionen von Zellen des angebo-
renen Immunsystems fiihren dann zu Gewebsschiaden.

2.1.7 Zoliakie

Zoliakie ist eine Erkrankung des Diinndarms. Sie wird durch eine Immunantwort gegen
Gluten, dem Klebereiweifl aus Weizen, Roggen, Dinkel, Hafer und Gerste hervorgerufen.
Die Krankheit hat eine starke genetische Komponente. 95% aller Erkrankten sind Tréager
eines MHC-Allels mit der Bezeichnung HLA-DQ2 (Murphy u. a., 2009):

Bei der Verdauung von Gluten entstehen verschiedene Peptide, die dann in die Schleim-
haut aufgenommen werden. Dort werden die Peptide durch das Enzym Gewebstrans-
glutaminase (tTG) desaminiert und tragen nun negative Ladungen. Dadurch kénnen die
Peptide besonders gut an das HLA-DQ2 Molekiil binden. Im Folgenden werden anti-
genspezifische T-Helferzellen aktiviert und dann auch entsprechend Antikorper gebildet.
Zudem sezernieren die T-Helferzellen Interferon-gamma (IFN-v), einen Signalstoff des
Immunsystems. Durch dieses Zytokin werden Darmentziindungen hervorgerufen. Es sind
dann pathophysiologische Verdnderungen der Darmschleimhaut mit entsprechenden Fol-
gen fiir die Nahrungsaufnahme festzustellen.

Im Verlauf der Krankheit kommt es auch zur Bildung von Auto-Antikérpern gegen die
Gewebstransglutaminase. Deren Bildung erfolgt wahrscheinlich wie folgt: Das Enzym bil-
det Komplexe mit den Glutenpeptiden. B-Zellen, die das Enzym spezifisch erkennen, neh-
men diese Komplexe auf und prozessieren sie in ihrem Inneren. AnschlieSend préasentieren
sie den T-Zellen die Glutenpeptide. In einem positiven Riickkopplungsmechanismus ak-
tivieren nun die glutenreaktiven T-Zellen die B-Zellen, die fiir die Transglutaminase
spezifisch sind. Fiir diesen Mechanismus spricht auch, dass man keine reaktiven T-Zellen
gegen die Gewebstransglutaminase findet. Zu dem tragen die Auto-Antikérper gegen
das Enzym wahrscheinlich nicht zu den Gewebsschidden bei. Deshalb nimmt man auch
Abstand davon, Zoliakie als Autoimmunkrankheit zu bezeichnen. Dennoch werden se-
rologische Tests auf autoreaktive IgA- und IgG-Antikérper zur Diagnostik von Zoéliakie
eingesetzt. Diese Antikorper sind gegen die Gewebstransglutaminase sowie das Endomy-
sium, einem bestimmten Bindegewebe, gerichtet (Korponay-Szabo u.a., 2003, [Dieterich
u. a., [1998).
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2.2 Biomolekulare Wechselwirkungen

Biochemische Molekiile (DNA, RNA, Proteine) sind zu einer Vielzahl an spezifischen
Wechselwirkungen fahig. Die dabei auftretenden attraktiven Wechselwirkungen sind
nicht-kovalenter Natur. Sie kénnen durch hohe Salzkonzentrationen, extreme pH-Werte
oder auch Detergenzien wieder aufgebrochen werden (Murphy u. a., 2009). Zwischen An-
tikérper und Antigen wirken verschiedene Arten attraktiver Wechselwirkungskrafte. Man
unterscheidet dabei in elektrostatische Wechselwirkungen (Ion-Ton, Ion-Dipol), Van-der-
Waals-Wechselwirkungen (Dipol-Dipol, Dipol-induzierter Dipol und Dispersionswechsel-
wirkungen), Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen. Sie un-
terscheiden sich in ihren Ursachen, ihrer Abstandsabhéngigkeit und der Bindungsenergie
(Atkins und de Paulal,2013). Im Folgenden sollen die Ursachen der wirkenden Kréfte kurz
beschrieben werden. Die Bindungsenergien und die entsprechende Abstandsabhédngigkeit
sind in Tabelle 2.1] zusammengefasst.

e Elektrostatische Wechselwirkungen: Sie beruhen auf der gegenseitigen Wech-
selwirkung zweier entgegengesetzt geladenen Gruppen im Molekiil oder der Wech-
selwirkung einer geladenen Gruppe mit einem Dipol.

e Van-der-Waals-Krifte: Darunter werden alle anziehenden Wechselwirkungen
zwischen ungeladenen, geschlossenschaligen Molekiilen zusammengefasst. Im enge-
ren Sinne wird damit eine Wechselwirkung bezeichnet, deren Abstandsabhéngigkeit
inversproportional zu 7% ist. Sie beruht auf im Molekiil vorhandenen oder indu-
zierten Dipolmomenten. Diese haben ihre Ursache in der Polarisierbarkeit der Mo-
lekiile.

e Wasserstoffbriickenbindungen: Diese Wechselwirkungen treten nur auf, wenn
die beteiligten Molekiile eine bestimmte Struktur der Form A-H - B aufweisen.
A und B sind stark elektronegative Atome. Der an A gebundene Wasserstoff ist
partiell positiv geladen. B tragt zusétzlich ein freies Elektronenpaar. Typischer-
weise tritt diese Art von Wechselwirkung bei den Atomen O, N, B und CI auf.
Wasserstoftbriicken sind fiir die spezifische Bildung von DN A-Basenpaaren verant-
wortlich.

e Hydrophobe Wechselwirkungen: Unpolare Stoffe 16sen sich gering in polaren
Losungsmitteln. Man kann feststellen, dass dieser Vorgang endergonisch (AG > 0)
aber exotherm (AH < 0) verlauft: Um die hydrophoben Molekiile bildet sich ein
Kafig aus polaren Losungsmittelmolekiilen, beispielsweise Wasser. Dabei werden in
einem exothermen Prozess neue Wasserstoffbriickenbildungen gebildet. Entstehen
viele kleine Kéfige, nimmt die Entropie des Systems stark ab. Bilden sich jedoch
weniger und dafiir groflere Kéfige, kommt es zu einem Entropiegewinn des Systems.
Dieser Entropiegewinn fiihrt insgesamt zu einer spontanen Zusammenlagerung hy-
drophober Molekiile im polaren Losungsmittel.
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Tabelle 2.1: Abstandabhéngigkeiten und Energien verschiedener intermolekularer Wech-
selwirkungen (nach |Atkins und de Paulaj [2013]).

Wechselwirkung | Abstandsab- Energie Anmerkung
hiingigkeit der | [kJmol™!]
potenziellen
Energie
Ton-Ton ox 1t 250 zwischen Ionen
Ton-Dipol x 1?2 15
Dipol-Dipol x 173 2 zwischen ruhenden
polaren Molekiilen
xr 6 0.6 zwischen rotierenden
polaren Molekiilen
Dispersion x 16 2 zwischen allen Arten
von Molekiilen
Wasserstoff- o 16 20 nur bei Strukturen der
briickenbindung Art A-H .. B
hydrophobe keine
Wechselwirkung

Der Beitrag der einzelnen Kréfte zur jeweiligen spezifischen biomolekularen Wechselwir-
kung ist unterschiedlich. Bei der Wechselwirkung zwischen einem Antikérper und einem
Antigen ist es wichtig, dass die beiden jeweiligen Wechselwirkungsplétze chemisch und
rdumlich komplementér sind.

Vergleicht man die Aminosdurezusammensetzung von Antikérpern im Bereich der Bin-
dungstasche mit anderen Sequenzabschnitten, sind zwei Auffilligkeiten zu bemerken, die
fiir die Spezifitdt der Wechselwirkung verantwortlich sein kénnen. Im Bereich der Bin-
dungstaschen besitzen Antikérper oft eine iiberdurchschnittliche Anzahl an aromatischen
Aminosdureresten. Diese sind an van-der-Waals Wechselwirkungen, hydrophoben Wech-
selwirkungen und im Fall von Tyrosin auch an Wasserstoffbriicken beteiligt. Aber auch
geladene Aminosdurereste, die {iber elektrostatische Wechselwirkungen einen wesentli-
chen Beitrag zur Spezifitit und zur Bindungsenergie zwischen den Bindungspartnern
leisten, sind im Bereich der Bindungstasche tiberreprasentiert (Murphy u. a., 2009).

2.3 Biomolekulare Interaktionsanalyse

Die Wechselwirkung eines Liganden mit einem Rezeptor lisst sich durch folgende Reak-
tionsgleichung beschreiben:

kq
R+ L+ RL (2.1)

kq

Die Geschwindigkeit der Anbindung des Rezeptors an seinen Liganden wird mittels der

11
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Assoziationsratenkonstante k, ausgedriickt. Die Zerfallsgeschwindigkeit des Rezeptor-
Ligand-Komplexes RL wird mit der Dissoziationsratenkonstante k; beschrieben. Wie
aus Gleichung ersichtlich, handelt es sich bei der Assoziation des Rezeptor-Ligand-
Komplexes um eine bimolekulare Reaktion, der Zerfall des Komplexes verlduft jedoch
nach einem monomolekularem Mechanismus.

Die Stabilitdt des Komplexes ist iiber die Affinitdtskonstante K, s gegeben. Sie lédsst sich
iiber die Gleichgewichtskonstante des Massenwirkungsgesetzes bestimmen und kann tiber
den Quotienten der Gleichgewichtskonzentrationen des Rezeptor-Ligand-Komplexes ([RL])
und der Gleichgewichtskonzentrationen von freiem Rezeptor und Ligand ([R] und [L])
berechnet werden. Alternativ kann sie auch iiber das Verhéltnis der beiden Ratenkon-
stanten k, und kg ermittelt werden. Die Zusammenhénge sind in Gleichung gege-
ben.

RL] ks

R« L] ka (2:2)

Kafr =
Im biochemischen Bereich wird neben der Affinitatskonstante auch oft die Dissoziations-
konstante K455 angegeben. Diese entspricht dem Wert der reziproken Affinitdtskonstante.

Mittels Biosensoren ist es moglich, biomolekulare Wechselwirkungen zu charakterisie-
ren. Dabei ist einer der Bindungspartner an der Sensoroberfliche immobilisiert (Ligand)
wéahrend der zweite Bindungspartner in Losung iiber die Sensoroberfliche gegeben wird
(Rezeptor). Da beide Bindungspartner in unterschiedlichen Phasen vorliegen, handelt
es sich um eine heterogene Reaktion. Durch die Anbindung des Rezeptors an die Sen-
soroberflache bildet sich ein Konzentrationsgradient aus. Dabei verarmt die Lésung an
Rezeptormolekiile zur Sensoroberfliche hin. Die Konzentration der Rezeptormolekiile
in der sogenannten Diffusionsschicht wird durch den Massentransport bestimmt, der
durch die jeweilige Diffusionsratenkonstante kg; ¢ charakterisiert ist. Arbeitet man un-
ter Bedingungen des Rezeptoriiberschusses oder im Fluss, bleibt die Konzentration des
Rezeptors in einer gewissen Entfernung zur Oberfliche jedoch unbeeinflusst. Dieser Teil
der Losung mit konstanter Rezeptorkonzentration wird als bulk bezeichnet.
Entsprechend sind bei Affinitatsreaktionen in heterogener Phase zwei Faktoren zu bertick-
sichtigen, die die Geschwindigkeit der Reaktion beeinflussen: Die Kinetik der Wechsel-
wirkung zwischen Ligand und Rezeptor an der Sensoroberfliche und der Massentrans-
port des Rezeptors an die Oberfliche (Glaser, 1993)). Der langsamste Schritt ist dann
letztendlich geschwindigkeitsbestimmend. Die beiden Prozesse sind in Abbildung
veranschaulicht.

2.3.1 Kinetisch kontrollierte Reaktion

Um Aussagen iiber die Kinetik der Reaktion machen zu kénnen, werden die experimen-
tellen Bedingungen so gewihlt, dass der Massentransport an die Oberfléche viel schneller
ist, als die Komplexbildung an der Oberflache.
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bulk
Kaiff lMassentransport

e ks
Diffusions- ‘ . o
schicht Pt R+L — RL Kinetik
kd N
Grenzflache , “ A g
Transducer

Abbildung 2.2: Bindungsreaktionen in heterogener Phase

Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante

Die Geschwindigkeitsgleichung fiir die Bildung des Rezeptor-Ligandkomplexes an der
Oberfldche ergibt unter Annahme einer Sorption geméfl der Langmuir-Isotherme Glei-
chung (2.3) (O’Shannessyl, |1994, Piehler, 1997):

ABLor) — e [R] # [Lug] — hal R (23

= ku# [Rou] * ([RLog oc] — [RLog]) — kalRLoy] (2.4)

Wobei [RL,s| die Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes an der Oberfliche ist,
[RLofo0) die maximal mogliche Konzentration des Komplexes. Diese, auch Maximal-
beladung genannte Konzentration, wird bei einer quasi unendlich hohen Rezeptorkon-
zentration im bulk erreicht. [Ry,] ist die Rezeptorkonzentration im bulk und [L,¢] die
Ligandkonzentration an der Oberfliche. Wird im Fluss gearbeitet, kann die Rezeptor-
konzentration im bulk als konstant angenommen werden, da immer neues Material nach-
geliefert wird.

Mit obiger Annahme ergibt Gleichung (2.3) integriert und umgeformt eine Kinetik
pseudo-erster Ordnung fiir die Bildung des Komplexes (O’Shannessy u. a., [1993):

[RLof)(t) = [RLogggu] (1) (25)

Wobei [RLoj gg0] die Gleichgewichtskonzentration des Komplexes darstellt. Sie wird nach
unendlich langer Reaktionszeit erreicht, wenn sich das Gleichgewicht zwischen Losung
und Oberflache eingestellt hat. Fiir sie gilt:

Kafg* [Ryu)
1+ Kaff * [Rbu]

[RLof,ggw] = [RLof,oo] * (2.6)

13
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ks stellt die sogenannte scheinbare Ratenkonstante dar. Sie wird durch folgende Glei-
chung beschrieben:

ks = kg * [Rbu] + kq (2.7)

ks beschreibt die Kriimmung der Bindungskurve. Je grofier kg, desto stirker ist die
Kriimmung, desto schneller wird die Gleichgewichtsbeladung erreicht. Wie aus Glei-
chung ersichtlich, ergibt sich ks aus dem Zusammenspiel von k, und k4. In der
Assoziationsphase kommt es somit zu einer Uberlagerung von Assoziation und Dissozia-
tion des Rezeptors. Allein die Kriimmung der Bindungskurve in der Assoziationsphase
enthilt keine Aussage iiber die Assoziationsratenkonstante. Erst durch die Bestimmung
der Konzentrationsabhingigkeit kann der Anteil von Assoziations- und Dissoziationsra-
tenkonstante ermittelt werden.

Die Dissoziationsratenkonstante allein, kann jedoch in der Dissoziationsphase bestimmt
werden. Der Zerfall des Rezeptor-Ligand-Komplexes entspricht einer Kinetik erster Ord-
nung. Das Konzentrations-Zeit Gesetz folgt Gleichung ([2.8]).

[RLof|(t) = [REy0] * ek (t —to) (2.8)

Hierbei ist RL,s die Konzentration des Rezeptor-Ligand-Komplexes an der Oberfliche
zum Zeitpunkt t und RL,; die Konzentration des Komplexes zum Startzeitpunkt. kg
ist unabhéngig von der Rezeptor-Ligand-Konzentration auf der Oberflache. Thr Wert
lasst sich experimentell gut {iber die Anpassung der unten genannten Gleichung an die
Dissoziationsphase bestimmen.

Einflussfaktoren kinetischer Messungen

Werden kinetische Messungen unter dem Einfluss von Massentransport durchgefiihrt,
kann man ein Abflachen der Bindungskurve in der Assoziationsphase beobachten. Die
Krimmung der Bindungskurve wird geringer. Deshalb muss beim experimentellen De-
sign kinetischer Messungen der Einfluss des Massentransports genau untersucht und mi-
nimiert werden, um relevante kinetische Daten zu erhalten. Nach Myszka et al. kénnen
drei verschiedene Faktoren ausgemacht werden, iiber die der Einfluss des Massentrans-
ports an die Oberflache minimiert werden kann (Myszka u. a., |1997):

e Rezeptorkonzentration im bulk: Durch eine hohe Rezeptorkonzentration im
bulk wird ein steiler Konzentrationsgradient und damit ein grofler Massenfluss an
die Oberflache erreicht.

e Ligandkonzentration an der Oberfliche: Durch eine niedrige Ligandkonzen-

tration wird der Uberschuss an freiem Rezeptor aufrechterhalten und die Verar-
mung der Lésung an Rezeptor gering gehalten.

14



2.3 Biomolekulare Interaktionsanalyse

e Hohe der Diffusionsschicht: Gleichung (2.9) beschreibt die Einflussfaktoren auf
die Dicke der Schicht (Christensen, [1997)):

Dh2bl
hdiff = A (2.9)

Wobei hg;ry die Hohe der Diffusionsschicht, D der Diffusionskoeffizient, h, b, und
1 die Hohe, Breite und Lange des Flulkanals sind. F ist die Fliegeschwindigkeit
parallel zur Sensoroberflache.

Damit zeigt sich, dass die Dimensionen der Flusszelle wesentlichen Einfluss auf die
Hohe der Diffusionsschicht haben. Aufgrund der quadratischen Abhéngigkeit ist
insbesondere eine niedrige Hohe des Fluflkanals zu bevorzugen. Ebenso kann die
Dicke der Diffusionsschicht iiber eine moglichst hohe FlieBgeschwindigkeit mini-
miert werden.

2.3.2 Diffusionskontrollierte Reaktion

Unter diffusionskontrollierten Bedingungen kann die Wechselwirkung von Rezeptor und
Ligand an der Oberflache nicht charakterisiert werden. Diese Messbedingungen ermogli-
chen aber, die Bestimmung der Affinitdt in homogener Phase. Wird der Rezeptor in
homogener Losung mit Ligand versetzt, wechselwirken beide Partner. Es stellt sich ein
Gleichgewicht geméfi dem Massenwirkungsgesetz (Gleichung (2.2)) von freiem Rezeptor
und Ligand sowie dem Komplex ein. Wird diese Losung nun {iber die Sensoroberflache
mit immobilisiertem Liganden gegeben, bindet der freie Rezeptor an den immobilisierte
Liganden. Desweiteren kann es zu Austauschreaktionen von geléstem und immobilisier-
tem Ligand kommen. Die Prozesse sind in Abbildung veranschaulicht.

Unter diffusionskontrollierten Bedingungen kann aufgrund der nachfolgenden Uberle-
gungen die Affinitdtskonstante der Wechselwirkung in Lésung bestimmt werden. Fiir
Messungen, die unter Konvektion oder im Durchfluss stattfinden, wird der Massentrans-
port vom bulk iber die Diffusionsschicht an die Oberfliche durch das erste Ficksche
Gesetz (Gleichung ([2.10]) beschrieben.

Oc
J=-D— 2.10
. (2.10)
Wobei J den Massentransport darstellt. D ist der fiir den Rezeptor spezifische Diffusi-

onskoeffizient. % entspricht dem Konzentrationsgradient.

Damit lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Komplexbildungsgeschwindigkeit an
der Oberfliche und der Rezeptorkonzentration in freier Losung (Kumpf, 2005, |Glaser,
1993) aufstellen.

d[Ros] _ d[RLos] _ )[Rl

2.11
dt dt hdiff ( )
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Abbildung 2.3: Bindungsreaktionen in homogener Phase

Wird nun eine konstante Konzentration an Rezeptor in Losung mit verschiedenen Li-
gandkonzentrationen titriert, stellt sich abhéngig der eingesetzten Ligandkonzentration,
ein Gleichgewicht zwischen freiem Ligand und Rezeptor sowie dem Komplex ein. Dieses
Gleichgewicht ist abhéngig von der Affinitét zwischen Rezeptor und Ligand. Die Gleich-
gewichtskonzentrationen in Lésung und damit die Affinitdtskonstante konnen indirekt
bestimmt werden , . Dazu wird die Anbindung des freien Rezeptors an
die Sensoroberfliche gemessen und die Proportionalitéit in Gleichung ausgeniitzt.
Die Affinitdtskonstante berechnet sich dann mit den Gleichgewichtskonzentrationen der
Reaktanten im bulk. Der Ansatz fiir das Massenwirkungsgesetz lautet hierfiir wie folgt:

[R Ly
([Rpu,0] — [RLpu]) * ([Lou,0] — [RLpu])

Darin wird die Komplexkonzentration im bulk mit RLy,, die eingesetzte Rezeptorkon-
zentration mit Ry, o und die eingesetzte Ligandkonzentration mit Ly, o bezeichnet. Diese
Gleichung kann mit Hilfe der Mitternachtsformel gelost werden. Fiir die Komplexkon-
zentration im bulk ergibt sich dann:

Kapp = (2.12)

(RLy [Ryuol + [Louol + 77 ([Rbu,o]+[Lbu,o]+ .
bul = -

2
Kayy
- Ru Lu
5 5 ) [Rbu,0] [ Lbu,0]

(2.13)
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Mit
[Rou] = [Rpu0] — [RLpu] (2.14)
folgt aus Gleichung ([2.13)) die Konzentration an bindungsfdhigem Rezeptor im bulk:

[Rbu] =

[Rbu,O] - [Lbu,O] - ﬁff ([Rbu,()] + [Lbu,()] + ﬁff
+ 2
2

2
) — [Rou,0l[Lbuo] (2.15)

Aus Gleichung ist ersichtlich, dass die Konzentration des freien Rezeptors im
bulk nur von den eingesetzten Konzentrationen an Ligand und Rezeptor, sowie der Af-
finitdtskonstante abhéngt. Dieser Zusammenhang ermoglicht, bei bekannten Rezeptor-
und Ligandkonzentrationen, die Affinitdtskonstante eines Interaktionspaares zu bestim-
men. Bei bekannter Affinitdtskonstante und bekannter Konzentration eines der Bin-
dungspartner kann iiber eine Kalibrierkurve die Konzentration des Interaktionspartners
angegeben werden.

Dabei ist allerding die Einschrankung zu treffen, dass Gleichung nur flir monova-
lente Rezeptoren wie zum Beispiel Fab-Fragmente verwendet werden darf. Fiir bivalente
Rezeptoren wie Antikérper muss der Ansatz verdndert werden, da der Rezeptor nach
der Bindung mit einer Bindungsstelle nochmals mit einer zweiten binden kann. Eine
ausfiihrliche Beschreibung des mathematischen Ansatzes findet sich bei Kumpf oder
Stevens (Kumpf, 2005, [Stevens, [1987).

2.4 Optische Grundlagen

In dieser Arbeit kam ein optisches, markierungsfrei arbeitendes Biosensorsystem zum
Einsatz. Optische Biosensoren nutzen die Wechselwirkung von Licht mit Materie zur
Detektion von biomolekularen Wechselwirkungen. Die Grundlagen zur optischen Detek-
tion sollen im Folgenden erlautert werden (Zinth und Zinth} 2009)).

2.4.1 Wechselwirkungen von Licht mit Materie

Elektromagnetische Wellen sind zeitlich verénderliche, miteinander gekoppelte elektri-
sche und magnetische Felder, die sich im Vakuum mit Lichtgeschwindigkeit ausbreiten.
Trifft die elektromagnetische Welle auf ein Medium, kommt es zu frequenzabhéngigen
Wechselwirkungen mit der Materie. Dabei kénnen verschiedene Effekte wie Absorpti-
on, Transmission, Reflexion und Streuung auftreten. Im optischen Bereich, in nichtma-
gnetischen Medien, wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit von der relativen Dielektri-
zitdtskonstante € bestimmt. € ist eine materialspezifische und frequenzabhéngige Grofie.
Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der elektromagnetischen Welle im Medium ist um den
Faktor % geringer ist als im Vakuum. Dariiber lasst sich der Brechungsindex n eines
Mediums beschreiben:

n=+/e (2.16)
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2.4.2 Elektromagnetischen Wellen an Grenzflachen

Wenn elektromagnetische Wellen von einem Medium in ein anderes Medium mit unter-
schiedlichen dielektrischen Eigenschaften tibergehen, dann kommt es, wird die Absoption
vernachléssigt, zu Reflexion und Transmission. Dabei &ndert sich nicht nur die Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit, sondern auch der Ausbreitungswinkel. Elektromagnetische Wellen
werden an der Grenzfléche reflektiert oder gebrochen (Abbildung [2.4).

a | Oo
NN
N1
na

N

p

Abbildung 2.4: Reflexion und Transmission von Licht an einer Grenzfliche zwischen ei-
nem optisch diinneren Medium mit n; und einem optisch dichteren Me-
dium mit ny

Die entsprechenden Winkel ergeben sich aus folgenden Uberlegungen: Aufgrund der Ste-
tigkeit der Tangentialkomponente des E-Feldes miissen die Frequenzen von eingestrahl-
tem, reflektiertem und transmittiertem Licht gleich sein. Desweiteren ergibt sich, dass
die Wellenvektoren in einer Ebene liegen miissen.

Fiir den reflektierten Teilstrahl ergibt sich hieraus das Reflexionsgesetz:

Einfallswinkel a = Ausfallswinkel ao (2.17)
Fiir den transmittierten Teilstrahl gilt das Brechungsgesetz:
nisina = nasinf3 (2.18)

wenn ng > ny wird der Wellenvektor zum Lot hin gebrochen. Wenn no < n; gilt, wird
er vom Lot weggebrochen.

Neben den Winkeln der Wellenvektoren interessieren auch die Amplituden der trans-
mittierten oder reflektierten Felder. Die reflektierten bzw. transmittierten Intensititen
werden iiber den Reflexions- bzw. Transmissionsgrad R und T ausgedriickt. Es gilt:

1=R+T (2.19)
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2.4 Optische Grundlagen
Dabei gilt:

Az 17' *
Wobei ﬁ—z das Amplitudenverhéltnis zwischen reflektierter und eingestrahlter Welle dar-

stellt, sowie r den Reflexionskoeffizient und r* den konjugiert komplexen Wert.

Zur Berechnung der Reflexionskoeffizienten unter einem beliebigen Einfallswinkel miissen
die elektrischen und magnetischen Felder in ihre Komponenten senkrecht (1) und par-
allel (]|) zur Einfallsebene aufgespalten werden. Unter Verwendung der Stetigkeitsbe-
dingungen und des Reflexionsgesetzes sowie des Brechungsgesetzes ergeben sich nach
Umformung folgende Zusammenhénge:

E,.  nijcosa —ngcosf

= = 2.21
" E.1  nicosa+ nocosp ( )
E _
"y = Er_ nacosa nicosf3 (2.22)
Ey nacosa + nicosf

Fiir die Transmissionkoeffizienten findet man entsprechend folgende Zusammenhéange:

Ey 2njcosa

t = = 2.23
L E..  nicosa+ nocosf ( )
E 2
f = = = m1cos s (2.24)
E.  nacosa+ nicosp

2.4.3 Reflexion an diinnen Schichten

An diinnen, dielektrischen Schichten, deren Schichtdicke kleiner als die Kohérenzldnge
des eingestrahlten Lichtes ist, konnen Interferenzerscheinungen beobachtet werden. Aus
dem Alltag sind diese Phéinomene von schillernden Seifenblasen oder Olfilmen bekannt.
Der Effekt beruht auf Interferenzen von Teilstrahlen, die an Vorder- und Riickseite der
diinnen Schicht reflektiert werden. Notwendige Vorrausetzungen fiir solche Interferenzen
sind (Anders, (1967, |Zinth und Zinth) 2009):

e Kohérenz des reflektierten Lichtes
e Paralleler Strahlengang
e Ideal transparente Schichten

Die Verhéltnisse bei der Reflexion an diinnen Schichten sollen im Folgenden erldutert
werden und sind in Abbildung gezeigt (Anders, [1967):

Gegeben sei ein System aus drei parallelen Schichten mit den Brechungsindices ng, ni
und ng. Die mittlere Schicht dieses Dreischichtsystems sei eine diinne Schicht und be-
sitze eine Dicke von d;. Dann gibt es zwei Grenzflichen, an denen Licht reflektiert oder
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Abbildung 2.5: Mehrfachreflexion an diinnen Schichten

transmittiert werden kann. Es soll der Fall des senkrechten Lichteinfalls betrachtet wer-
den. Am Punkt A wird von der Welle mit der Amplitude A der Bruchteil r; = 2021

reflektiert. Die Amplitude des transmittierten Teilstrahls betrigt a; = /1 — r?. An der

zweiten Grenzfliche (Punkt B) wiederum betrégt der reflektierte Anteil rp = 12 und

ein Teilstrahl mit der Amplitude ag = r94/1 — 7"% wird zuriick an die erste Grenzflache re-
flektiert. Die dort in C reflektierte Welle besitzt eine Amplitude von —ryrgy/1 — 72 xelA1

Die Amplitude der transmittierte Welle wird um den Faktor /1 — r? reduziert, so dass

sich eine Amplitude von ag = 72(1 —7r%) ergibt. Die in C austretende Welle hat die diinne
Schicht mit der optischen Schichtdicke nidy zweimal durchquert. Dadurch ergibt sich im
Vergleich zur eingestrahlten Welle A einen Gangunterschied von:

4
Al = Tﬂ-nldl (2.25)

Werden die Amplituden und Phasen der beiden Wellen addiert ergibt sich:

1+ (1 —ri)e A (2.26)
Die in C zuriick reflektierte Welle wird in D ein drittes Mal reflektiert. Damit betragt
die Amplitude des Teilstrahls in E: aq = r2r3,/1 — r.

In E wird dann eine Welle mit der Amplitude as = —r173(1 — r?) emittiert. Diese Welle
hat im Vergleich zur ersten eine Wegdifferenz von 4n;d; zuriickgelegt. Fiir beliebig viele
Reflexionen ergibt sich fiir die resultierende Welle aus der Interferenz der Teilstrahlen
folgende Summe der Amplituden und Phasen:

re’ =1y +ro(l — r%)e_ml —ry (1 — r%)e_iQAl +rxri(l — r%)e_BAlj:“‘ (2.27)
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2.4 Optische Grundlagen

Mittels einer geometrischen Reihenentwicklung kann die Formel ([2.27) umgeschrieben
werden in: L
r1 4 roe i x M

Y
1+ rirpetxmdt

Geméf Gleichung (2.20) muss Gleichung (2.28)) mit ihrem konjugiert komplexen Wert
multipliziert werden, um die messbare Grofie R zu erhalten:

reje = (2.28)

72 4+ 12 + 2r1rocosAg

= 2.29
1+ r%r;%lrgcosAl ( )

Bei geringen Reflektivitdten strebt der Nenner dem Wert eins zu. Werden zudem Mess-
bedingungen unter senkrechtem Lichteinfall gewéhlt und sind keine Phasenspriinge bei
der Reflexion zu erwarten, da die Brechungsindexdnderung monoton verlauft, ergibt sich
unter diesen Bedingungen eine periodische, wellenldangenabhingige Modulation der Re-
flektivitat an einer diinnen Schicht. Gleichung vereinfacht sich zu (Brecht, [1993):

R =13 + 75 + 2r1racos (2.30)

Durch die Verwendung von Weifllicht entsteht ein Interferenzspektrum mit wellenléngen-

abhéngigen, alternierenden Minima und Maxima. Die Lage dieser Extremwerte héngt

von der Schichtdicke der jeweiligen diinnen Schicht ab.

Aus Gleichung ergibt sich die Lage der Extremwerte, so dass die Phasenverschie-

bung ein ganzzahliges Vielfaches von A sein muss. Damit folgt fiir die Lage der Maxima:
2nd

= =123} (2.31)

Wéhrend die Minima bei

2nd
% ={0.5,1.5,2.5,...} (2:32)

zu finden sind.

2.4.4 Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Die Interferenz an diinnen Schichten wie in Kapitel 2.4.3] beschrieben, kann zur Detek-
tion von molekularen Wechselwirkungen verwendet werden. Neben Antikorper-Antigen
oder DNA-DNA-Wechselwirkungen kann auch das Quellen eines Polymers unter Analyt-
einwirkung verfolgt werden (Brecht u.a., (1992). Eine erste Beschreibung der Methode
findet sich bei Gauglitz und Nahm (Gauglitz und Nahm, 1991). Im Folgenden sei kurz
das Messprinzip erldutert. Dies ist auch in Abbildung [2.6] dargestellt.

Grundlage der Detektion ist ein Transducer aus einem transparenten Material (Glas oder
Kunststoff). Zur Signalverstirkung kénnen, wie in Kapitel beschrieben, verschiede-
ne Schichtsysteme aufgebracht sein. Auf diesen Transducer wird als letzte Schicht eine
spezifische Erkennungsstruktur, z.B. Antikoérper aufgebracht. Diese letzte Schicht wird
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Abbildung 2.6: Messprinzip der RIfS: links: Aufbau des Transducers und entsprechende
Reflexionen des eingestrahlten Lichtes, Mitte: Verschiebung des Interfe-
renzspektrums bei sich &ndernder optischer Schichtdicke der sensitiven
Schicht, rechts: zeitaufgeloste Bindungskurve

als sensitive Schicht bezeichnet, da hier die Erkennung des Analyten stattfindet.

Wird nun mit einer Weillichtquelle in dieses Schichtsystem eingestrahlt, kommt es zur
Reflexion und Interferenz an den verschiedenen Schichten. Die wellenlingenabhéngige
Intensitédt wird mittels eines Spektrometers detektiert und aufgezeichnet.

Die Gleichungen (2.32) und (2.31)) beschreiben die Abhéngigkeit der Lage der Extrem-
werte des Interferenzspektrums in Abhéngigkeit des Produkts aus Brechungsindex und
physikalischer Schichtdicke. Dieses Produkt wird als optische Schichtdicke bezeichnet.
Die Anlagerung eines Bindungspartners an die sensitive Schicht des Sensors oder das
Quellen eines Polymers verandert sowohl den Brechungsindex, als auch die physikalische
Schichtdicke der sensitiven Schicht. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des Inter-
ferenzmusters.

Wird diese Verschiebung tiber die Zeit verfolgt, kann aus der zeitlichen Lagednderung des
ausgewéahlten Punkts des Interferenzspektrums, z.B. eines Minimums, eine zeitaufgeloste
Bindungskurve erhalten werden. Eine detaillierte Beschreibung der Auswertestrategie
findet sich bei Kraus (Kraus und Gauglitz, 1992} |Kraus und Gauglitz, [1994)). Aus die-
ser Bindungskurve koénnen bei entsprechenden gewéhlten experimentellen Bedingungen
kinetische und thermodynamische Daten ermittelt werden.

2.4.5 Weiterentwicklungen der Reflektometrische Interferenzspektroskopie

Der apparative Aufbau des spektral auszuwertenden RIfS-System ist relativ aufwendig
und erlaubt zudem nur die Untersuchung jeweils einer molekularen Wechselwirkung.
Deshalb gab es verschiedene Ansétze zur Miniaturisierung und zur Parallelisierung des
Messaufbaus. Die Miniaturisierung ist interessant fiir Fragestellungen z.B. im Bereich der
patientennahen Diagnostik, der Umweltanalytik, oder der Prozesstechnik. Dort werden
kleine portable Geréte fiir den Vor-Ort-Einsatz bendtigt, um die Zeit zwischen Proben-
nahme und Ergebnis moglichst gering zu halten.
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Parallelisierte Aufbauten werden verwendet, wenn eine groffe Anzahl an Proben un-
tersucht werden soll oder mehr als ein moglicher Interaktionspartner zur Verfiigung
steht. Dies ist interessant fiir Fragestellungen in der pharmazeutisch-medizinischen For-
schung z.B. beim Wirkstoffscreening, aber auch fiir Anwendung in der biochemisch-
molekularbiologischen Grundlagenforschung.

Fiir beide Anwendungsgebiete der RIfS wurden Losungsstrategien entwickelt. Ihnen allen
ist gemeinsam, dass statt des kompletten Spektrums nur wenige oder sogar nur eine
Wellenlédnge zur Auswertung herangezogen werden.

Reichl et. al (Reichl u.a., 2000) entwickelten einen vereinfachten Aufbau, in dem das
Interferenzspektrum mittels vier ausgewéhlten Wellenlédngen abgebildet wird. Als Licht-
quellen werden dabei LEDs und als Detektor eine Photodiode verwendet. Eine weitere
Miniaturisierung erfolgte unter der Verwendung von p-i-i-n Photodioden aus amorphem
Silicium (Sdmann u.a., 2010). Sie werden direkt auf die Riickseite des RIfS-Substrats
aufgebracht und in die Elektronik integriert. Somit kénnen sehr kleine Sensorsysteme
realisiert werden.

Auch im Bereich der Parallelisierung wurde die Reflektometrische Interferenzspektro-
skopie weiter entwickelt. Diese erlaubt eine parallelisierte Detektion von molekularen
Wechselwirkungen im Mikrotiterplattenformat. Bei diesem System wurden mit Hilfe
eines Filterrades sechs verschiedene Wellenlédngen sequentiell durchgestimmt und die
reflektierten Intensitdten mittels einer CCD-Kamera detektiert. Die Verwendung einer
Kamera erlaubte die ortsgenaue Auswertung einer Fldche. Dieses System wurde unter
Anderem zur pharmakologischen Wirkstoffsuche und zum Epitopmapping eines anti-
Transglutaminaseantikorpers eingesetzt (Rothmund, 1999, Kroger u.a., 2002)). Im Ge-
gensatz zu den anderen entwickelten Systemen misst dieses System, bedingt durch die
Verwendung einer Mikrotiterplatte, nicht im Durchfluss, sondern im stopped flow.

1)-RIfS

Ein weiterer Entwicklungsschritt ist die Verwendung von nur einer Wellenlénge zur De-
tektion. Dies ist moglich, da sich die Reflektivitat fiir eine Wellenldnge gemafl Glei-
chung mit verdnderlicher optischer Schichtdicke &ndert. Die Auswertung erfolgt
nun nicht mehr iiber die Verschiebung eines Extrempunktes im Interferenzspektrum,
stattdessen wird die Intensitdtsdnderung bei einer Wellenléinge verfolgt und daraus die
Bindungskurve ermittelt. Dieses Verfahren wurde erfolgreich im Bereich miniaturisier-
ter Sensorsysteme angewendet (Ewald u.a., [2013) und konnte auch fiir parallelisierte
Messungen als imaging Reflectometric Interferernce Spectroscopy (iRIfS) etabliert wer-
den (Proll, 2010). Da bei den 1A-Systemen nicht mehr der gesamte Spektralbereich zur
Analyse zur Verfligung steht, miissen die untersuchten Systeme gut charakterisiert sein.
Im Falle der 1A-Auswertung miissen das Transducer-Schichtsystem, die zur Beleuchtung
verwendete Wellenldnge und die zu erwartende Schichtdickendnderung gut aufeinander
abgestimmt sein, um eine lineare Abhéngigkeit des Signals von der Verdnderung der
optischen Schichtdicke zu erlangen (Markovic, 2008).

23






3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Reagenz Typenbezeichnung Hersteller
AMD50 Aminodextran, Innovent e. V., Jena,
100K Dalton, 50%
AMDI10 Aminodextran, Innovent e. V., Jena,
100K Dalton, 10%
PEG Diaminopolyethylenglykol Rapp Polymere, Tiibingen
2000 Da
H,S0, Schwefelsaure, 96% Sigma-Aldrich, Taufkirchen
H,0, Wasserstoffperoxid, 30 % Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GOPTS 3-Glycidyloxypropyl- Sigma-Aldrich, Taufkirchen
trimethoxysilan
DIC Diisopropylcarbodiimid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
NHS N-Hydroxysuccinimid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)- Sigma-Aldrich, Taufkirchen
1,1,3,3-Tetramethyluronium
tetrafluoroborat
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Aceton Aceton, getrocknet, Merck, Darmstadt
max. 0,01 % Wasser
DCM Dichlormethan Merck, Darmstadt
DMF Dimethylformamid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DMSO Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biotin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
HCl Salzsdure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
K,HPO, Dikaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MES 2-Morpholinoethansulfonsédure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
NaOH Natriumhydroxid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Reagenz Typenbezeichnung Hersteller

NaCl Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe

Tween®20: Polyoxyethylen-20- Sigma, Taufkirchen
sorbitanmonolaurat

CHAPS 3-((3-Cholamidopropyl) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
dimethylammonio)-
1-propansulfonat

NaCholat Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Triton® X-100

OVA

BSA
Streptavidin
a-TG

a-Testosteron

Testosteronoxim

a-FLAG®
Labelingkit

4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)
phenyl-polyethylene glycol
Ovalbumin (Hithnereialbumin)
Bovines Serumalbumin
Streptavidin
anti-Transglutaminase2
Antikoérper (Klon: CUB 7402)
anti-Testosteron (3-CMO-BSA)
Antikérper (Klon: BM2076)
Testosteron-3-
(O-carboxymethyl)oxim

anti-FLAG® Antikérper (Klon: M2)

FluoroLink Cyb
Reactive Dye 5-pack

Sigma, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Abcam, Cambridge, UK

Acris Antibodies, Herford
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GE Healthcare

Peptidsequenzen
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Peptid Sequenz

Peptid 5 YPEGSSEEREAFTRA
Peptid 6 PEGSSEEREAFTRAN
Peptid 7 EGSSEEREAFTRANH
Peptid 8 GSSEEREAFTRANHL

Peptid 10 SEEREAFTRANHLNK




Losungen

3.1 Material

Losung Herstellung
2.4 g Khy,PO,
10x Phosphatpuffer (PBS) 80 g NaCl
2 g KCI

mit Reinstwasser auf 1 L

1x Phosphatpuffer

100 ml 10x Phosphatpuffer
mit Reinstwasser auf 1 L
pH mit KOH auf pH7.4

Regenerationslosung

750 mg Glycin
mit Reinstwasser auf 1 L
pH mit HCI auf pH2

10mM MES-Puffer

1.95¢ MES

8.7 g NaCl

mit Reinstwasser auf 1 L
pH mit NaOH auf pH6

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Material Typenbezeichnung Hersteller
Mikrotiterplatten 384 Microarray Plate ThermoScientific
Gelfiltrationssdule Sephadex G-25 M GE Healthcare
Sterilfilter StericupTM and Millipore

Steritop® VacuumFilter Cups
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3.1.3 Gerite
Geréte Typenbezeichnung Hersteller
RIfS-Aufbau
Halogenlampe Parabolic Refelector lamp Welch Allyn

Diodenarrayspektrometer

(5V/2A)
SPEKOL 1100 (modifiziert)

Analytik Jena AG

Y-Wellenleiter 1x2(50:50) POF Koppler Ratioplast-
Optoelectronics
Fluidik mit Flow-Injektion Analyzer Ismatec
automatischem Probengeber ASIA-FIA
iRIfS-Aufbau

CCD Kamera pco.1600 PCO
Objektiv Telezentrisches koaxiales Sill Optics

Objektiv mit normaler

Auflésung
LED Luxeon IIT Star A = 520 nm Philips Lumileds

Fluidik mit
automatischem Probengeber

Flow-Injektion Analyzer
ASIA-FIA

Ismatec

Spotter
Scanner

Zentrifuge
Spektrometer
Ultraschallbad

BioOdysseyTM CalligrapherTM

MiniArrayer
GenePix® 4100

Microarray Scanner
Labofuge 400R
Lambda 9

Sonorex Super 10P

BioRad

Molecular Devices

Hereaus
Perkin Elmer

Bandelin

3.1.4 Transducer

Die Wahl eines optimalen Transducersystems hat entscheidenden Einfluss auf die Qua-
litdt der Messungen. Anforderungen an das gewéhlte System sind die Stabilitat der
optischen Parameter, eine geeignete Oberflichenchemie zur Anbindung der sensitiven
Schicht (Biopolymer und Erkennungsstruktur) und geeignete optische Eigenschaften.
Eine ausfiihrliche Diskussion der nétigen Anpassungen findet sich bei [Brecht und Gaug-
litz], [1994.

Transducer mit Schichtsystem 1: Dieser Schichtaufbau wird im Folgenden als RIfS-
Glas bezeichnet. Das RIfS-Glassubstrat hat einen dreiteiligen Schichtaufbau. Als Trager-
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schicht fungiert 1 mm dickes D263 oder BK7 Glas. Darauf aufgedampft eine 10 nm dicke
Schicht an Ta,Oy und eine 330 nm dicke Schicht aus SiO,. Das Ta,O5 hat bei einer
Wellenlédnge von 500 nm einen Brechungsindex von ca. 2.1 und verstirkt somit die Re-
flektivitat. Es ist zudem chemisch, thermisch und mechanisch sehr stabil und besitzt eine
gute Transparenz im Wellenldngenbereich von 300-1000 nm. Das SiO, dient als Interfe-
renzschicht. Um ein Interferenzphidnomen beobachten zu kénnen, muss die Schichtdicke
etwa im verwendeten Wellenléngenbereich liegen. Bei sehr diinnen Schichtdicken der
sensitiven Schicht, z.B. bei Proteinmonolagen kann dies kritisch werden. Die Interfe-
renzschicht garantiert eine geniigend grofie Schichtdicke, um auch bei vergleichsweise
geringen Schichtdicken ein Interferenzspektrum mit Minimum im sichtbaren Bereich zu
erhalten (Brecht und Gauglitz, [1994).

Transducer mit Schichtsystem 2: Dieser Schichtaufbau wird im Folgenden als Goethe-
Glas bezeichnet. Das oben beschriebene Schichtsystem kann durch Variation der Schicht-
dicken der hochbrechenden Schicht und der Interferenzschicht noch weiter optimiert
werden, um ein moglichst hohes Signal-zu-Rauschverhéltnis zu erlangen (Nopper, 2000,
Rathgeb, [1999)). Der Schichtaufbau ist wie folgt: 1 mm dickes BK7 Glas, 45 nm Ta,Os,
20 nm SiO,. Dieses Glas ist fiir die 1-\ Reflektometrie gut geeignet. Die Wahl der Mess-
wellenldnge ist dann den zu erwartenden Schichtdickenédnderungen des entsprechenden
Messsystems anzupassen.

Fiir die RIfS-Messungen wurden Transducer der Grofle 1x1 cm verwendet. Das iRIfS ist
fiir Transducer in ObjekttragergroBe (76 x 26 mm) ausgelegt.

3.1.5 Software

Software Hersteller

imageJ 1.46e Wayne Rasband / National Institutes of Health
Matlab R2012b MathWorks

Origin 8.1 Additive

Microsoft Office 2007 Microsoft

FilmWizard Scientific Computing International

GenePix®) Pro 7 Acquisition

and Analysis Software MolecularDevices

3.2 Methoden

3.2.1 Oberflachenpreparation

Die unter beschriebenen Glastransducer werden in Vorbereitung der Messungen
mit verschiedenen Biopolymeren beschichtet. Diese Beschichtung ermdéglicht zum einen
das Anbinden der Biomolekiile, zum anderen minimieren diese Biopolymere unspezifi-
sche Wechselwirkungen der Probenmatrix mit dem Transducer. Diese Wechselwirkungen
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haben einen negativen Einfluss auf Messungen mit markierungsfreien Methoden.

30

1. Reinigung und Aktivierung

Zur Reinigung und Aktivierung werden die Glastransducer ca. 30-60 s lang in 6 M
KOH gelegt und danach griindlich mit Reinstwasser gespiilt. Im Anschluss werden
die Transducer fiir 15 min in frisch hergestellter Piranha-Lésung im Ultraschall-
bad aktiviert. Die Piranha-Losung enthélt 3 Teile rauchende H,SO, und 2 Teile
H,0,. Beim Mischen der beiden Chemikalien entsteht Peroxomonoschwefelsaure,
die stark oxidierend wirkt. Es bilden sich Silanolgruppen an der Glasoberflache.
Die aktivierten Transducer werden dann mit Reinstwasser griindlich abgespiilt und
im Stickstoffstrom getrocknet.

. Silanisierung

Zur weiteren Verarbeitung werden die Transducer mit einem Epoxysilan modifi-
ziert. Die kovalente Anbindung des verwendeten Silans geschieht iiber eine Kon-
densationsreaktion mit den Silanolgruppen der aktivierten SiO,-Schicht des Trans-
ducers. Zur Silanisierung werden 10 pl bzw. 100 ul GOPTS auf die RIfS- respektive
iRIfS-Transducer aufgebracht und 1 h in einer luftgefiillten Kammer bei Raumtem-
peratur inkubiert. Dazu werden die Plattchen im Sandwichverfahren verarbeitet,
d.h. die zu beschichtenden Seiten werden dabei aufeinandergelegt, wobei sich die
Inkubationslosung zwischen den Transducern befindet. Anschlieflend wird das nicht
reagierte GOPTS mit wasserfreiem Aceton sorgféltig abgespiilt und die Transducer
im Stickstoffstrom getrocknet. Die Epoxygruppen auf der Oberflache sind hydro-
lyseempfindlich, deshalb miissen die Transducer rasch weiter verarbeitet werden.

. Immobilisierung des Biopolymers

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Biopolymere, Aminodextran
(AMD) und Polyethylenglycol (PEG) zur Beschichtung der Transducer verwendet.

a) Immobilisierung von Aminodextran

In der Arbeit kamen zwei verschieden Aminodextrane zum Einsatz. Diese un-
terscheiden sich in ihrem Gehalt an Aminogruppen im Polymer. Bei AMD10
sind 10 %, bei AMD50 50 % der Hydroxylgruppen des Polymers in Amino-
gruppen umgewandelt. Beide AMD werden in einer Konzentration von 1 mg
pro 10 ul in Reinstwasser gelost. Auf die RIfS-Transducer werden davon 10
pl, auf die iRIfS-Transducer 100 pl pro Sandwich aufgebracht. Die Transdu-
cer werden iiber Nacht (mind. 6 h) in einer wasserdampfgesittigten Kammer
inkubiert. Anschliefend wird das nicht gebundene AMD mit Reinstwasser
abgespiilt und die Transducer werden im Stickstoffstrom getrocknet.

b) Immobilisierung von Diaminopolyethylenglycol
Das Diaminopolyethylenglycol (PEG) wird in Dichlormethan (DCM) gelost
(4 mg PEG auf 1 ml DCM). Pro RIfS-Transducer werden 15 ul und pro
iRIfS-Transducer 120 pl der Lésung aufgebracht. Die Losung wird durch vor-
sichtiges Schwenken des Transducers gleichméfBig verteilt, bis das Losemittel
vollstdndig verdampft ist. Die kovalente Anbindung des Polymers erfolgt im
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Ofen bei 80°C iiber Nacht. Das iiberschiissige PEG wird anschlieBend griindlich
mit lauwarmem Wasser abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

Die mit Polymer beschichteten Transducer sind mehrere Wochen bei 4°C' lagerfihig
und koénnen zur Anbindung von (Bio)-Molekiilen verwendet werden.

. Anbindung eines Liganden an die Transduceroberfliche

Die beiden oben beschriebenen Biopolymere tragen beide Aminogruppen, an die
Liganden z.B. iiber Carboxyfunktionen angekoppelt werden kénnen. Alternativ
kénnen auch aminofunktionalisierte Liganden angebunden werden, nach dem die
Aminogruppen des Polymers in Carboxygruppen umfunktionalisiert wurden.

a)

Anbindung von Biotin

Die Anbindung von Biotin erfolgt {iber die Carboxygruppe des Molekiils iiber
Aktivesterchemie. TBTU reagiert mit Caboxygruppen zu einem Aktivester.
Dabei abstrahiert die Base Diisopropylethylamin (DIPEA) das Proton der
Carboxyfunktion und erleichtert so den nukleophilen Angriff des Sauerstoffs
der Sdure auf das Carbeniumion des TBTU. Der Aktivester bildet sich un-
ter Abspaltung eines Benzotriazolderivats. Zur Biotinylierung der Transducer
wird 1 mg Biotin in 25 pul trockenem DMSO und 1,4 mg TBTU in 25 pul
trockenem DMSO hergestellt. Diese beiden Losungen werden gemischt und
4 ul DIPEA dazugegeben. Pro Transducersandwich werden 10 pl bzw. 100
wl fur RIS bzw. iRIfS-Transducer aufgebracht und 4 h in einer mit DMSO-
Dampf geséttigten Kammer inkubiert. Anschliefend werden die Transducer
mit DMSO und Reinstwasser gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

Anbindung von Proteinen mittels Aminogruppen

Hierfiir werden die Aminogruppen des Polymers in Carboxyfunktionen umge-
wandelt. Dazu wird eine Glutarsdureanhydrid-Losung (2 mg Glutarsidurean-
hydrid pro 1 pl trockenem DMF) hergestellt und in denselben Volumina wie
die Biotinlésung im Sandwichverfahren auf die Transducer aufgebracht. Die
Inkubation betrdgt mind. 6h, danach werden die Transducer mit DMF und
Wasser gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

Zur Anbindung des Proteins werden die Carboxygruppen mittels Aktivester-
chemie aktiviert. Dazu werden die Plattchen im Sandwichverfahren mit einer
NHS-DIC Lésung (5,7 mg NHS auf 38 pl DMF und 12 ul DIC) 4 h in einer
DMF-Dampf geséttigten Kammer inkubiert. Die Transducer werden abschlie-
Bend mit DMF und Aceton abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet. Die
Proteine kénnen nun in wéssriger Losung aufgebracht werden. Die Anbindung
des Proteins erfolgt schlielich iiber die Bildung einer Amidbindung.

3.2.2 Immobilisierung von biotinylierten Peptiden

Die biotinylierten Peptide werden iiber Streptavidin an ebenfalls biotinylierte PEG-
oder AMD-Oberflichen angebunden. Hierbei wird ausgeniitzt, dass Streptavidin vier
Bindestellen fiir Biotin besitzt. Die Kopplung kann mit verschiedenen Verfahren erfolgen.
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a)

Offline-Immobilisierung

Bei der Offline-Immobilisierung erfolgt der Schichtaufbau sukzessive: Nacheinan-
der werden 4 pl einer Streptavidin und 10 pl der Peptidlosung (beide 1 g/1 in PBS)
im Sandwichverfahren auf die biotinylierte Sensoroberfliche aufgebracht. Die In-
kubationszeit fiir das Streptavidin betrdgt 1 h bei Raumtemperatur und fir die
Peptid-Losung mindestens 12 h bei 4°C. Ungebundenes Material wird jeweils mit
PBS abgespiilt.

Online-Immobilisierung

Fiir die Online Immobilisierung ist eine Vorinkubation von Streptavidin und Pep-
tid notwendig. Dieser Komplex wird im Fluss durch die ASTA-Fluidik iiber die
Sensoroberfliche gepumpt und bindet dann durch die freien Bindestellen des Strep-
tavidins an die biotinylierte Sensoroberfliche. Es werden verschiedene molare Mi-
schungsverhéltnisse an Streptavidin-Peptid verwendet. Fiir einen zweifachen mo-
laren Uberschuss an Peptid werden 2.24 ul Peptidlésung (0.1 g/1) mit 4 ul Strep-
tavidinlésung (1 g/1) gemischt. Fiir einen vierfachen Uberschuss wird entsprechend
die doppelte Menge an Peptidlosung verwendet. Die Mischung wird 1 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Zur Immobilisierung wird die Losung mit PBS auf 1 ml
aufgefiillt und durch die ASIA-Fluidik iiber die Sensoroberfliche gepumpt.

3.2.3 Spotting

Die Peptide werden, wie in der Online-Immobilisierung, als Peptid-Streptavidinkomplexe
auf die biotinylierten und mit PEG oder AMD beschichteten Transduceroberflichen
aufgebracht. Der Ablauf insgesamt ist in Abbildung schematisch dargestellt.

Biotinyliertes
Polymer auf AN Iy 20000 ! + m
Transducer

Spottingnadel O @

Streptavidin
vorinkubiert mit
biotinyliertem
Peptid

Spotting des
biotinylierten
Peptids mit
Streptavidin

Abbildung 3.1: Ablauf des Spotting der Peptidarrays

Zur Herstellung der Spottinglosung werden das Peptid und das Streptavidin im molaren
Verhéltnis 1:4 gemischt und 1h bei Raumtemperatur vorinkubiert. Im Anschluss wird
die Peptid-Streptavidin-Losung mit PBS verdiinnt. Die Vortests hatten ergeben, dass
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die Spotmorphologie von der Proteinkonzentration abhéngt. Deshalb wurde bei niedri-
gen Streptavidinkonzentrationen BSA zugesetzt, um ein optimales Spottingergebnis zu
gewahrleisten. In Tabelle ist das entsprechende Pipettierschema gegeben. Die einge-
setzten Konzentrationen der Losungen sind 0.1 g/1 Peptid in PBS fiir die Peptidlosung
und 1 g/1 Streptavidin- und BSA-Losung.

Tabelle 3.7: Pipettierschema fiir die Streptavidin-Peptidlésung
Endkonzentration Streptavidin Peptid BSA PBS Vg,

Streptavidin

l9/1] [14]] [14]] (W] ][]
0.25 5 0.6 0 54 11
0.1 2 024 5 3.8  11.04
0.05 1 012 5 49  11.02

Anschlieflend wird die Protein- oder Peptidlosung mit einem Spottingpuffer gemischt.
Durch den Spottingpuffer wird die Oberflachenspannung und Viskositit der Lésung ein-
gestellt. Damit wird eine optimale Benetzbarkeit der Transduceroberfliche erreicht. Zu-
dem koénnen dem Spottingpuffer Zusétze beigemischt werden, die Proteine stabilisieren
und z.B. das Denaturieren beim Abtrocknen der Spots verhindern.

Die vorbereitete Streptavidin-Peptid-Losung wird in die Mikrotiterplatte pipettiert und
dann im Verhéltnis 11:9 mit Spottingpuffer gemischt, so dass die gewiinschten End-
konzentrationen an Protein/Peptid bzw. Spottingpuffer erhalten werden (siehe Tabelle
. In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Spottingpufferzusammensetzun-
gen getestet. Wenn nicht anders aufgefiihrt, wird zum Spotten der Peptidarrays ein
PBS-Puffer mit einer Endkonzentration von 0.01% CHAPS (ein zwitterionisches De-
tergenz) als Spottingpuffer verwendet. Die Ausgangskonzentration des Spottingpuffers
betrug 0.02% CHAPS in PBS. AbschlieBend wurde die Mikrotiterplatte 1 min bei 3000
rpm abzentrifugiert und bis zur Verwendung im Spotter auf Eis gelagert.

Tabelle 3.8: Pipettierschema zum Herstellen der Spottinglosung
Endkonzentration Protein- Spotting-

Streptavidin losung  puffer (0.02%)
l9/1] (k1] (1]

0.05 11 9

0.1 11 9

0.2 11 9

Zum Spotten der Slides wird der BioOdysseyTM CalligrapherTM MiniArrayer der Firma
BioRad verwendet. Dieser Spotter arbeitet im Kontaktdruckverfahren. Das heifit, zum
Spotten wird eine Keramiknadel verwendet, die die Probe vom Voratsgefafl auf den Ar-
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ray tbertragt und dabei die Arrayoberfliche beriihrt. Zur Herstellung der Arrays wird
in diesem Fall die sogenannte solid pin verwendet. Diese kompakte Nadel iibertragt die
Probe direkt, ohne sie in einer internen Kapillare zwischenzuspeichern. Das Spotvolumen
betrdgt 0.5-1 nL.

Die optimale Luftfeuchtigkeit fiir ein gutes Spottingergebnis betragt 55% rel. Luftfeuchte.
Die Arbeitsplatte, auf der die Slides wahrend des Spottingvorgangs lagern, wird mit einer
Kiihlmitteltemperatur von 10°C betrieben. Als Probenhalter fiir die Spottinglésungen
dient eine 384 well Mikrotiterplatte (MTP). Das Probenvolumen pro well betragt 20 pl.
Pro Probe werden mehrere Replikate gespottet: Die Peptidarrays werden mit jeweils
vier Replikaten, die Arrays zum Testen der optimalen Spottingbedingungen mit je sechs
Replikaten pro Probe gespottet. Der Spotabstand betrégt jeweils 900 ym. Die Replikate
der ersten Probe wurden nicht mit in die jeweilige Auswertung einbezogen.

Die einzelnen Replikate einer Probe werden ohne dazwischenliegende Waschschritte ge-
spottet. Zwischen den einzelnen Proben erfolgt die Reinigung der Nadel im Durchfluss
mit filtriertem Reinstwasser, dann im statischen Waschbad mit Waschpuffer (10% EtOH
und 0,1 % Tween®20 in Reinstwasser). Abschliefend wird nochmals mit Reinstwasser
im Durchfluss nachgespiilt. Gespottet wird auf mit NHS-DIC aktivierte, sowie auf bio-
tinylierte AMD- oder PEG-Oberfléchen.

3.2.4 Proteinlabeling mit Cy5

Zum Testen der optimalen Spottingbedingungen wurde mit Cy5 gelabeltem BSA ge-
arbeitet. Das Fluoreszenzlabeln von 1 mg BSA erfolgte mit dem Cy5 bis-Reactive Dye
Pack von Amersham/GE Healthcare gemifl den Anweisungen des Herstellers, aufler dass
als Konjugationspuffer PBS pH 7.4 statt Carbonatpuffer verwendet wurde. Die Aufreini-
gung erfolgte mit SEPHADEX Séulen. Im Anschluss wurde der Labellinggrad mit Hilfe
des Fluoreszenzspektrometers geméfl den Angaben im Labelingprotokol bestimmt.

3.2.5 OnChip Peptidsynthese

Die Herstellung der FLAG-Peptid Arrays erfolgte durch die Arbeitsgruppe ,,Chip-Based
Peptide Libraries am DKFZ in Heidelberg“. Prinzipiell erfolgt die Synthese der Peptide
direkt auf dem Chip nach der Merrifield-Festphasensynthese (Berg u.a., 2013]). Dabei
kommt eine Variante der von Frank (Frank, |2002) entwickelten SPOT-Synthese zum
Einsatz. Bei der Spotsynthese werden die entsprechenden Aminosdurederivate in einem
fliichtigen Losemittel ortsgerichtet auf das Arraysubstrat aufgedruckt und die entspre-
chenden Schritte der Aminosdurekopplung und Abspaltung der Schutzgruppen durch-
gefithrt. Im Fall der von Breitling et. al (Breitling u.a., 2009) entwickelten partikel-
basierten Synthese von Peptid-Arrays werden die Aminosédurederivate nicht in fliissigem
Losemittel aufgebracht, sondern in Tonerpartikel verpackt. Die Adressierung der Parti-
kel auf der Substratoberfliche erfolgt mittels eines Laserdruckers oder eines Mikrochips
mit adressierbaren Mikroelektroden. Eine detaillierte Beschreibung der Methode findet
sich in Schirwitz et al. (Schirwitz u. a., 2009)
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3.2.6 Messungen mit der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie

Der apparative Aufbau ist in Abbildung [3.2] gezeigt und besteht aus einer Halogen-
lampe als Weifllichtquelle, die iiber ein Linsensystem in einen Y-Lichtleiter eingekop-
pelt wird. Uber diesen Lichtleiter wird das Licht zum Transducer geleitet und senk-
recht eingestrahlt. Uber den zweiten Arm des Lichtleiters wird das reflektierte Licht in
ein Diodenarray-Spektrometer zur Detektion eingeleitet. Die Probenhandhabung und
Fluidiksteuerung erfolgt mittels einer automatisierten Fluidik und einem automatischen
Probengeber. Zur Aufzeichnung der Signale und zur Auswertung der Daten standen
zwei im Arbeitskreis Gauglitz entwickelten Softwarepakete zur Verfiigung. Zur Daten-
aufzeichnung und Steuerung der Fluidik wurde das Programm measure verwendet, zur
Auswertung der Interferenzspektren und der Onlinedarstellung der Bindungsdaten auf
dem PC das Programm ifz (Brecht, 1993).

Diodenzeilen-
spektrometer

y-Lichtleiter

4

Weilichtquelle

Flusszelle mit
Transducer

Abbildung 3.2: Aufbau des spektralen RIfS

Fiir die Erfassung der Messdaten mittels des Diodenarrayspektrometers wird zuerst die
sogenannte ,Integrationszeit bestimmt. Das ist die Zeit, die benétigt wird, bis eine der
Dioden eine maximale Intensitdt von ca. 13000 counts erreicht. Desweiteren ist als Rand-
parameter festgelegt, dass alle fiinf Sekunden ein Messpunkt aufgenommen werden soll.
Aus der zuvor ermittelten Integrationszeit und dem Funfsekunden-Messintervall ergibt
sich dann eine Anzahl an Messwerten, die pro fiinf Sekundenintervall gemittelt werden
kénnen. Diese Messdaten werden dann von der Software aufgezeichnet. In einem weite-
ren Schritt erfolgt eine Korrektur der Messwerte um den Dunkelstrom des Spektrometers
und um eine Referenzmessung. Die Referenzmessung wird mit einem Referenzpléttchen
aufgenommen. Dieses besitzt im Prinzip den gleichen Schichtaufbau wie der Transducer,
nur dass ihm die Interferenzschicht aus SiO, fehlt. Durch diese Korrektur wird das cha-
rakteristisch modulierte Interferenzspektrum erhalten und es kénnen die Anderungen
der Reflektivitit aufgrund von Anderungen der Schichtdicke oder des Brechungsindexes
der sensitiven Schicht verfolgt werden.
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3.2.7 Imaging Reflectometric Interferernce Spectroscopy (iRIfS)

Der Messaufbau fiir das iRIfS-System besteht aus einer 14 bit CCD-Kamera, einem
telezentrischen, koaxialen Objektiv mit polarisierendem Strahlteiler und einem A/2-
Plattchen, einer LED, sowie entsprechenden Fluidikkomponenten. Ein schematischer
Aufbau ist in Abbildung [3:3] gezeigt. Die genaue Bezeichnung der verwendeten Gerite
findet sich in Tabelle Das Licht wird iiber die LED in das Objektiv eingestrahlt,
an dem Schichtsystem des Transducers reflektiert und iiber den Strahlteiler der Kamera
zugefithrt. Durch den Strahlteiler gelangt nur Licht zur Kamera, dessen Polarisation um
90° phasenverschoben ist, bezogen auf die Polarisationsrichtung, wenn das Licht aus dem
Objektiv heraustritt. Ohne A/2-Plittchen dndert sich die Polarisationrichtung durch die
Reflexion am Transducer um 180° und kein Licht wiirde in die Kamera gelangen. Durch
das eingebaute A/2-Plittchen wird die Polarisation so gedreht, dass das Licht 90° pha-
senverschoben ist und deshalb {iber den Strahlteiler zur Kamera hin gelangen kann.
Die Ansteuerung der Kamera erfolgt mit der mitgelieferten Software CamWare, die Flui-
diksteuerung mittels measure. Fiir die jeweilige Messung wird die Belichtungszeit ange-
passt, um eine gute Signaldynamik zu erzielen und eine Ubersteuerung der Sensorpixel
zu vermeiden. Diese wird so gewéhlt, dass die maximale Intensitit auf der Arrayflache
bei 14000 counts lag. Desweiteren wird mit einer Aufnahmefrequenz von 30 Bildern pro
Sekunde gemessen. Diese werden in einem ersten Verrechnungsschritt intern gemittelt,
so dass die Kamera ein Bild pro Sekunde abspeichert.

Transducer  Flusszelle

N2-
Plattchen

CCD Kamera LED

Objektiv mit Strahlteiler

Abbildung 3.3: Aufbau des iRIfS

3.2.8 RIfS und iRIfS Messungen

In Tabelle sind die verwendeten Messbedingungen fiir das RIfS- und iRIfS-System
zusammengefasst. Die Reduktion des Probenvolumens beim iRIfS erfolgt, damit der
Antikorperverbrauch bei den kinetischen Messungen reduziert werden kann. In beiden
Systemen wird die sensitive Schicht vor der Messung einmal mit Regenerationslosung
regeneriert, um eventuelle Riickstdnde der Praparation zu entfernen.

3.2.9 Datenaufbereitung der iRIfS-Messungen

Die Auswertung der Kamerabilder des iRIfS-Systems erfolgt im ersten Schritt mittels
einer selbstgeschriebenen Routine fiir die Software imageJ (Fechner, P. und Lammle, D.
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Tabelle 3.9: Ubersicht iiber die verwendeten Messbedingungen im RIfS- und iRIfS-

System

RIfS iRIfS
verwendete Laufpuffer PBS PBS
Losungen Probenpuffer PBS PBS mit 0.1 g/1 BSA

Regeneration 10 mM Glycin pH2 10 mM Glycin pH2

Probenvolumen 1000 pl 500 pl
Pumpge- fiir Injektion 30 pL/min 30 pL/min
schwindigkeit fiir Dissoziation 240 pL/min 240 pL/min
Vorbehandlung Regeneration Regeneration
vor erster mit Glycin mit Glycin
AK-Messung

unveroffentlichte Daten). Diese Routine erlaubt das Auslesen der Spots eines gemessenen
Arrays und des umliegend Hintergrundes. Zur Festlegung des Auswerterasters erfolgen
Angaben {iber die Lage des Arrays anhand dreier Referenzsspots und die Grofie der
Spots. Das Raster wird dann iiber die Angabe der Spots pro Zeile und Spalte und deren
Abstand vervollstdndigt. Zudem wird der Hintergrund berechnet. Dazu wird ein Kreis-
ring in wenigen Pixeln Abstand um den Spot ausgewertet. Der direkte Bereich um den
Spot wird nicht mit beriicksichtigt. Die Angaben erfolgen mit Breite des inneren Rings
und dufleren Rings. Im Falle der Transglutaminase-Arrays betrugen die Werte acht Pixel
fiir den inneren und 25 Pixel fiir den &ufleren Ring.

Anhand dieses Rasters wird die mittlere Pixel-Intensitit pro Spot- und Hintergrund-
fliche ermittelt. Die mittlere Intensitit von Spot und Hintergrund werden zusammen
mit der jeweiligen Standardabweichung und der Anzahl zugrundeliegender Pixel in einer
Ausgabedatei gespeichert.

In Excel werden die Daten anschlieend weiterverarbeitet. Dazu wird fir jeden Spot zu
jedem aufgenommenem Zeitpunkt die relative Intensitdt zwischen Messspot und Hinter-
grund ermittelt. Um die Messungen dann miteinander vergleichen zu kénnen, wird im
Anschluss fiir jeden Messwert die Differenz zum ersten Messwert gebildet. Damit kénnen
von null ausgehend die Anderungen in der relativen Intensitét verglichen werden.

3.2.10 Auswertung der kinetischen Messungen

Die kinetischen Messungen werden anhand der in Kapitel beschriebenen Grund-
lagen ausgewertet. ky wird aus der Anpassung der Exponentialfunktion an die
Dissoziationsphase erhalten. Es wurde hierfiir ein globaler Fit verwendet, bei dem die
Exponentialfunktion in Gleichung gleichzeitig an die Dissoziationsphase aller Mes-
sungen angepasst wird. Zur Anpassung wurde der Levenberg-Marquardt Algorithmus
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verwendet, eine nicht-linearen Anpassung geméafl der Methode der kleinsten Fehlerqua-
drate.
R(t) = Ax e kalt=t) L B (3.1)

Uber B wird eine mégliche Riickbindung des Antikérpers an die Oberfliche parametri-
siert.

Im Bereich der Assoziationsphase wird eine Exponentialfunktion der Form ange-
passt. Dabei wird, wenn nicht anders vermerkt, ein Fitbereich von 100 Datenpunkten
angepasst und alle Parameter fiir den Fit variabel gehalten. Bei der Auswahl des zu fit-
tenden Bereichs ist, vor allem bei den niedrigeren Konzentrationen darauf zu achten, den
Anfangsbereich der Assoziation nicht mit zu beriicksichtigen, da hier noch Bedingungen
des Massentransports vorliegen (lineare Anfangssteigung).

R(t) = A (1 e h(t=h)) (3.2)

Uber die Auftragung von k, gegen die eingesetzte Antikoperkonzentration wird dann
kq aus der Steigung ermittelt (siehe Gleichung ) Dabei kann k; sowohl aus dem
Ordinatenabschnitt von Gleichung , als auch direkt aus Gleichung gewonnen
werden. Letztere Moglichkeit ist weniger fehlerbehaftet und deshalb zu bevorzugen. In
der hiervorliegenden Arbeit wird der aus ermittelte Werte kg in Gleichung
eingesetzt und k, mit festgesetztem Ordinatenabschnitt ermittelt.

Alternativ zur Ermittlung von k, iiber die Linearisierung kommt in dieser Arbeit auch
die Berechnung der Ratenkonstante iiber einen globalen Fit zum Einsatz. Dieser ist ab
der Softwareversion Origin 8.1 méglich. Dabei wird &, iiber die gleichzeitige Anpassung
einer Exponentialfunktion (Gleichung ) an die Assoziationsphase jeder Konzentra-
tion ermittelt. Dies ist moglich, wenn die Gleichung fiir ks in Gleichung
eingesetzt wird. Wobei k; zuvor aus der Dissoziationsphase ermittelt wird und als fester
Parameter in den Fit eingeht. Ebenso werden die eingesetzten Rezeptorkonzentrationen
vorgegeben. Damit kann k, bestimmt werden, ohne eine Linearisierung vornehmen zu
miissen.

R(t) = A (1 — e~ (retha) =) (3.3)
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4 Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein System zur kinetischen Analyse von Peptid-Arrays mittels
bildgebender Reflektometrischer Interferenzspektroskopie untersucht. Um parallelisierte,
zeitaufgeloste Messungen von Peptidarrays kinetisch auswerten zu kénnen, miissen eini-
ge Rahmenbedingungen beachtet und experimentell analysiert werden. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sollen in diesem Teil der Arbeit vorgestellt und diskutiert werden.

4.1 Oberflachenchemie und Peptid-Immobilisierung

Bei der Verwendung von markierungsfreien, optischen Methoden zur Analyse von bio-
molekularen Wechselwirkungen wird jegliche Interaktion an oder mit der Oberflache
detektiert. Gerade Proteine zeigen eine starke Tendenz, unspezifisch an Glas- oder auch
Kunststoffoberflichen zu adsorbieren. Zur Minimierung solcher Wechselwirkungen wer-
den die Transduceroberflachen mit verschiedenen Polymeren beschichtet. In dieser Arbeit
wurden zur Beschichtung der Transducer Dextrane oder Polyethylenglycol verwendet.
Diese Polymere sind vielfach in der Literatur auf ihre abschirmende Wirkung hin be-
schrieben worden (Jonkheijm u. a., 2008, Angenendt u. a., [2003]).

Desweiteren ist bei der Immobilisierung von Biomolekiilen zu beachten, dass ihre na-
tive Struktur erhalten bleibt, da nur so die entsprechende Wechselwirkung stattfin-
den kann. Prinzipiell gibt es unterschiedliche Immobilisierungsverfahren. Es besteht die
Moéglichkeit, Biomolekiile {iber verschiedene funktionelle Gruppen wie Amin-, Thiol- oder
Carboxyfunktionen kovalent anzubinden (Kusnezow und Hoheisel, 2003} Kusnezow u. a.,
2003)). Diese kovalente Immobilisierung wurde nicht gewéahlt, da die verwendeten Pepti-
de mit 15 Aminoséuren relativ kurz sind und dies die Gefahr birgt, dass eine kovalente
Immobilisierung tiber funktionelle Gruppen der Aminosiureseitenketten geschieht, die
fir die Peptid-Antikorper-Interaktion notig sind.

Eine andere Moglichkeit ist die Immobilisierung tiber Affinitdtswechselwirkungen wie
Biotin-Streptavidin, His-Tag oder GST (Hutsell u.a., 2010). In dieser Arbeit wurde
die Immobilisierung der Peptide auf der Transduceroberfliche mittels der Streptavidin-
Biotin-Wechselwirkung gewihlt. Streptavidin besitzt vier Bindestellen fiir Biotin. Diese
Wechselwirkung findet mit einer sehr hohen Affinitéit (K,sr = 10 — 10'°M) statt, so
dass die Dissoziation des Komplexes praktisch zu vernachléssigen ist. Die Peptide werden
iiber Festphasensynthese hergestellt und kénnen leicht mit einem biotinylierten Spacer
modifiziert werden. Somit kann eine gerichtete Immobilisierung an der Transducerober-
fliche erreicht werden.
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4 FErgebnisse und Diskussion

4.1.1 Peptid-lmmobilisierung

Die Peptid-Antikérper-Wechselwirkung wird sowohl durch die Menge an immobilisier-
tem Peptid, als auch dessen sterische Zugénglichkeit beeinflusst. Diese Faktoren lassen
sich {iber die Wahl der Immobilsierungsstrategie und das zur Beschichtung verwendete
Polymer beeinflussen. Die Immobilisierung der Peptide iiber Streptavidin-Biotin kann

auf zwei Arten erfolgen (Abbildungen und [4.2).

P L L L N—
Transducer J

Offline-
Immobilisierung
von
Streptavidin

Streptavidin

biotinyliertes
Peptid

Offline-
Immobilisierung
des
biotinylierten
Peptids

Abbildung 4.1: Offline-Immobilisierung des Peptids: An das biotinylierte Polymer (PEG
oder AMD) werden in zwei nachfolgenden Schritten Streptavidin und
das Peptid im Sandwichverfahren angebunden.

i+ Ay

+
Biotinyliertes

Polymer auf
Transducer

Immobilisierung Streptavidin
des vorinkubiert mit
biotinylierten biotir}yliertem
Peptids mit Peptid

Streptavidin

Abbildung 4.2: Online-Immobilisierung des Peptids: Zur Online-Immobilisierung werden
Streptavidin und Peptid in einem bestimmten molaren Verhéltnis vorin-
kubiert. Die Anbindung des Streptavidin-Peptidkomplexes an das bioti-
nylierte Polymer erfolgt dann mittels der ASTA-Fluidik.

Bei der Offline-Immobilisierung werden das Streptavidin und das Peptid in zwei aufein-
anderfolgenden Schritten an das biotinylierte Polymer (PEG oder AMD50) im Sandwich-
verfahren angebunden. Bei der Online-Immobilisierung werden Streptavidin und Peptid
in einem bestimmten molaren Verhéltnis vorinkubiert. Die Anbindung des Streptavidin-
Peptidkomplexes an das biotinylierte Polymer erfolgt dann im Fluss iiber die ASIA-
Fluidik. Bei der Online-Immobilisierung ist darauf zu achten, dass die Konzentration
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4.1 Oberflichenchemie und Peptid-Immobilisierung

an biotinyliertem Peptid nicht zu hoch gewéhlt wird. Es diirfen nicht alle vier Binde-
stellen des Streptavidins mit biotinyliertem Peptid abgeséttigt sein, damit der Komplex
noch an die biotinylierte Oberfliche binden kann. Um eine optimale Immobilisierung
des Peptid-Streptavidin-Komplexes zu erzielen wurden zwei verschiedene Mischungs-
verhéltnisse (1:2 und 1:4) an Streptavidin-Peptid getestet. Die Oberflachen wurden
wie in Kapitel [3.2.2] beschrieben prépariert. In Abbildung [£.3] sind die Anbindung von
0.3 mg/1 anti-Transglutaminaseantikorpers an die peptidmodifizierten Transducerober-
flichen gezeigt. Dabei wurde sowohl die Offline-Immobilisierung, als auch die Online-
Immobilisierung untersucht.
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Abbildung 4.3: Vergleich der Antikérperanbindung bei vorhergehender Online- und
Offline-Immobilisierung auf den beiden Polymeren AMDS50 (a) und
PEG (b). Bei der Onlineimmobilisierung wurde die Sensoroberfléche mit
Streptavidin-Peptidkomplex im Verhéltnis 1:2 und 1:4 préapariert.

Vergleicht man nun die Bindungssignale des Anti-Transglutaminaseantikorpers ergibt
sich mit AMDS50 als Beschichtungspolymer, dass mit beide Strategien in etwa die gleichen
Anbindungssignale erhalten werden. Das Peptid kann mit beiden Methoden in ausrei-
chender Menge und sterisch zugénglich immobilisiert werden. Vergleicht man die beiden
Bindungskurven zur Online-Immobilisierung wird bei einem vierfachen Peptidiiberschuss
eine etwas geringere Anbindung des Antikorpers detektiert. Dies kénnte an einer ge-
ringeren Menge an immobilisiertem Komplex liegen. Dagegen spricht jedoch, dass die
Bindung des Streptavidin-Peptidkomplexes mit vierfachem Uberschuss ein hoheres Bin-
dungssignal ergibt und somit eine groBere Menge als bei zweifachem Uberschuss gebun-
den wurde (Daten nicht gezeigt). Desweiteren ist es moglich, dass sterische Effekte eine
Anbindung des Antikorpers erschweren. Dies kann durch Ausdiinnen der Bindestellen
auf der Oberfléiche iiberpriift werden (siche Abschnitt[4.1.2)). Auch fluidische Effekte sind
aufgrund der abknickenden Bindungskurve moglich.

Fiir PEG jedoch, erhilt man bei der Online-Immobilisierung ein dreifach héheres An-
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4 Ergebnisse und Diskussion

tikérperbindungssignal. Das lineare Bindungssignal bei der Online-Bindungskurve deutet
auf weitere freie Bindestellen auf der Oberfliche hin, wihrend bei der Offline-Immobilisier-
ung die Gleichgewichtsbeladung annéhernd schon erreicht ist (gekrimmte Bindungskur-
ve).

Ein Grund hierfiir kann eine sterischen Hinderung der Anbindung von Streptavidin-
molekiilen an die Oberfliche sein. Dieses Phénomen ist von verschiedenen Autoren be-
schreiben worden und tritt vor allem bei einer hohen Biotinbelegung der Oberfldche auf
(Diamand und Christopoulos, (1991 und |Spinke u. a., [1993)). Méglich ist, dass dies bei
der zweidimensionalen Oberflichenstruktur des PEG-Polymers der Fall ist, wihrend die
dreidimensionale Oberfliche des AMD50 flexibler ist und es zu keiner sterischen Hinde-
rung der Anbindung kommt.

Zusammenfassung der Versuche zur Peptid-Immobilisierung

Die vorgestellten Versuche haben gezeigt, dass beide Polymere PEG und AMDA50 fiir
Messungen der Anti-Transglutaminase-Peptidwechselwirkung geeignet sind, wenn die
Online-Immobilsierungsstrategie verwendet wird. Eine Prainkubation von Streptavidin
und biotinyliertem Peptid bietet hinsichtlich der spateren Verwendung von Peptidarrays
einen weiteren Vorteil. Andersen et al. (Andresen u.a., 2006) beschreiben eine Verein-
fachung der Spottingprozedur durch die Prainkubation. Da die Molekulargewichte der
Peptide im Vergleich zum Molekulargewicht des Streptavidins klein sind, werden die
physikochemischen FEigenschaften vorwiegend durch das Streptavidin bestimmt. Dies
ermoglicht eine Anpassung und Optimierung der Spottingbedingungen fiir dieses Prote-
in und vermeidet, dass fiir jedes Peptid andere Spottingbedingungen (wie z.B. Spotting-
puffer) verwendet werden miissen.

4.1.2 Vergleich verschiedener Polymere

Weisen Sensoroberflichen eine hohe Oberflichenbeladung an Ligand (hier Peptid) auf,
kann es zu einer sterischen Hinderung der Antikérperanbindung kommen. Dies ist vor
allem bei Polymeren mit hoher Bindungskapazitét, wie AMDb50, der Fall. Dann bindet
auf einer Oberfliche mit vielen Bindungsstellen weniger Antikérper, als auf einer Ober-
flache mit geringerer Anzahl an Bindungsstellen (Nygren u. a.,[1987). Die Ursache hierfiir
liegt in Umorganisationsprozessen, die erst auf der Oberflache stattfinden miissen, da-
mit weitere Antikérper binden kénnen. Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurden
neben den bisher verwendeten Polymeren PEG und AMD50 mit 50% Aminofunktionen
noch ein weiteres Aminodextran mit nur 10% Aminofunktionen getestet. Es erfolgte eine
Online-Immobilisierung von 4 pg Streptavidin mit 0.48 ug Peptid 7 (Probenvolumen 1
ml) und eine anschlieBende Messung mit 0.8 mg/l a-Transglutaminaseantikorper. Die
Anbindung des Streptavidin-Peptidkomplexes und des Antikérpers sind in Abbildung

[4.4] gezeigt.
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Abbildung 4.4: Vergleich der Bindungssignale der Online-Immobilisierung auf drei
verschiedenen Oberflachenpolymeren (AMD50, AMD10 und PEG)
auf Transducern aus RIfS-Glas. Bindungskurven gleicher Farbe re-
prasentieren Dreifachmessungen. (a) Anbindung des Streptavidin-
Peptidkomplexes und nachfolgende Antikérperanbindung. (b) Aus-
schnitt der linksgezeigten Bindungskurve: Anbindung des anti-
Transglutaminaseantikorpers.

Die Messungen in Abbildung (a) ergaben deutliche Unterschiede in der Anbindungs-
kapazitat der Polymere fir den Streptavidin-Peptidkomplex. Wie zu erwarten, zeigt PEG
die geringste Anbindung und AMD50 die hochste (vergleiche (Piehler, (1997)). Wobei sich
die Bindungskurve bei PEG und AMD10 zum Ende der Injektion hin abflacht, was auf
ein baldiges Erreichen der Gleichgewichtsbeladung bei der hier eingesetzten Konzentra-
tion an Streptavidin-Peptidkomplex schlieflen lasst. Diese wird bei AMD50 noch nicht
erreicht.

Ahnliches spiegelt sich auch in der Anbindung des Antikérpers wieder (Abbildung
(b)). Sie ist fiir PEG am niedrigsten und AMD50 am hochsten, wobei auch hier bei PEG
ein Abflachen zum Ende hin zu sehen ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass fiir die unter-
suchten Bedingungen keine sterische Hinderung der Antikérper-Anbindung bei AMD50
vorliegt, da mit diesem Polymer kein geringeres, sondern ein héheres Bindungssignal als
mit den anderen beiden Polymeren erreicht wird.

Zusammenfassung der Versuche zum Vergleich verschiedener Polymere

Generell konnen alle drei Polymere zur Immobilisierung und der Detektion verwendet
werden. Eine sterische Hinderung der Antikorperanbindung ist bei allen drei Polymeren
nicht zu erwarten. Sie unterschieden sich in der Oberflichenbeladung und der fiir die
Antikérperanbindung zu erwartenden Signalhdhe. Fiir parallelisierte kinetische Messun-
gen ist hier zwischen einer guten Signalintensitit, wie sie bei AMDA50 erhalten wird und
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einer niedrigen Oberflichenbeladung im Falle von PEG abzuwégen. Fiir die abschlie-
Bende Auswahl des geeigneten Polymers muss auflerdem noch das Verhalten der beiden
Polymere beim Spotten untersucht werden. Dies wird in Kapitel diskutiert.

4.1.3 Spezifitat der Anbindung

In einem weiteren Schritt wurde die Antikérper-Peptidwechselwirkung auf ihre Spezifitéit
untersucht, ebenso wurden die unspezifischen Wechselwirkungen mit der Sensorober-
fldche analysiert. Ein wichtiger Test auf die Spezifitit einer Wechselwirkung ist zu zeigen,
dass die Wechselwirkung mit der peptidmodifizierten Oberfliche gehemmt werden kann,
sofern der Antikorper zuvor mit Peptid in Lésung abgeséttigt wurde. Die Bindestellen
des Antikorpers sollten dann alle besetzt sein, so dass keine spezifische Wechselwirkung
mehr mit dem immobilisierten Peptid stattfinden kann. Fiir die Messungen wurde eine
anti-Transglutaminasekonzentration von 0.3 mg/l mit 1 pug Peptid 7 versetzt und 1 h
lang bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieffend vermessen. Abbildung zeigt,
dass die Hemmbarkeit der Wechselwirkung auf beiden Polymeroberflichen gegeben ist.
Der leichte Anstieg des Signals bei der PEG-Oberflache ist eher auf Druckschwankungen
zu Beginn der Probeninjektion zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.5: Hemmbarkeit der Peptid-Antikérperwechselwirkung auf AMD50 und
PEG: Die Bindestellen des Antikérpers wurden zuvor in Losung mit Pep-
tid abgeséttigt, so dass dieser nicht mehr an das Peptid auf der Trans-
duceroberfliche binden kann. Die Hemmbarkeit der Anbindung ist ein
Hinweis auf eine spezifische Interaktion der beiden Bindungspartner

Die unspezifische Wechselwirkung der Oberfliche wurde auf zweifache Weise untersucht.
Zum einen wurde die Wechselwirkung der Peptidoberfliche mit 1 g/l Ovalbumin (OVA),
einem Testprotein, untersucht, zum anderen die Wechselwirkung mit unverdiinntem
fotalem Kélberserum (FCS). Die Ergebnisse sind in Abbildung |4.6| gezeigt.

Beide modifizierten Polymere zeigen praktisch keine Wechselw1rkung mit OVA in der
eingesetzten Konzentration. Bei AMDS50 ist eine geringe Anderung der Schichtdicke er-
kennbar, was entweder auf eine geringe Wechselwirkung schlielen lédsst oder durch ein
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Abbildung 4.6: Vergleich der unspezifischen Wechselwirkungen verschiedener protein-
haltiger Losungen auf den beiden modifizierten Polymeren PEG und
AMD50. (a) Test der Anbindung einer OVA-Losung (1 g/1). (b) Test
der Anbindung von reinem FCS. Dargestellt sind hier je zwei Messungen
(gestrichelte und durchgezogene Linie) auf beiden Polymeren.

verstarktes Aufquellen von AMDS50 in der Gegenwart von Proteinen hervorgerufen wird
(Piehler, 1997). Bei PEG ist ein leichter Drift des Signals zu erkennen. Die geringe
Wechselwirkung der beiden modifizierten Polymere steht im Einklang zu vorhergehen-
den Untersuchungen, wo beide Polymere sehr geringe Wechselwirkungen mit OVA auf-
wiesen (Piehler, 1997). Auch andere Gruppen beschreiben die Eignung von z.B. PEG-
Oberflachen fiir die Herstellung von Antikérper-Arrays mit guten Signalintensitéten und
niedrigen Detektionsgrenzen (Angenendt u. a., 2003)).

Dagegen zeigen beide Oberflichen deutliche Wechselwirkungen mit unverdiinntem FCS.
Die in die Sattigung laufenden Bindungssignale sind typisch fiir unspezifische Wechsel-
wirkungen. Im Mittel unterscheiden sich die beiden Signale hinsichtlich ihrer Wechsel-
wirkungsfidhigkeit nicht. Bei den hier gezeigten Messungen streuen die Bindungssignale
auf PEG tendenziell starker als auf AMD50. Denkbar ist, dass die Préaparation der
AMDS50-Transducer in wéssriger Phase einheitlichere Oberflichenschichten liefert, als
die Préparation von PEG Oberflichen mit leichtfliichtigem DCM.

Neben einer optimierten Oberflichenchemie, stellen Referenzierungsverfahren eine Mog-
lichkeit dar, die unspezifichen Anteile des Bindungssignals zu beriicksichtigen. Sie er-
lauben dennoch Messungen in Serum oder anderen komplexen Matrices durchzufiihren.
Zur Signalauswertung wird das Signal eines Referenzspots mit einberechnet und so eine
optimale Auswertung der Daten erméglicht (Frostell-Karlsson u. a., 2000 und Rich und
Myszkay, [2000)) .
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Zusammenfassung der Versuche zur Spezifitat der Anbindung

Fiir beide Oberflichen konnte eine Inhibition gezeigt werden. Die Bindestellen des An-
tikorpers sind blockiert und kénnen nicht mehr an die peptidmodifizierte Oberfliche
binden. Dartiber hinaus kann keine unspezifische Wechselwirkung des Antikérpers mit
der Oberfliche detektiert werden. Desweiteren ist die unspezifische Wechselwirkung mit
OVA gering. Fiir Messungen in komplexen Matrices muss gegebenenfalls auf Referen-
zierungsverfahren zuriickgegriffen werden. Die endgiiltige Wahl des Polymers erfolgte,
nachdem die Eignung beider Polymere fiir den Spottingprozess zur Herstellung ortsauf-
geloster Oberflichen untersucht wurde (siehe Kapitel .

4.2 Wahl der geeigneten Transducer fiir das iRIfS-System

Hinsichtlich der Messungen mit dem iRIfS-System, einem 1A-Gerét, ist desweiteren ei-
ne optimale Wahl des zu Grunde liegenden Transducersystems notig. Um eine optimale
Auswertung der Bindungssignale zu erreichen, sollte ein praktisch linearer Zusammen-
hang zwischen gemessener Reflektivitdt und optischer Schichtdicke gelten. Dieser Bereich
ist wellenldngenabhéngig und ist um den Wendepunkt zwischen den alternierenden Mi-
nima und Maxima gegeben. Diese Voraussetzung fiir den optimalen Messbereich muss
bei 1\-Messungen fiir jedes Interaktionssystem iiberpriift werden. (Nopper, 2000)).

4.2.1 Simulation der Reflektivitatsanderung in Abhangigkeit der
Schichtdicke

Zum Abschétzen der zur Auswertung geeigneten Wellenldnge wurde eine Simulation des
entsprechenden Glassubstrates mit der Software FilmWizard durchgefiihrt. Dabei wur-
de die Schichtdicke von 0-100 nm variiert. Eine Dextranschicht quillt auf ca. 30 nm
im feuchten Zustand. Bindet Protein an das Dextran, quillt das Polymer nochmals auf
eine Gesamtdicke von 60 nm (Hearty u.a., 2012)). Bei PEG ist eine Dicke von 30 nm
zu erwarten (Duburcq u.a., 2004)). Hinzu kommen Schichtdickenénderungen durch die
Anbindung der Biomolekiile (Streptavidin, Peptid und Antikérper) um ca. 20 nm. Da-
bei flieflen folgende Gréflenabschitzungen mit in die Rechnung ein: Abmessungen von
Streptavidin: ca. 5 nm (Arakaki u. a., 2004, Lange der Peptidkette mit 15 Aminoséduren
entlang der Amidbindungen max. 3 nm, Gréfle eines Antikérpers: ca. 10 nm. Damit er-
gibt sich, dass eine Linearitdt von ca. 30 nm bis 80 nm gewéhrleistet sein sollte.

In Abbildung[4.7]sind Simulationen tiber die erwartete Reflektivitatsdnderung fiir Schicht-
dicken zwischen 0 und 100 nm bei RIfS- und Goetheglas dargestellt.

Die Simulation zeigt, dass bei unterschiedlichen Wellenldngen eine lineare Abhéngigkeit
im gewiinschten Schichtdickenbereich fiir die beiden Glassubstrate erhalten wird. Bei
RIfS-Glas ist sie im blauen Bereich bei ca. 455 nm zu finden, bei Goetheglas bei langeren
Wellenldngen (520-530 nm) im griinen Spektralbereich. Die jeweils anderen simulierten
Wellenldngen sind zur Auswertung nicht geeignet, da im erwarteten Schichtdickenbereich
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Abbildung 4.7: Vergleich der Reflektivitdten bei unterschiedlichen Wellenldngen in
Abhéngigkeit der Schichtdickenénderung von 0 bis 100 nm fiir RIfS-Glas
(a) und Goetheglas (b)

ein Extrempunkt durchschritten wird. Die Simulationen zeigen auch, dass mit den zur
Verfiigung stehenden Transducern maximal eine Schichtdickendnderung von ca. 50 nm
erfasst werden kann. Bei beiden Systemen wiirden gréfiere Anderungen bedeuten, dass
die Reflektivitdat bei dem simulierten Wellenl&ngenbereich einen Extrempunkt erreicht
oder iiberschreitet.

Die Simulationen zeigen zudem, dass bei der Verwendung von Goetheglas generell hohere
Reflektivitéiten als bei RIfS-Glas erhalten werden. Dadurch kann man ein verbessertes
Signal-Rausch-Verhéltnis erzielen (Markovic, [2008). Desweiteren ist beim Goetheglas ei-
ne hohere Sensitivitdt im Bereich des linearen Verlaufs der Reflektividt gegeben, da die
Steigung der Kurve um den Wendepunkt fiir Goetheglas héher ist, als fiir RIfS-Glas.

4.2.2 Experimentelle Untersuchung zur Eignung von Goetheglas als
Transducermaterial und Vergleich mit RIfS-Glas

Die Eignung von Goetheglas als Glassubstrat zur Detektion der anti-Transglutaminase-
Peptidwechselwirkung fiir die 1 A-Messungen wurde nochmals im Spektralen-RIfS {iber-
priift. Dazu wurden Messungen auf Goetheglastransducern im Spektralen-RIfS durch-
gefithrt. Es erfolgte eine Online-Immobilisierung von 4 pg Streptavidin mit 0.48 ug
Peptid 7 (Probenvolumen 1 ml) und eine anschliefende Messung mit 0.8 mg/l anti-
Transglutaminaseantikérper. Die Auswertung der Messdaten erfolgte bei einer Wel-
lenldnge von 518 nm aus den measure-Daten. Verglichen wurden die Bindungssignale
des Streptavidin-Peptidkomplexes, sowie des anti-Transglutaminaseantikérper auf den
Polymeren AMD50 und PEG auf Goetheglas und RIfS-Glas. Die Bindungsdaten sind in
Abbildung dargestellt. Fiir Goetheglas wurden die Bindungssignale invertiert.
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Abbildung 4.8: Vergleich der Bindungssignale auf Goetheglas (a und b) sowie RIfS-Glas
(¢ und d). Es wurden die beiden Oberflichenpolymeren AMD50 und
PEG verwendet. Dargestellt sind jeweils die Online-Immobilisierung des
Streptravidin-Peptidkomplexes (a und ¢) und die Antikérperanbindung
(b und d). Bindungskurven gleicher Farbe reprisentieren Dreifachmes-
sungen. Die Messungen wurden bei einer Wellenléinge von 518 nm aus-
gewertet und die Signale auf Goetheglas invertiert.

Die Versuche ergaben, dass Messungen auf Goetheglas als Transducermaterial moglich
sind und sowohl die Anbindung des Streptavidin-Peptidkomplexes, als auch die des An-
tikorpers bei einer Wellenlédnge von 518 nm detektiert werden kénnen.

Fiir die Online-Immobilisierung des Streptavidin-Peptidkomplexes auf PEG wird, wie
erwartet, auch auf Goetheglas ein geringeres Bindungssignal als auf AMD50 erhalten.
Auch werden tendenziell geringere Bindungssignale fiir die Antikérperanbindung detek-
tiert als auf RIfS-Glas, wobei die Signale auf RIfS-Glas stéirker variieren.

Generell fillt auf, dass die erzielten relativen Signaldnderungen auf Goetheglas geringer
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sind als auf RIfS-Glas. Jedoch ist auch das Rauschen des Signals auf Goetheglas ge-
ringer als bei den Messungen auf RIfS-Glas. Dies fithrt zu einem vergleichbaren Signal-
Rauschverhéltnis der beiden Transducer.

Die niedrigeren relativen Signale auf Goetheglas kénnen darin begriindet liegen, dass
durch die schichtweise Immobilisierung der einzelnen Komponenten Schichtdicken im
Bereich von ca. 80 nm erreicht werden, wenn AMD50 als Polymer verwendet wird. Ver-
gleicht man diesen Wert mit der Simulation aus Abbildung sieht man, dass der
Kurvenverlauf fiir den Zusammenhang zwischen der Reflektivitdt und der Schichtdicke
auf ein Minimum zulduft und nur geringere Anderungen des Signals in Abhéingigkeit der
Schichtdicke zu erwarten sind.

Jedoch sollte dieser Effekt geringer ausgepréigt sein, wenn PEG als Polymer verwendet
wird. Da dieses Polymer im Vergleich zu AMD50 weniger stark quillt, wire dann ein
hoéheres Signal fiir Antikérperanbindung zu erwarten gewesen. Dies konnte aber nicht
nachgewiesen werden. Gemifl der Simulationen (Kapitel sind auch fir das Bin-
dungsverhalten auf RIfS-Glas negative Bindungssignale zu erwarten, die in den Messun-
gen nicht nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung .

Diese Unterschiede zwischen Simulation und Experiment zeigen, dass Annahmen und
Simulationen durch Messungen zu iiberpriifen sind. Die in Kapitel angenommenen
Schichtdicken fiir die einzelnen Schichten und das Quellverhalten kénnen nur Richtwerte
sein. Aufgrund der Messdaten ist es moglich, dass die realen Schichtdickendnderungen
tatsdchlich geringer sind. Moglicherweise sind auch Unterschiede in der Beschichtungs-
effizienz von Goethe- und RIfS-Glas verantwortlich fiir die Unterschiede in den relativen
Signalen.

Zusammenfassung der Versuche zur Wahl der geeigneten Transducer fiir die
1A-RIfS

Aufgrund der in Kapitel [£.2.T] aufgefithrten Vorteile von Goetheglas in Kombination mit
einer LED im griinen Spektralbereich fiir 1A\-Messungen, und der erfolgreich detektierten
Anbindung des Streptavidin-Peptidkomplexes und des Antikérpers wurde dieses System
zur Detektion verwendet. Dieses System wurde gewéahlt, auch wenn eine Schichtdicke von
80 nm bei AMD50 als Beschichtung im Grenzbereich der detektierbaren Schichtdicken
liegt. Durch nachfolgende Messungen wurde die Reproduzierbarkeit und Konzentrati-
onsabhéngigkeit der Signale auf Goetheglas gezeigt, was die Eignung der Transducer
zur Detektion bestétigt. Die Versuche und die Simulationen zeigen, dass das System zur
Auswertung von 1A- Messungen sorgféltig gewéhlt und die Ergebnisse der Simulation
anhand von Messungen tUberpriift werden miissen.
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4.3 Ortsaufgeloste Oberflaichenmodifikation

Zur Analyse von Protein- oder Peptidarrays muss die Oberflichenmodifikation, insbe-
sondere die Anbindung des entsprechenden Liganden, ortsaufgelost erfolgen. Dazu stehen
verschiedene Spottingsysteme zur Verfiigung, die unterschiedliche Verfahren anwenden,
um kleine Volumina im Nanoliterbereich auf die Transduceroberfliche aufzubringen.
Generell unterschiedet man zwischen Kontakt- und Nichtkontaktdruckern (Miuller und
Roder;, [2004).

Die Nichtkontaktdrucker arbeiten mit dem Injektverfahren der Tintenstrahldrucker, wo-
bei mit Hilfe von Piezokristallen Pulse erzeugt werden, durch die Tropfen aus der Diise
des Druckers gelost werden. Die Vorteile dieses Druckverfahrens sind z.B. die hohen
Geschwindigkeiten von bis zu 6000 Tropfen pro Sekunde, eine regelméfige und reprodu-
zierbare Spotmorphologie, sowie Spotvolumina im Picoliterbereich. Nachteilig ist, dass
eine genaue Kalibrierung erfolgen muss und die Gefahr besteht, dass die Diisen verstop-
fen.

Das Kontaktdrucken ist das gebrduchlichere Verfahren. Die Kontaktdrucker arbeiten mit
einer Nadel aus Keramik oder Stahl, die aus einem Vorratsgefil Probe aufnimmt. Diese
wird anschlieBend beim Kontakt der Nadel mit der Transducer-Oberfliche dort abge-
setzt. Dabei stehen verschiedene Nadelsysteme zur Auswahl.

Die sogenannte solid pin stellt eine massive Nadel dar. Diese muss jedes Mal, bevor sie
eine Probe auf dem Transducer absetzen kann, Lésung aus dem Vorratsgefal aufnehmen.
Kapillarnadeln haben, &hnlich eines Fiillfederhalters, im Inneren eine Kapillare. In diese
wird die Probe durch Kapillarkrifte aufgesaugt. Das erlaubt das Spotten von mehreren
Spots hintereinander, ohne neue Probe aufnehmen zu miissen. Dies erspart Zeit, birgt
aber die Gefahr, dass die Nadel verstopft.

In einem dritten System dem ring pin system wird die Losung von einer Ose aufgenom-
men und ein Film in der Osenéffnung gespannt. Dieser wird mit einer Nadel durchstochen
und so die Probe auf den Transducer aufgebracht. Hiermit kénnen bis zu 100 Spots in
einem Durchgang gespottet werden (Miller und Roder, 2004). In dieser Arbeit kam, wie
in beschrieben, ein Kontaktdrucker mit solid pin zum Einsatz.

Zur Analyse von Microarrays ist es essentiell, eine homogene und reproduzierbare Ober-
flachenmodifikation zu erhalten (Dugas u.a., 2005). Wesentliche Einflussfaktoren ho-
mogener Spotmorphologien sind Grenzflaichenkrifte und hydrodynamische Parameter in
Folge von Instabilitdten der Grenzflache. Dabei kann es durch den sogenannten Marago-
nieffekt zu ungleichméfiigen Verteilungen der Stoffe in einer Probe kommen (Dugas u. a.|
2005). Fiir die Spotmorphologie scheinen vor allem zwei Parameter ausschlaggebend zu
sein: Zum einen die Evaporation von den Spotrdndern und zum anderen das Anhaften
von Material an der dufleren Spotgrenze ,contact line pinning“ (Deegan u.a., 2000).
Die Evaporation ist abhédngig von den Oberflicheneigenschaften des Transducers, der
Zusammensetzung der (Spotting)-Losung und Umweltfaktoren wie Temperatur, Luft-
feuchtigkeit und Luftdruck (Dugas u. a., [2005).

Das Spotting wird aber auch von den FEigenschaften und der Konzentration des zu dru-
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ckenden Protein selbst beeinflusst. Einflussfaktoren kénnen sein: Hydrophobie und Hy-
drophilie der Proteinoberfliche, Gréfle des Proteins sowie der jeweilige isoelektrische
Punkt.

Fiir das Drucken der Arrays wurde der Einfluss der Umweltfaktoren im Vorfeld un-
tersucht. Dabei stellte sich eine relative Luftfeuchtigkeit von 55% als geeignet heraus.
Bei hoherer Luftfeuchtigkeit konnte festgestellt werden, dass die Losung beim Aufsetzen
auf die Transduceroberfliche leicht spritzte. Dennoch kam es zu geringen Schwankun-
gen der Luftfeuchtigkeit (& 5%) und der Spottingkammertemperatur durch Variationen
in den Umgebungsbedingungen, da kein vollklimatisierter Raum zur Verfligung stand.
Die Temperatur des Kiihlmittels im Spotter wurde auf 10 © C eingestellt, was zu einer
Temperatur in der Spottingkammer von ca. 18°C fiihrte. Diese Temperaturen wurden
gewahlt, um zu vermeiden, dass die Proteine denaturieren.

In dieser Arbeit sollen vor allem die Ergebnisse vorgestellt werden, die durch die Variati-
on verschiedener Spottinglésungen erhalten wurden. Dabei wurden verschiedene Puffer
bei unterschiedlichen pH-Werten und Salzkonzentrationen untersucht. Desweiteren wur-
de die Art der Detergenzien und ihre Konzentration, sowie die Proteinkonzentration
variiert.

Als Detergenzien kamen in dieser Arbeit verschiedene Stoffe zum FEinsatz, die auch in
der Molekularbiologie verwendet werden. Sie verbessern die Benetzbarkeit der Ober-
fliche und stabilisieren folglich den Tropfen beim Austrocknen. Somit kénnen sie die
Spotmorphologie verbessern und den Einfluss der Umgebungsbedingungen verringern
(Dugas u. a., 2005).

e Tween®20: ein nichtionisches Detergenz aus der Gruppe der Polysorbate

e CHAPS: ein zwitterionisches Detergenz, das auch zur Aufreinigung von Mem-
branproteinen verwendet wird

e Octylglucosid: ein nichtionisches Detergenz, das ebenfalls auch zur Aufreinigung
von Membranproteinen verwendet wird

e Triton® X-100: ein nichtionisches Tensid aus der Gruppe der Octylphenolethoxyla-
te

e Natriumdeoxycholat: ein anionisches Tensid, das zur Zelllyse und zur Solubili-
sierung von Membranproteinen verwendet wird

Um optimale Spottingergebnisse zu erzielen, wurden verschiedene Tests zuerst mit dem
Modellprotein BSA und anschliefend mit Streptavidin durchgefithrt. Als Transducero-
berflichen standen AMD50- und PEG-Oberflichen zur Verfiigung. Die Immobilisierung
der Proteine erfolgte entweder kovalent {iber Aktivesterchemie im Falle von BSA oder
affinitdatsvermittelt iiber Biotin im Falle von Streptavidin.
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Die Spots wurden tiber den Zusatz von geringen Mengen (0.24 mg/1) Cy5 gelabeltem
BSA sichtbar gemacht. Damit sind zwar nur indirekte Riickschliisse auf die Protein-
verteilung in der Probe zu treffen, dennoch erlaubt diese Methode eine erste Auswahl
geeigneter Bedingungen, die dann in nachfolgenden Versuchen gegebenenfalls noch op-
timiert werden konnen.

4.3.1 Test verschiedener Spottingbedingungen fiir das Modellprotein BSA
Einfluss der Proteinkonzentration und der Detergenzien

Ein wichtiger Parameter der Spottinglosung ist die verwendete Proteinkonzentration.
Sie verindert die Viskositiat (Auburn u.a., 2005). Ubliche Konzentrationen liegen im
Bereich von 1 g/l bis 0.1 g/l, zum Teil aber auch darunter (MacBeath und Schreiber,
2000} Kusnezow u.a., 2003).

In den hier vorgestellten Versuchen wurde die Proteinkonzentration zwischen 0.1 g/1 und
1 g/1 BSA in PBS variiert. Desweiteren wurden vier Detergenzien (Tween®20, CHAPS,
Octylglucosid und Triton® X-100) in einer Konzentration von 0.001% getestet. Gespottet
wurden jeweils sechs Replikate pro Probe auf AMD50- und PEG-Oberflichen in jeweils
2 Arrays auf 2 Transducern. Aufgrund der guten Inter- und Intrachipreproduzierbarkeit
ist jeweils nur ein Array gezeigt. Die Ergebnisse sind in Abbildung dargestellt.

Generell fallt auf, dass die Benetzbarkeit der PEG-Oberfliche im Vergleich zum AMDS50
geringer ist. Insbesondere, wenn Tween®20 und Triton® X-100 in Kombination mit
niedrigen Proteinkonzentrationen verwendet werden. Diese beiden Detergenzien sind fiir
das Spotten auf PEG ungeeignet, da keine homogenen Spots entstehen.

CHAPS ergibt gleichméfBige Spots ab einer Proteinkonzentration von 0.25 g/1. Bei nied-
rigen Proteinkonzentrationen kommt es zur ,,Donutbildung”. Fiir dieses Phdnomen gibt
es zwel Erklarungsansitze. Zum einen konnen diese entstehen, wenn das Abtrocknen
der Spots ungleichméfig oder zu rasch erfolgt (Deegan u. a., [1997). Alternativ wird fol-
gender Zusammenhang diskutiert: An der Grenzfliche zwischen Luft und Fliissigkeit
akkumuliert das Protein. Von dort aus kommt es zu einem Transport an den Rand des
Tropfens und damit zu einer erhéhten Proteinkonzentration an den Spotriandern (Deng
u. a., 2000)).

Octylglucosid ist fiir alle verwendeten Proteinkonzentrationen geeignet. Mit zunehmen-
der Proteinkonzentration ist eine Zunahme des Spotdurchmessers zu bemerken. Dieser
Effekt ist moglicherweise auf eine Reduktion der Oberflichenspannung mit héherer Pro-
teinkonzentration zuriickzufiihren und steht im Gegensatz zu anderen Beobachtungen,
bei denen eine Reduktion des Spotdurchmessers bei hoherer Proteinkonzentration auf-
grund erhohter Viskositdt beschrieben ist (Auburn u. a., 2005).
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Abbildung 4.9: Variation der BSA-Proteinkonzentration sowie die Art des Detergenz:
Die Proteinkonzentration wurde zwischen 0.1 g/1 und 1 g/1 BSA in PBS
variiert. Desweiteren wurden vier Detergenzien (Tween®20, CHAPS, Oc-
tylglucosid und Triton® X-100) in einer Konzentration von 0.001% ge-
testet. Gespottet wurde in jeweils sechs Replikaten pro Probe auf (a)
PEG-Oberflichen und (b) AMDA50-Oberfldchen .

Bei AMD50 fithrt die Verwendung von Triton® X-100 ebenfalls zu unregelméfigen Spots
mit Donutbildung. CHAPS ergibt im Bereich kleiner Proteinkonzentrationen von 0.1-
0.25 g/l regelméBige Spots. Bei hoheren Proteinkonzentrationen kommt es zur Aufkon-
zentration in der Spotmitte. Dieser Effekt geht ebenfalls auf ein ungleichméfliges Ab-
trocknen der Spots zuriick.

Octylglucosid und Tween®20 ergeben beide regeméfBige Spots. Bei der Verwendung von
Octylglucosid ist zum Teil eine leichte Aufkonzentration in der Spotmitte zu bemerken,
bei Tween®20 eine leichte Donutbildung ab Proteinkonzentrationen von 0.25 g/1.

Zusammenfassung der Versuche zum Einfluss der Proteinkonzentration und

der Detergenzien
Fiir das Spotten auf PEG und AMDS50 sind prinzipiell CHAPS und Octylglucosid ge-
eignet. Fiir AMD50 kann auch Tween®20 verwendet werden. Triton® X-100 ist bei
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beiden Oberflichen nicht geeignet. Die genaue Auswahl des Detergenz kann von der
zu spottenden Proteinkonzentration abhidngen. Generell war zu beobachten, dass der
Spotdurchmesser mit zunehmender Proteinkonzentration und, im Falle von PEG als
Oberflichenpolymer, auch die Benetzbarkeit der Oberfliche zunimmt.

Einfluss der Detergenzien- und Proteinkonzentration auf die Spotmorphologie beim
Spotten von BSA

Neben dem reinen Einfluss der Proteinkonzentration auf die Spotmorphologie wurde
auch die Variation der Detergenzienkonzentration in Kombination mit der Protein-
konzentration untersucht. Dazu wurden drei verschiedene Detergenzienkonzentrationen
(0.005%, 0.01% und 0.02%) an Tween®20, CHAPS, Octylglucosid und Triton® X-100
ausgewéhlt und jeweils mit 0.1 g/1, 0.25 g/1 sowie 0.5 g/1 BSA getestet. Die Ergebnisse
sind in Abbildung gezeigt.
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Abbildung 4.10: Einfluss der Detergenzien- und Proteinkonzentration auf die Spotmor-
phologie beim Spotten von BSA: In diesem Versuch wurden drei ver-
schiedene BSA-Konzentrationen (0.1 g/1, 0.25 g/1 und 0.5 g/1) mit je-
weils drei verschiedenen Detergenzienkonzentrationen kombiniert. Wie
im vorherigen Versuch kamen Tween®20, CHAPS, Octylglucosid und
Triton® X-100 als Detergenzien zum Einsatz. Links sind die Ergebnisse
auf PEG, rechts auf AMD50 dargestellt. In der Mitte ist das Spotting-
schema gezeigt.

Fir PEG als Oberflichenpolymer ergeben niedrige Detergenzienkonzentrationen von
0.005% in Kombination mit hoheren Proteinkonzentrationen von 0.5 g/1 BSA gute Spot-
tingergebnisse.

Im Fall mittlerer Detergenzienkonzentrationen von 0.01% ergeben sich bei der Verwen-
dung von Tween®20 mit allen Proteinkonzentrationen ungleichméBige Spots zum Teil
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mit Donutbildung. CHAPS ergab eine gute Spotmorphologie ab einer Proteinkonzentra-
tion von 0.5 g/1 BSA und Octylglucosid ab einer Proteinkonzentration von 0.25 g/1.
Bei niedrigeren Konzentrationen kommt es zu einer Aufkonzentrierung in der Spotmitte.
Triton® X-100 ist in dieser Konzentration insgesamt nicht geeignet, da es zu einer sehr
inhomogenen Spotmorphologie kommt.

Detergenzienkonzentrationen von 0.02% sind auf PEG insgesamt nicht geeignet, da die
Spots inhomogen werden und zum Teil ineinander verlaufen.

Mit AMD50 als Oberflachenpolymer erhélt man, wie im Falle von PEG, ein zufrieden-
stellendes Spottingergebnis, wenn hohe Proteinkonzentrationen mit niedrigen Detergen-
zienkonzentrationen kombiniert werden. Dies gilt insbesondere wenn Tween®20 und Oc-
tylglucosid verwendet werden. Mit der mittleren Detergenzienkonzentration von 0.01%
werden mit folgenden Kombinationen gute Ergebnisse erzielt: 0.01% Tween®20 und 0.5
g/1 BSA, 0.01% CHAPS und 0.1 g/, sowie 0.25 g/1 BSA, 0.01% Triton® X-100 und 0.25
g/1 BSA. Bei der Verwendung von Octylglucosid kommt es zu einer Aufkonzentration der
Proteinkonzentration in der Spotmitte. Werden 0.02% Detergenz verwendet, steigt die
Tendenz, dass die Spotform ungleichméfig wird oder die Spottinglésung beim Aufsetz-
ten der Nadel spritzt. Moglich ist die Kombination von 0.02% CHAPS mit 0.25 g/1 BSA.

Zusammenfassung der Versuche zum Einfluss der Detergenzien und Prote-
inkonzentration

Die Ergebnisse zeigen, dass eine gezielte Auswahl und Kombination von gewtinschter
Protein- und Detergenzienkonzentration die Spotqualitdt deutlich verbessern kann. Ten-
denziell sind bei kleinen Proteinkonzentrationen héhere Detergenzienkonzentrationen
besser geeignet. Zu hohe Detergenzienkonzentrationen kénnen zu ungleichméfiigen Spots
fiihren.

Einfluss verschiedener Puffer auf die Spotmorphologie

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss verschiedener Puffer auf die Spotmorpholo-
gie untersucht (siehe Abbildung[4.11]). Dazu wurden Puffer bei verschiedenen pH-Werten
verwendet. PBS bei pH7.4, MES bei pH6, HEPES bei pH7.4 und pHS8. Desweiteren wur-
de der Zusatz von 150 mM NaCl zu den Puffern MES und HEPES untersucht. Die
Tonenstérke spielt besonders bei Transduceroberflichen eine Rolle, bei denen das Pro-
tein nur adsorptiv angebunden wird, dennoch sind auch in Bezug auf die Spotmorpho-
logie gegebenenfalls Effekte zu erwarten, wenn das Protein kovalent angebunden wird.
Desweiteren beeinflusst die Salzkonzentration die Geschwindigkeit, mit der ein Spot aus-
trocknet, wobei eine hohe Salzkonzentration zu schnellerem Austrocknen fithrt (Auburn
u. a., [2005)). Zusétzlich wurden auch hier die Detergenzien variiert. Die verwendete BSA-
Konzentration betrug 0.25 g/1.

Generell konnte beobachtet werden, dass der pH-Wert der Spottinglosung einen ver-
gleichsweise geringen Einfluss auf die Spotqualitéit hat. Dies deckt sich mit den Ergeb-
nissen von Kusnezow et al. (Kusnezow u.a., 2003). Dennoch kann der pH-Wert einen
Einfluss auf die Kopplungseffizienz bei kovalenter Anbindung haben. So beschleunigen
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Abbildung 4.11: Einfluss verschiedener Puffer (PBS pH7.4, MES pH6, HEPES pH7.4
und pH8) mit und ohne Zusatz von 150 mM NaCl auf die Spotmor-
phologie beim Spotten von BSA. Variiert wurde zudem die Art des
Detergenz (Tween®20, CHPAS, Octylglucosid, alle 0.01%). Die Ergeb-
nisse des Spottings auf PEG beschichteten Transducern sind links, die
Ergebnisse auf AMDS50 rechts gezeigt. Die Abbildung in der Mitte gibt
ein Uberblick iiber das Spottingschema.

hohere pH-Werte die unerwiinschte Hydrolyse der gebildeten Aktivester
. Die hier vorgestellten Versuche lassen allerdings keine Aussage iiber die Kopp-
lungseffizienz des jeweiligen Proteins zu, sondern erlauben nur Aussagen iiber die Spot-
morphologie. Die Kopplungseffizienz muss dann fiir jedes zu immobilisierende Protein
angepasst werden.

Bei den Ergebnissen des Spottings auf PEG hat sich generell gezeigt, dass die Benetz-
barkeit mit dem Zusatz von 150 mM NaCl zum Spottingpuffer verbessert werden kann.
Mit HEPES als Spottingpuffer werden in Kombination mit Octylglucosid und CHAPS
gute Ergebnisse erzielt. Triton® X-100 und Tween®20 sind hier zum Spotten ungeeig-
net, da die Proteinverteilung der Spots unregelmafig ist.

Mit PBS kann gegebenenfalls mit Octylglucosid gespottet werden, jedoch kommt es hier-
bei zu einer Konzentration des Proteins in der Spotmitte.

MES-Puffer ergibt unbefriedigende Spottingergebnisse, da es entweder zur Donutbildung
oder zur Aufkonzentration in der Spotmitte kommt. Ob dies an der Puffersubstanz MES
oder am pH-Wert liegt, miisste in weiteren Versuchen geklart werden.

Auch dieser Versuch bestétigt die bessere Benetzbarkeit von AMD50 im Vergleich zu
PEG unter den gegebenen Bedingungen.

Bei der Verwendung von AMDS50 als Oberflachenpolymer kénnen in Abhéngigkeit der
Salzkonzentration nur bei MES Unterschiede in der Spotmorphologie festgestellt wer-
den. Beim MES-Puffer bewirkt der Zusatz von 150 mM NaCl eine etwas homogenere
Proteinverteilung in den Spots. Dennoch ergibt dieser Puffer nur in Kombination mit
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CHAPS ein zufriedenstellendes Spottingergebnis.

Auch hier zeigt sich, dass HEPES-Puffer bei verschiedenen pH-Werten gut zum Spotten
geeignet ist. Es werden mit allen Detergenzien weitgehend homogene Spots erhalten.
Lediglich mit Triton® X-100 kommt es zu einer leichten Donutbildung.

PBS ergibt auch hier homogene Spots in Kombination mit CHAPS und Octylglucosid.

Zusammenfassung der Versuche zum Einfluss verschiedener Puffer: Bei PEG
zeigt sich eine Verbesserung der Benetzbarkeit durch den Zusatz von 150 mM NaCl zu
den verschiedenen Spottingpuffern. Bei AMDA50 ist dieser Effekt hingegen nur schwach
ausgepriagt. Der pH-Wert spielt fiir die Spotmorphologie eine untergeordnete Rolle. Mit
HEPES werden sowohl auf PEG, als auch AMDb50 gute Spottingergebnisse erzielt. MES-
Puffer scheint eher ungeeignet. PBS ergibt gute Ergebnisse mit bestimmten Detergenzi-
en.

4.3.2 Test verschiedener Spottingbedingungen fiir das Modellprotein
Streptavidin

Neben den Spottingversuchen mit dem Modellprotein BSA wurden im Folgenden Spot-
tingversuche mit Streptavidin durchgefiithrt. Zur Herstellung von Peptidarrays soll am
Ende ein Streptavidin-Peptidkomplex auf die Transduceroberfliche aufgebracht wer-
den. Hierfiir wurden zuerst geeignete Spottingbedingungen fiir das Streptavidin er-
mittelt und verschiedene Parameter, wie verschiedene Puffer, verschiedene Detergen-
zien in unterschiedlichen Konzentrationen und die Streptavidinkonzentration variiert.
Die so optimierten Bedingungen wurden anschliefend tiberpriift, indem Streptavidin-
Peptidkomplexe gespottet wurden.

Da sich in den vorangegangenen Versuchen mit BSA gezeigt hat, dass AMD50 unemp-
findlicher gegeniiber den verschiedenen Spottingeinfliissen war als PEG, wurde als Ober-
flichenpolymer zum Spotten AMD50 verwendet. Um das reale System abzubilden, wur-
den fiir diese Versuche biotinylierte AMDB50-Transducer verwendet.

Einfluss des Puffers und der Detergenzienkonzentration auf die Streptavidin-Spots

In einem ersten Versuch wurden die beiden verschiedenen Puffer 10 mM MES + 150
mM NaCl, pH6.0 sowie 10 mM PBS pH7 in Kombination mit verschiedenen Detergen-
zien untersucht (siehe Abbildung . Als Detergenzien wurden Tween®20, Triton®
X-100, Natriumdeoxycholat, Octylglucosid und CHAPS in den Konzentrationen 0.005%,
0.01% und 0.05% verwendet. Die Streptavidinkonzentration betrug 0.25 g/1.

Der Puffer MES wurde getestet, obwohl die vorhergehenden Versuche mit BSA keine zu-
friedenstellenden Spottingergebnisse zeigten. Dennoch kam dieser Puffer zum Einsatz,
da der isoelektrische Punkt von Streptavidin ungefdhr in diesem Bereich liegt. Damit
konnte iiberpriift werden, ob gegebenenfalls die Ladung des Proteins die Benetzungsei-
genschaften und somit die Spotmorphologie beeinflusst, und der Puffer mit Streptavidin
bessere Ergebnisse erzielt als mit BSA.
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Abbildung 4.12: Einfluss des Puffers und der Detergenzienkonzentration auf die Spot-
morphologie beim Spotten von Streptavidin: Als Spottingpuffer dienten
PBS pH7 und MES pH6. Variiert wurde zu dem die Art des Detergenz
(Tvveen®207 Triton® X-100, Natriumdeoxycholat, Octylglucosid und
CHAPS) sowie deren Konzentration (0.005%, 0.01%, 0.05%). In der
letzten Probe wurde der Zusatz von 5% Glycerol zum Spottingpuffer
getestet. Die Proben wurden jeweils in sechs Replikaten auf AMD50
gespottet.

Die Spottingversuche ergaben, dass der eingesetzte Puffer keinen wesentlichen Einfluss
auf die Spotmorphologie hat. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fiir die folgenden
Versuche weiterhin PBS verwendet, dessen pH-Wert dem physiologischen pH-Wert am
néchsten liegt und mit BSA bessere Ergebnisse ergab. Bei den niedrigen Detergenzien-
konzentrationen kam es bei allen Detergenzien zu einer Aufkonzentration der Protein-
konzentration in der Spotmitte. Bei der Verwendung von Triton® X-100 spritzte die
Spottinglésung beim Aufbringen auf den Chip.

Fiir eine Detergenzienkonzentration von 0.01% konnten mit CHAPS vergleichsweise ho-
mogene Spots erzielt werden. Bei den anderen Detergenzien kam es zu einer Aufkonzen-
tration in der Spotmitte.

Bei der Verwendung von 0.05% Detergenz kam es bei vielen Detergenzien zu einem Ver-
laufen der Spots, was eine zuverlissige Auswertung erschwerte. Tendenziell ist aber eine
Detergenzienkonzentration von 0.05% zu hoch, um gleichméfige Spots zu erhalten.
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4.3 Ortsaufgeloste Oberflichenmodifikation

In der letzten Probe wurde zum Spottingpuffer mit Tween®20 noch 5% Glycerol hinzu-
gefiigt. Dieser Versuch wurde aufgrund verlaufender Spots nochmals getestet.

Zusammenfassung: Einfluss des Puffers und der Detergenzienkonzentration
Aufgrund der hier gefundenen Ergebnisse wurden in den weiteren Versuchen CHAPS
mit einer Konzentration von 0.01% als Detergenz in PBS verwendet.

Einfluss des Puffers und der Proteinkonzentration auf die Streptavidin-Spots

Aufgrund der vorangegangenen Versuche wurden nun Spottingtests von verschiedenen
Streptavidinkonzentrationen in 0.1 g/1, 0.25 g/l und 0.5 g/l Streptavidin mit 0.01%
CHAPS durchgefiihrt. Daneben wurde der Zusatz von je 2% und 5% Glycerol im Spot-
tingpuffer getestet (sieche Abbildung . Da die Spotmorpholgie bei niedrigen Pro-
teinkonzentrationen mit einer Detergenzienkonzentration von 0.01% nicht optimal war,
wurde dem Spottingpuffer der 0.1 g/1 Streptavidinlésung noch 0.25 g/1 BSA zugesetzt.
Durch die Verwendung von biotinylierter Oberflichen kommt es nur zur Anbindung von
Streptavidin und nicht von BSA, so dass nur die Morphologie des Spots, nicht aber die
Proteinkonzentration auf der Oberfliche beeinflusst wird.

0.01% CHAPS
0.013% CHAPS + 2% Glycerol
0.01% CHAPS + 5% Glyceral
0.1 mg/ml Sav+ 0.25 mg/ml BSA
0.25 mg/ml Sav

B 0.5mg/ml Sav

Abbildung 4.13: Einfluss des Puffers und der Proteinkonzentration auf die Spotmorpho-
logie beim Spotten von Streptavidin (Sav). Es wurden drei verschie-
dene Streptavidinkonzentrationen gespottet (0.1g/l, 0.25 g/1 und 0.5
g/1 Streptavidin. Der niedrigsten Streptavidinkonzentration wurde noch
0.25 g/1 BSA zugesetzt, um auch bei niedrigeren Streptavidinkonzen-
trationen homogene Spots zu erhalten. Desweiteren wurde der Zusatz
von 2% und 5% Glycerol zum PBS-Puffer mit 0.01% CHAPS getestet.

Die Ergebnisse in Abbildung zeigen, dass mit dem Zusatz von 0.01% CHAPS bei den
verschiedenen Proteinkonzentrationen ein akzeptables Spottingergebnis zu erreichen ist.
Der Zusatz von 2% und 5% Glycerol fiihrt zu einer ungleichméfigeren Spotmorphologie.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Daten aus Kusnezow et al. (Kusnezow u.a., 2003).
Anderen Arbeitsgruppen dagegen arbeiten mit Spottinglosungen, die bis zu 40% Gly-
cerol enthalten (MacBeath und Schreiber, 2000). Die hohe Glycerolkonzentration wird
dort eingesetzt, um das Austrocknen der Spots zu verhindern. In den hier vorgestellten
Versuchen ist festzustellen, dass das Waschen zwischen den Proben bei hoher viskosen
Losungen, wie sie mit Glycerol erhalten werden, nicht ganz ausreicht, um Riickstdnde zu
entfernen. Darauf konnen Inhomogenitéten in den Spots von 0.25 g/l Streptavidin mit
0.01% CHPAS zuriickgefithrt werden. Ebenso zeigen die Spots mit Glycerol geringere
Signalintensitdten. Kusnezow et al. beschreiben, dass Glycerol auf den Farbstoff quen-
chend wirken kann (Kusnezow u.a., 2003).

Zusammenfassung: Einfluss des Puffers und der Proteinkonzentration

Die Verwendung von 0.01% CHAPS in PBS ist mit Proteinkonzentrationen zwischen 0.1
g/l und 0.5 g/l Streptavidin moglich. Der Zusatz von Glycerol ist bei den hier vorge-
stellten Versuchen nachteilig.

Spotting von Streptavidin-Peptidkomplexen unter Variation der
Streptavidin-Konzentration

Fir die Analyse von Peptidarrays soll nicht alleine das Streptavidin auf die Trans-
duceroberfliche aufgebracht werden, sondern ein Streptavidin-Peptidkomplex. Um zu
iiberpriifen, dass sich auch der Streptavidin-Peptidkomplex mit denen im vorangegan-
genen Abschnitt ermittelten Bedingungen gespottet werden kann, wurde ein weiterer
Versuch durchgefiihrt. Dabei wurden die Komplexe mit 0.5 g/1 Streptavidin und 0.25
g/l Streptavidin jeweils mit einem 4-fachen molaren Uberschuss an Peptid gespottet.
Der Losung mit 0.25 g/l Streptavidin wurde noch 0.25 g/1 BSA zugesetzt. Gespottet
wurde in PBS mit dem Zusatz von 0.01% CHAPS. Die Ergebnisse sind in Abbildung
[4.14] gezeigt.

Der Versuch ergab keine wesentlichen Unterschiede im Spottingverhalten der verschiede-
nen Streptavidin-Peptidkomplexe. Dies stiitzt die These von Andresen et al. (Andresen
u. a., 2006]), dass die Spottingeigenschaften vorwiegend vom grofleren Streptavidin und
weniger von den kleineren Peptiden beeinflusst werden.

Die Versuche ergaben gute Spottingergebnisse fiir 0.25 g/1 Streptavidin-Peptid, wenn
0.25 g/1 BSA zugesetzt wurde. Die Spots sind fiir alle Peptide homogen. Das Spotten
von 0.5 g/1 Streptavidin-Peptid ergab leichte Inhomogenitdten beim Spotten. Dabei war
aber keine eindeutige Tendenz zur Donutbildung oder Aufkonzentration in der Spotmit-
te festzustellen.

Zusammenfassung: Spotting von Streptavidin-Peptidkomplexen

Die Ubertragung der Spottingbedingungen fiir Streptavidin auf das Spotten der Strept-
avidin-Peptidkomplexe ist mdglich, so kénnen die Spottingbedingungen mit geringerem
Materialaufwand angepasst werden.

Die letztendliche Optimierung der Spottingbedingungen hat aber gegebenenfalls durch
Messungen im iRIfS zu erfolgen. Die hier vorgestellten Versuche kénnen jeweils nur Vor-
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Abbildung 4.14: Spotting von Streptavidin (Sav)-Peptidkomplexen (Pep) in unterschied-
licher Streptavidinkonzentration. Gespottet wurden alle Streptavidin-
Peptidkomplexe, die der spatere Array enthalten soll. Aufgrund voran-
gegangener Versuche wurde als Spottingpuffer PBS mit 0.01% CHAPS
gewdhlt. Die Spottingkonzentration des Streptavidins betrug 0.5 g/l
bzw. 0.25 g/l. Fir die niedrigere Streptavidinkonzentration wurde ge-
testet, wie sich der Zusatz von 0.25 g/l BSA zur Spottinglésung auf die
Spotmorphologie auswirkt.

tests darstellen, da mit dem Zusatz von Cy5-markiertem BSA zur Visualisierung der
Spots zwar eine Aussage iiber die Spotmorphologie, aber keine Aussage iiber die Funk-
tionalitdt der Arrays getroffen werden kann. Ob die Antikérperanbindung méglich ist
und die Funktionalitdt des Peptids bzw. Liganden nach dem Spotten noch gegeben ist,
kann nur in einer Messung zum Beispiel mit dem iRIfS-System iiberpriift werden, das
die direkte Beobachtung der Peptid-Antikoperwechselwirkung erlaubt.

Zusammenfassung der Versuche zum Spotten von BSA und Streptavidin

Generell zeigen die beiden Versuchsreihen, dass fiir jede Transduceroberfliche und jedes
Protein die entsprechenden Spottingbedingungen untersucht werden miissen. Aufgrund
der komplexen Einflussfaktoren ist es nur schwer moglich, eine generelle Aussage iiber
die Eignung eines bestimmten Spottingpuffers zu machen. Die Anpassung muss mit dem
zu spottenden System durchgefiihrt werden (Auburn u. a. [2005).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Mit den hier gefundenen optimalen Spottingbedingungen fiir Streptavidin-Peptidkomplexe
wurden im Folgenden Peptidarrays zur kinetischen Analyse der Peptid-anti-Transgluta-
minasewechselwirkung hergestellt und vermessen.
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4.4 Auswahl geeigneter Messbedingungen zur kinetischen
Analyse

Wie in Kapitel dargestellt, hingt es von verschiedenen Faktoren ab, ob eine Anbin-
dung eines Rezeptors an einen Liganden an der Oberfliche kinetisch oder diffusionskon-
trolliert verlduft. Die wichtigsten Einflussfaktoren wurden in dieser Arbeit untersucht:
die Hohe der Diffusionsgrenzschicht, die tiber die Flussgeschwindigkeit und die Abmes-
sungen des Flusskanals bestimmt wird, die Ligandkonzentration an der Oberfliche und
die Analytkonzentration in Losung.

Bevor die Peptid-anti-Transglutaminasewechselwirkung kinetisch analysiert wurde, wur-
den verschiedene Versuche durchgefiihrt, um geeignete Bedingungen fiir die kinetische
Analyse wéhlen zu koénnen. Dazu wurden die obengenannten Faktoren angepasst und
optimiert.

4.4.1 Einfluss der Flusszellengeometrie

Fiir die Messungen am iRIfS-System standen zwei verschiedene Flusszellen zur Verfiigung.
Beide Flusszellen wiesen das gleiche 2D Profil auf. Es ist in Abbildung [4.T5] gezeigt. Die
Flusszellen unterschieden sich jedoch im Material und entsprechend auch in der Art und
Weise ihrer Abdichtung. Die Flusszelle aus PDMS wurde durch Andriicken im Rand-
bereich des Transducers abgedichtet, wiahrend die Flusszelle aus PMMA mittels eines
O-Rings abgedichtet wurde. Die Hohe des Flusskanals der PDMS-Flusszelle betrug circa
100 pm. Durch die Verwendung des O-Rings ergab sich eine groBiere Hohe der PMMA-
Flusszelle im Vergleich zur PDMS-Flusszelle. Die Volumina der beiden Flusszellen wur-
den manuell, mit Hilfe einer Pipette, auf ca. 40 yL fiir die PDMS-Flusszelle und ca.
350 pL fir die PMMA-Flusszelle geschétzt. Die Volumina unterscheiden sich um Faktor
8.75. Somit ist fiir die PMMA-Flusszelle bei sonst gleichen Abmessungen, eine Hohe des
Flusskanals von circa 850 ym anzunehmen.

Die beiden Flusszellen wurden auf ihre Eignung fiir kinetisch kontrollierte Messungen
hin iiberpriift. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt. Vermessen wurden je Fluss-
zelle zwei Transducer in Duplikatmessungen. Die Transducer waren mit einem Array
aus 10 x 10 Spots des Peptids 7 mit einer Streptavidinkonzentration von 0.25 g/l be-
spottet. Vermessen wurden die Arrays mit einer Antikérperkonzentration von 3 mg/1
anti-Transglutaminaseantikorper.

(a)

Abbildung 4.15: Vergleich der beiden Flusszellen: (a) Aufbau der PDMS-Flusszelle. (b)
Aufbau der PMMA-Flusszelle
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In Abbildung sind die Quotientenbilder (Grauwerte des Bildes zum Zeitpunkt 650 s
durch Grauwerte zum Zeitpunkt 0 s) je einer Messung mit den beiden Flusszellen gezeigt.
Die Bilder wurden fiir den Zeitpunkt 650 s erstellt, was dem Ende der Injektionsphase
entspricht. Fiir die PDMS-Flusszelle sind per Auge keine Intensitdtsunterschiede zwi-
schen den einzelnen Spots zu erkennen, wihrend bei der PMMA-Flusszelle schon per
Auge ein Intensitéitsgradient von Einlassport (unten) zu Auslassport (oben) festzustel-
len ist.

(a) (b)

Abbildung 4.16: Quotientenbilder der Anbindungssignale zum Zeitpunkt 650 s der bei-
den Flusszelle. (a) Messung mit der PDMS-Flusszelle. (b) Messung mit
der PMMA-Flusszelle

Der deutliche Intensitétsgradient wird bestétigt, vergleicht man die Intensitatsprofile in
Abbildung [£.17} Zur Erstellung dieser Profile wurden die Intensitdtswerte je Spot im
Zeitraum 900 s bis 920 s gemittelt. Dieser Zeitpunkt liegt am Ende der Dissoziations-
phase, wenn nur noch geringe Anderungen in der Signalintensitit zu beobachten sind.
Somit kénnen die Intensitdten der einzelnen Spots gut iiber einen Zeitraum von 20 sec
gemittelt werden. AnschlieBend wurde der Mittelwert aller Spots iiber den gesamten
Array gebildet und fiir jeden Spot die prozentuale Abweichung zu diesem Mittelwert
aufgetragen. Diese Auswertung wurde fiir jede Flusszelle fiir jeweils zwei Messungen pro
zwel Transducer, das heif3t fiir insgesamt vier Messungen, durchgefiihrt. Die Abbildung
zeigt beispielhaft die Auswertung einer Messung.

Diese Auswertung bestétigte den Intensitatsgradienten fiir die PMMA-Flusszelle und er-
gab aber auch fiir die PDMS-Flusszelle Intensitdtsunterschiede iiber den Array hinweg.
Dennoch sind die prozentualen Abweichungen der Spotintensitdten vom Mittelwert bei
der PDMS Flusszelle mit Werten zwischen +22% und -25% geringer als bei der PMMA-
Flusszelle (4+90% bis -60%). Bei den PMMA-Flusszellen konnte dieser Intensitéatsabfall
in Richtung Auslass der Flusszelle fir alle vier Messungen bestéitigt werden. Fiir die
PDMS-Flusszelle hingegen konnte keine Regelméfigkeit in den Schwankungen der Inten-
sitdtsverteilung fiir die vier Replikamessungen festgestellt werden. Die Bindungskurven
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Zeilennummer
Zeilennummer

20 40 60 80
Spaltennummer Spaltennummer

(a) (b)

20 40 60 80

Abbildung 4.17: Prozentuale Abweichung der Intensitdtswerte der Arrays zwischen den
Zeitpunkten 900 und 920 s fiir (a) die PDMS-Flusszelle, sowie (b) die
PMMA-Flusszelle

der PDMS-Flusszelle zeigen unregelméflige Schwankungen aufgrund von inhomogenen
Flussbedingungen.

Ursache dieses Gradienten in der PMMA-Flusszelle sind vermutlich Verarmungseffekte
in der Diffusionsschicht. Diese ist bei der PMMA-Flusszelle um ca. Faktor vier hoher,
als bei der PDMS-Flusszelle. Bei der PMMA-Flusszelle nimmt die Konzentration des
Antikorpers mit zunehmender Kontaktzeit mit der Arrayoberfliche ab, da immer mehr
Antikorper an den Spots gebunden und iiber die Diffusion nur geringere Mengen an
Antikorper nachgeliefert werden.

Bei der PDMS-Flusszelle sind diese Effekte aufgrund der geringeren Hohe nicht zu be-
obachten. Diese Ergebnisse sind nach Gleichung (2.9) zu erwarten, da die Hohe des
Flusskanals quadratisch in die Gleichung fiir die Hohe der Diffusionsschicht eingeht.

Hinsichtlich kinetisch-kontrollierter Messungen war es ebenfalls interessant, die Fluss-
profile der Bindungskurven in beiden Flusszellen miteinander zu vergleichen. Diese sind
in Abbildung [£.18] beispielhaft fiir Spot 5 in Spalte 5 des Arrays in jeweils einer Messung
mit der PMMA und der PDMS-Flusszelle gezeigt.

Die Flussprofile der beiden Flusszellen unterscheiden sich deutlich. Die Messungen mit
der PMMA-Flusszelle weisen im unteren Bereich konkav verlaufende Bindungskurven
auf. Dieser Effekt resultiert aus Verdiinnungseffekten zu Beginn der Probeninjektion.
Wenn die Probenfront auf den Laufpuffer trifft, kann es zu Verdiinnungseffekten kom-
men, die diese Kurvenform ergeben. Bei der PDMS-Flusszelle ist dieser Effekt nicht zu
beobachten. Hier wird der Laufpuffer schnell genug durch die Probe verdringt, so dass
es nicht zur Durchmischung und damit zur Verdiinnung kommt.
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Abbildung 4.18: Vergleich der Flussprofile beider Flusszellen: (a) PDMS-Flusszelle und
(b) PMMA-Flusszelle. Verglichen wird beispielhaft Spot 5 in Spalte 5
des Arrays. Die Nummerierung der Spalten erfolgte vom Auslass- zum
Einlassport, die der Spots von links nach rechts.

Im weiteren zeitlichen Verlauf der Messung beobachtet man bei der PMMA-Flusszelle
ein Flussprofil, das auf diffusionskontrollierte Bedingungen hinweist. Bei der PDMS-
Flusszelle dagegen, findet bei der eingesetzten Antikorperkonzentration schon ein Ubergang
zu kinetisch kontrollierten Bedingungen statt.

Durch den Verdiinnungseffekt und die diffusionskontrollierten Bedingungen in der PMMA-
Flusszelle werden nur relative Intensititsanderungen von 1.5% errreicht, wahrend die
Messung mit der PDMS-Flusszelle bei gleicher Antikorperkonzentration héhere Bin-
dungssignale von ca. 3.5% ergibt.

Zusammenfassung: Einfluss der Flusszellgeometrie

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die PDMS-Flusszelle aufgrund der geringe-
ren Hohe des Flusskanals besser fiir kinetische Messungen geeignet ist. Es kann mit deut-
lich niedrigerer Antikorperkonzentration gemessen werden, was den Materialverbrauch
und damit die Kosten einer Messung senkt. Das Konzentrationsprofil in Abbildung
zeigt aber, dass die FlieBbedingungen in der Flusszelle hinsichtlich eines einheitlichen
Flusses noch optimiert werden kénnen. Schwierig hierbei sind die nicht reproduzierba-
ren Schwankungen. Dieser Einfluss auf die Messungen kann aber zum Teil durch Mit-
telung iiber mehrere Spots und Replikamessungen vermindert werden. Beziiglich der
Optimierung von Flusszellgeometrien zeigt ein Blick in die Fachliteratur, dass syste-
matische Untersuchungen zum Einfluss der Flusszellengeometrie noch ausstehen (Pike
u.a., 2013)). Dieselben Autoren haben Untersuchungen zur Verteilung von Fluoreszens-
farbstoffen in drei unterschiedlichen Flusszellgeometrien untersucht. Dabei wurden gute
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Ergebnisse mit einer runden und einer sogenannten iCell erhalten. Fiir hohe Flussra-
ten ca. 2 ml/min kam es teilweise zu Verwirbelungen der Lésung und somit zu einer
ungleichméfliigen Verteilung des Farbstoffs. Generell sind die Versuche aber nur bedingt
auf die Bedingungen der iRifS-Flusszellen zu iibertragen, da der Flusskanal im Artikel
eine Héhe von 1.5 mm betrug und die Flussraten wesentlich héher waren. Losic et al.
untersuchten ebenfalls verschieden Flussparameter und haben dabei nur einen geringen
Einfluss der Flusszellhohe auf das Sensorsignal gefunden (Losic u. a., 2003]).

4.4.2 Einfluss der Flussgeschwindigkeit und Oberflaichenkonzentration des
Peptids, sowie der Antikorperkonzentration in Losung

In einem weiteren Versuch wurden der Einfluss der Flussgeschwindigkeit und der Ober-
flichenkonzentration des Peptids untersucht, um die optimalen Messbedingungen fiir
kinetische Messungen des Peptid-anti-Transglutaminasesystems mittels iRIfS zu ermit-
teln. Die an der Transduceroberfliche gebundene Menge an Streptavidin-Peptidkomplex
(Oberflichenkonzentration) kann iiber die Konzentration des Streptavidin-Peptidkomple-
xes in der Spottinglosung (Spottingkonzentration) eingestellt werden. Je hoher die ein-
gesetzte Spottingkonzentration, desto hoher die Oberflichenkonzentration des Peptids,
vorausgesetzt, dass die Anbindungskapazitit der Oberfliche noch nicht erreicht ist.

Es wurde ein Array aus den in Kapitel [3.1.1]genannten fiinf Streptavidin-Peptidkomplexen
in je drei unterschiedlichen Konzentrationen (0.05 g/1; 0.1 g/l und 0.25 g/l Streptavi-
din) gespottet. Der Array wurde mit drei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten (30
pL/min, 60pxL/min und 120pL/min) mit einer Antikoérperkonzentration von 1 mg/1 ver-
messen. In Abbildung sind die entsprechenden Ergebnisse fiir eine Variation der
Flussgeschwindigkeit und der Spottingkonzentration des Peptids dargestellt.

Der Einfluss der Antikoérperkonzentration wurde dann anschlieffend untersucht. Dazu
wurden auf oben beschriebenem Transducer weitere Messungen mit einer erhéhten An-
tikorperkonzentration (1.5 mg/l) bei den entsprechenden drei Flussgeschwindigkeiten
durchgefiihrt. In Abbildung sind die Bindungskurven fiir Peptid 6 bei einer Spot-
tingkonzentration von 0.25 g/1 Streptavidin gezeigt.

Einfluss der Flussgeschwindigkeit

Vergleicht man den Einfluss der Flussgeschwindigkeit, so findet man, dass bei niedrigen
Spottingkonzentrationen (0.05 und 0.1 g/1 Streptavidin) die Anfangssteigung unabhéngig
von der Flussgeschwindigkeit ist (siehe Abbildung . Hier liegen unter allen unter-
suchten Geschwindigkeiten kinetisch-kontrollierte Bedingungen vor.

Mit einer Spottingkonzentration von 0.25 g/l Streptavidin jedoch, ist die Anfangsstei-
gung deutlich von Flussgeschwindigkeit abhéngig. Mit steigender Flussgeschwindigkeit
steigt die Anfangssteigung hier stark an.

Besonders deutlich wird dies bei der Erhohung der Flussgeschwindigkeit von 60 pL/min
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auf 120 pL/min. Durch die Verringerung der Dicke der Diffusionsschicht steht mehr An-
tikorper zur Anbindung an der Oberflache zur Verfiigung. Somit liegen fiir eine Fluss-
geschwindigkeit von 30 pL/min und 60 pL/min nicht vollsténdig kinetisch kontrollierte
Bedingungen vor, obwohl die Bindungskurven eine Kriitmmung aufweisen.
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—— 30 pL/min —— 30 pL/min
—— 60 pL/min —— 60 pL/min
0.0020 0.0020 !
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Abbildung 4.19: Vergleich der Bindungssignale des anti-Transglutaminaseantikérpers an
Peptid 6 bei drei unterschiedlichen Spottingkonzentrationen und drei
verschiedenen Flussgeschwindigkeiten: (a) Spottingkonzentration von
0.05 g/l Streptavidin, (b) Spottingkonzentration von 0.1 g/l Strepta-
vidin und (c) Spottingkonzentration von 0.25 g/1 Streptavidin

Dieser Effekt kann auch durch eine mit der Zeit entstehende Verarmung der Antikérper-
konzentration an der Oberfliache entstehen. Glaser beschreibt die Entstehung solcher Bin-
dungskurven (Glaser, |1993). Dieser Effekt kann durch eine Erhohung der Antikérperkon-
zentration oder der Flussrate ausgeglichen werden. Entsprechend findet man fiir die An-
fangssteigung der Bindungskurve der héchsten Flussgeschwindigkeit in Kombination mit
der hochsten Spottingkonzentration, dass diese deckungsgleich mit den Bindungskurven
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niedriger Spottingkonzentrationen verlduft, was auf kinetisch-kontrollierte Bedingungen
hinweist (Sikavitsas u. a., [2002]).

Einfluss der Oberflachenkonzentration

Die Versuche zeigen, dass die Oberflachenkonzentration des Streptavidin-Peptidkomplex-
es im gewdhlten Konzentrationsbereich von der Spottingkonzentration abhingt. Das
heifit, desto hoher die Spottingkonzentration ist, desto hoher ist auch die Oberflichenkon-
zentration, da bei héherer Spottingkonzentration hohere Bindungssignale erhalten wer-
den. Entsprechend lésst sich aus diesen Versuchen (sieche Abbildung der Einfluss
der Oberflichenkonzentration anhand der eingesetzten Spottingkonzentration ermitteln.
Die Versuche zeigen, dass hohere Oberflichenkonzentrationen héhere Bindungssigna-
le fiir die Gleichgewichtsbeladung ergeben. Die Messungen ergeben 0.05% relative In-
tensitatsdnderung bei 0.01 g/l Streptavidin und 0.155% relative Intensitdtsdnderung
bei 0.25 g/1 Streptavidin. Entsprechend steigt auch das Signal-Rausch-Verhéltnis fiir
hohere Oberflichenkonzentrationen. Da fiir alle Messungen das gleiche Probenvolumen
eingesetzt wurde, wird bei hoher Oberflichenkonzentration und hoher Flussgeschwin-
digkeit zum Teil die Gleichgewichtsbeladung nicht erreicht, da sich eine kiirzere Inter-
aktionszeit des Antikorpers mit dem Peptid ergibt. Dies kann durch eine héhere An-
tikorperkonzentration oder eine Erhohung des Probenvolumens ausgeglichen werden.

Einfluss der Antikorperkonzentration in Losung

Der Einfluss der Antikérperkonzentration auf die Anfangssteigung der Bindungskur-
ven bei einer Spottingkonzentration von 0.25 g/l Streptavidin wurde ebenfalls unter-
sucht. Die Messungen (siche Abbildung ergaben, dass sich die Anfangssteigung
bei zunehmender Flussgeschwindigkeit und Antikérperkonzentration einem Maximal-
wert annahert. Dieser wird fiir eine Flussgeschwindigkeit von 60 pL/min schon bei der
hoheren Antikoérperkonzentration von 1.5 uL/ml erreicht. Auch bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 30 puL/min nimmt die Anfangssteigung bei hoherer Antikérperkonzentration
zu. Um jedoch in den kinetisch kontrollierten Bereich zu gelangen, miissen bei dieser
Flussgeschwindigkeit noch hohere Antikérperkonzentrationen verwendet werden.

Zusammenfassung: Einfluss der Flussgeschwindigkeit, Oberflachenkonzentration
und der Antikorperkonzentration

Fiir kinetische Messungen sind hinsichtlich eines guten Signal-Rausch-Verhéltnisses Spot-
tingkonzentrationen von 0.1 und 0.25 g/1 Streptavidin geeignet. Gemessen werden sollte
mit Flussgeschwindigkeiten zwischen 30 pL/min und 60 L /min, um eine geniigend lange
Interaktionszeit der Probe mit der Oberfliche zu gewéhrleisten. Unter diesen Bedingun-
gen muss die Antikorperkonzentration sorgfaltig gewéhlt werden, um sicher zu stellen,
dass kinetisch kontrollierte Bedingungen vorliegen.
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Abbildung 4.20: Einfluss der Antikorperkonzentration auf die Einstellung kinetischer
Messbedingungen. Im Vergleich werden die Bindungskurven mit 1 und
1.5 pL/ml anti-Transglutaminaseantikorper bei den drei Flussgeschwin-
digkeiten 30 pL/min, 60 pL/min und 120pL/min dargestellt.

4.5 Kinetische Analyse des Transglutaminasesystems

Aufgrund der zuvor ermittelten Messbedingungen wurden nun kinetische Messungen
der fiinf verschiedenen Transglutaminasepeptide durchgefiihrt. Die Peptide 5-8 wurden
gewdhlt, da sie den Bereich des Antikérperepitops abdecken und man deshalb Interak-
tionen erwartet. Peptid 10 liegt schon auflerhalb des Bereichs und man erwartet keine
Interaktion. Es wurde ein Array mit den Streptavidin-Peptidkomplexen gespottet. Die
Konzentration des Streptavidins in der Spottinglosung betrug 0.1 g/1 und 0.25 g/1. Der
Satz an finf Peptiden wurde mit beiden Konzentrationen jeweils doppelt gespottet (in
Abbildung bezeichnet mit Array 1 und Array 2). Die Peptide wurden dabei jeweils
in 4 Replikaten gedruckt. Der Array wurde im Anschluss an einen Test auf unspezifische
Bindung mit 1 g/1 BSA mit folgenden Konzentrationen anti-Transglutaminaseantikorper
vermessen: 10 nM, 20 nM, 30 nM, 40 nM, 100 nM und 200 nM. Ein Quotientenbild der
100 nM Messung sowie das Spot-Ausleserater und die Spotzuordnung sind in Abbildung
gegeben.

Die Bindungssignale der kinetischen Messungen der 0.25 g/l und 0.1 g/1 Streptavidins-
pottinkonzentration sind in Abbildung[4.22|bzw. Abbildung[4.23gezeigt. Alle Messungen
sind Mittelwerte aus vier Replikaten des Array 1 mit entsprechenden Standardabwei-
chungen.

Die Messungen weisen im Allgemeinen eine gute Reproduzierbarkeit und eine Konzen-
trationsabhéngigkeit auf. Nur fiir Peptid 8 des 0.25 g/1 Arrays und Peptid 5 des 0.1 g/1
Arrays wurde hohere Standardabweichungen erhalten. Diese Abweichungen kénnen in
Unregelméafigkeiten des Flusses begriindet liegen, da die Spots dieser beiden Peptide in
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Abbildung 4.21: Array aus Transglutaminasepeptiden zur kinetischen Auswertung. (a)
Quotientenbild des Arrays bei einer Antikérperkonzentration von 100
nM zum Zeitpunkt 600 s. (b) Spottingschema des Arrays mit entspre-
chender Zuordnung der Spots

den Randlagen des Arrays liegen und sich diese Abweichungen in den Messungen der
jeweils anderen Spottingkonzentration nicht wiederfinden.

Die einzelnen Peptide unterscheiden sich in ihrem Bindungsverhalten. So ergeben bei
beiden Spottingkonzentrationen Peptid 6 und Peptid 7 die héchsten relativen Bindungs-
signle, wihrend an Peptid 10 keine Bindung mehr detektierbar ist. Auch unterscheiden
sich die Bindungskurven in der Form der Assoziationsphase und der Dissoziationsphase.
Diese Unterschiede konnen durch die kinetische Auswertung im Anschluss quantifiziert
werden.
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Abbildung 4.22: Bindungskurven der kinetischen Messungen aller fiinf Peptide bei einer

Spottingkonzentration von 0.25 g/l Streptavidin. Gezeigt sind Mittel-
werte aus vier Spots
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Abbildung 4.23: Bindungskurven der kinetischen Messungen aller fiinf Peptide bei einer
Spottingkonzentration von 0.1 g/1 Streptavidin. Gezeigt sind Mittelwer-

te aus vier Spots
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4.5.1 Variation des Auswertebereichs zur Anpassung der scheinbaren
Ratenkonstante

Um kinetische Auswertungen durchzufiihren, wurden verschiedene Auswerteintervalle in
der Assoziationsphase daraufhin tiberprift, wie gut der Fit die Messdaten wiederspie-
gelt. Dazu wird die Exponentialfunktion (Gleichung ) an den Kriimmungsbereich
der einzelnen Konzentrationsmessungen angepasst. Dabei wurden die Anzahl der ange-
fitteten Datenpunkte variiert und somit der Einfluss der Grofle des Fitintervalls getestet.
Untersucht wurden ein Intervall von 60 und 100 Datenpunkte (DP), sowie ein Fit tiber
die gesamte Assoziationsphase. Die entsprechenden Fits fiir Peptid 6 iiber die Konzen-
trationen 20, 40, 100 und 200 nM, sowie die ermittelten ks-Werte sind in Abbildung [4.24]
gezeigt. In Tabelle sind die k,-Werte und die R2-Werte der Fits aufgefiihrt.

0.06
0.0025- I 20 nm
N 0.054 I 40 nM
0.0020- [ 100 nM
_ 0.04 - I 200 M
— 0.00154 '
.(j
= —
£ 0.0010- T, 003
E ~ .02
° 0.00054 ff /7 ... Messdaten '
ya —— Fit ganze Assoziationsphase
0.0000+ enger Fitbereich mit 60 DP 001
-0.0005 ‘ vye|ter F|tb(?re|ch m|t'100 DP 0.00
200 300 400 500 600 ganz 60 DP 100 DP
Zeit [s] Fitbereich

(a) (b)

Abbildung 4.24: Vergleich verschiedener Auswerteintervalle zur Ermittlung von ks bei
verschiedenen Konzentrationen fiir Peptid 6. (a) Anpassungen der Ex-
ponentialfunktion iiber 60 und 100 DP, sowie der gesamten Assozia-
tionsphase, gezeigt sind die Messkurven fiir 20, 40 100 und 200 nM
von unten nach oben. (b) Vergleich der verschiedenen ks-Werte fiir die
einzelnen Anpassungen

Fiir alle Anpassungen ergibt sich, wie erwartet, ein steigender ks-Wert mit zunehmender
Antikérperkonzentration. Bei der Anpassung tiber die gesamte Assoziation wird die An-
passung an die Krimmung mit zunehmender Antikérperkonzentration schlechter. Trotz
guter R2-Werten und geringen Fehlern bildet der Fit fiir 100 und 200 nM die Kriimmung
der Kurve schlechter ab, als fiir kleinere Fitbereiche (vergleiche Abbildung a ). Ins-
gesamt ergeben sich aber fiir alle Konzentrationen die geringsten Standardfehler fiir kg.
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Tabelle 4.1: ky- und R2-Werte iiber verschiedener Fitbereiche

Fitintervall Konzentration ks [s7!] Kor. R-Quadrat
20 nM (7.87 £ 0.05 ) *1073 1.0
e Assogiation 40 1M (1.07 £ 0.01 ) *1072  0.99
& 100 nM (2.15 £ 0.02 ) ¥1072  0.99
200 nM (3.45 £ 0.05 ) *1072 0.98
20 nM (1.0£05)*10"2  0.93
40 nM (1.7+05) %1072 093
60 DP 100 nM (32404)%072 096
200 nM (4.0+03) %1072  0.98
20 nM (9.7 +1.3)*1073  0.97
40 nM (71401)%072 098
100 DP 100 nM (254£01)*072  0.99
200 nM (4.67 £ 0.09 ) *1072  0.99

Bei der Anpassung iiber 60 DP passen sich die ermittelten Fitfunktionen fiir alle Konzen-
trationen dem Kurvenverlauf an. Allerdings ist eine geeignete Auswahl des Fitbereichs
aufgrund der geringen Anzahl an Datenpunkten schwierig. Dies zeigt sich auch in klei-
neren R?-Werten und gréBeren Fehlern der ermittelten Werte.

Die Anpassungen iiber 100 DP weisen geringere Fehler und hohere R?-Werte auf als
die Anpassung mit 60 Datenpunkten. Fiir 200 nM ist der R?>-Wert bei der Verwendung
von 100 DP hoher als bei dem Fit iber die gesamte Assoziation. Desweiteren sind die
ks-Werte der hoheren Konzentrationen (ab 40 nM) hoher, als bei der Anpassung iiber
alle Datenpunkte.

Die Vergleiche zeigen, dass die Grofle des Anpassungsintervalls einen Einfluss auf Groéfie
und Giite der bestimmten ks;-Werte haben. Bei niedrigen Konzentrationen ergeben sich
ungenaue Werte, wenn der Fitbereich zu eng gewéhlt wird. Bei hohen Konzentrationen,
das heifit einem stark gekrimmten Kurvenverlauf, sind die Abweichungen bei weiten
Fitbereichen am grofiten. Soll fiir die Anpassung aller Kurven eine gleiche Intervallgrofie
verwendet werden, bieten sich mittlere Intervallgréfien von hier 100 Datenpunkten an.
Dies wird auch bestétigt, wenn man eine linearen Anpassung der ermittelten ks-Werte
gegen die Antikérperkonzentration zur Bestimmung der Assoziationsratenkonstante k,
auftrigt (Daten nicht gezeigt).

4.5.2 Auswertung der kinetischen Messungen
Auswertung der kinetischen Messungen des 0.25 g/I-Arrays

Die in dem Kapiteln gewonnen Frkenntnisse iiber geeignete Auswertebereiche fiir
kinetische Messungen flossen im Weiteren in die Auswertung der kinetischen Analyse
des Peptid-anti-Transglutaminasesystems mit ein.
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Aus Messdaten der Peptide 5, 6, 7 und 8 wurden die kinetischen Daten ermittelt. In
einem ersten Schritt wurde die Dissoziationsratenkonstante kg iiber einen globalen Fit
aller Konzentrationen ermittelt (siehe Kapitel . Die so ermittelte Ratenkonstante
stimmte im Rahmen statistischer Genauigkeit mit dem kg-Wert iiber ein, wenn dieser
aus dem Mittelwert aller einzeln, fiir jede Konzentration berechneten ky;-Werte bestimmt
wird. Der global ermittelte Wert wies jedoch einen geringeren Standardfehler auf (Daten
nicht gezeigt). Eine mogliche Riickbindung wéhrend der Dissoziation wurde im Modell
iiber einen Offsetparameter abgebildet. Dieser wird null, wenn keine Riickbindung vor-
liegt und nimmt einen Wert grofler null an, fiir den Fall, dass Riickbindung stattfindet.
Die Assoziationsratenkonstante k, wurde, wie in Kapitel beschrieben, bestimmt.
Die Ergebnisse des linearen Fits zur Bestimmung von k&, sind in Abbildung [4.25] gezeigt.
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Abbildung 4.25: Bestimmung von k, aus dem linearem Fit fiir den 0.25 g/1 Array

Fiir die Peptide 6-8 lasst sich die Konzentrationsabhingigkeit der scheinbaren Raten-
konstante gut in einem linearen Fit abbilden. Die R?-Werte der Anpassungen liegen
zwischen 0.99 fir Peptid 6 und 7 und 0.98 fiir Peptid 8. Fir Peptid 5 ergeben sich
deutliche Schwankungen. Hier ist die Bestimmung von k, mit einem gréfleren Fehler be-
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haftet. Die Schwankungen kénnen zum einen in niedrigeren Signalintensitédten begriindet
liegen, zum anderen in Schwierigkeiten bei der Anpassung der Exponentialfunktion an
die Assoziationsphase. In Abbildung weisen die Messkurven des Peptids 5 im Be-
reich der Gleichgewichtsbeladung einen Drift des Bindungssignals auf. Damit kann es
zu Schwierigkeiten bei der Anpassung der Asymptote und somit zu gréfferen Ungenau-
igkeiten der ermittelten Werte kommen. Aus den beiden Ratenkonstanten wurde dann
abschlieend die Affinitdtskonstante K, s; ermittelt. Die Werte der Ratenkonstanten und
Affinitatskonstanten sind in Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Kinetische Konstanten und Affinitdtskonstante des Arrays mit 0.25 g/1
Spottingkonzentration

kq kq Kupr

[s71] L*mol=t %571 [L*mol™!]
Peptid 5 (9.75 & 0.09) *10°3 (1.8 & 0.3) *10° (1.8 & 0.3) *107
Peptid 6 (4.49 4 0.08) *1073 (2.1 + 0.8) *10° (4.7 £ 0.2) *107
Peptid 7 (3.82 4 0.08) *1073 (2.3 £ 0.1) *10° (5.9 £ 0.3) *107
Peptid 8 (4.79 + 0.05) *1073 (2.0 £ 0.1) *10° (4.2 £ 0.3) *107

Die Werte der Dissoziationsratenkonstante unterscheiden sich zwischen allen Peptiden.
Peptid 5 weist mit Abstand die hochste Dissoziationsratenkonstante mit einem Wert von
(9.75 £ 0.09) *10~3 s~! auf. Die anderen Dissoziationsratenkonstanten sind vergleichs-
weise dhnlich, wobei Peptid 7 mit (3.82 + 0.08) *1073 s~! die niedrigste Dissoziationsra-
tenkonstante besitzt. Die Assoziationsratenkonstanten der Peptide unterschieden sich im
Rahmen der statistischen Genauigkeit nicht und bewegen sich in einem Bereich zwischen
1.8 10° und 2.3 10° L*mol~! * s~!. Aus dem Quotienten der beiden Ratenkonstanten
berechnet sich die Affinitdtskonstante.

Im Vergleich der Ratenkonstanten ergibt sich, dass der Wert von k; hdufig ausschlagge-
bend fiir die Affinitdtskonstanten K,y ist, wahrend sich die Assoziationsratenkonstanten
nur geringfiigig unterscheiden. Dieses Verhalten wurde auch in der Literatur beispiels-
weise von Kumagai und Piehler (Kumagai und Tsumoto, 2001| und Piehler} 1997) be-
schrieben.

Die Berechnungen ergaben die hochste Affinitdtskonstante fiir Peptid 7 mit (5.9 + 0.3)
*107 L * mol~! und die niedrigste fiir Peptid 5 mit (1.8 £ 0.3) *107 L * mol~!. Die
Affinitdtskonstanten von Peptid 6 und 8 sind im Rahmen der statistischen Genauig-
keit praktisch gleich. Diese Auswertung zeigt auch, dass allein aus dem Bindungssignal,
wie in Abbildung gezeigt, nicht auf die Affinitdt geschlossen werden kann. Peptid
8 weist ein niedrigeres Bindungssignal als Peptid 6 und 7 auf, dennoch ist der Quoti-
ent aus Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante der drei Peptide praktisch gleich
und somit entsprechen sich die berechneten Affinitdtskonstanten der Peptide. Unter der
Bedingung, dass k., die Konzentration des Antikorpers und die Flussgeschwindigkeit
gleich sind, wiirde man aber fiir alle drei Peptide ein dhnlich hohes Signal fiir die Gleich-
gewichtsbeladung erwarten. Die Unterschiede in der Gleichgewichtsbeladung kénnen in
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4 Ergebnisse und Diskussion

einer geringeren Oberflachenkonzentration fiir Peptid 8 begriindet liegen. Moglicherweise
hat dieses Peptid eine schlechtere Immobilisierungseflizienz, eine geringere Konzentrati-
on in der Stammlésung durch eine schlechtere Loslichkeit oder eine schlechtere sterische
Zuganglichkeit fiir den Antikorper.

Auswertung der kinetischen Messungen des 0.1 g/I-Arrays

Die Messungen der Arrays mit 0.1 g/l Spottingkonzentration wurden fiir die Peptide
5, 6 und 7 wie oben beschreiben ausgewertet. Die linearen Anpassungen zur Ermitt-
lung der Assoziationsratenkonstante sind in Abbildung dargestellt. Die ermittelten
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten sowie die Affinitédtskonstante sind in Ta-
belle [4.3|zusammengefasst. Ein graphischer Vergleich der ermittelten Konstanten der bei-
den Arrays mit unterschiedlichen Spottingkonzentrationen ist in Abbildung[4.27] gezeigt.
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Abbildung 4.26: Bestimmung von k, aus dem linearem Fit fiir den 0.1 g/1 Array

Der Vergleich der beiden Arrays mit unterschiedlichen Spottingkonzentrationen zeigt,
dass, insbesondere fiir Peptid 5 und 8, bei niedrigeren Spottingkonzentrationen hohere
Dissoziations- und Assoziationsratenkonstanten erhalten werden. Die zuvor festgestell-
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4.5 Kinetische Analyse des Transglutaminasesystems

Tabelle 4.3: Kinetische Konstanten und Affinitdtskonstante des Arrays mit 0.1 g/l
Spottingkonzentration

ka ka Kayy
[s71] L*mol~! %571 [L*mol™!]
Peptid 5 (1.10 & 0.02) *1072 (4.3 £ 0.8) *10° (3.9 £ 0.7) *107
Peptid 6 (4.90 + 0.09) ¥10™3 (2.7 £ 0.1) *10° (5.4 & 0.2) *107
Peptid 7 (4.9 +0.1) ¥1073 (3.2 + 0.4) ¥10° (6.5 & 0.8) *107
Peptid 8 (5.8 £ 0.1) ¥*1073 (3.1 £ 0.2) *10° (5.4 £ 0.3) *107
, Dissoziationsratenkonstanten ; Assoziationsratenkonstanten
1.2x10 Il niedrigeSpottingkonzentration 6.0x10 Il niedrige Spottingkonzentration
1.0x10% . hohe Spottingkonzentration hohe Spottingkonzentration
8.0x10°
“0,6.0x10%
< 4.0x10°

2.0x10°

0.04

. Affinitatskonstante , Affinitatskonstante
9x10 9x1
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Abbildung 4.27: Vergleich der Ratenkonstanten und der Affinitdtskonstante des 0.1 g/1
(ausgefiillte Balken) und des 0.25 g/l Arrays (schraffierte Balken)
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4 Ergebnisse und Diskussion

ten Unterschiede im Bindungsverhalten der Peptide bleiben aber weitgehend gleich und
unterscheiden sich zwischen den einzelnen Spottingkonzentrationen nicht.

Die geringeren Dissoziationsratenkonstanten bei der hheren Spottingkonzentration kon-
nen durch mégliche Riickbindungseffekte erkldart werden, die bei einer gréferen Ober-
flichenkonzentration an Peptid stérker auftreten kénnen. Dadurch stehen mehr poten-
tielle Bindungsstellen fir den Antikérper zur Verfiigung, an die die Antikérpermolekiile
nach ihrer Dissoziation vom ersten Bindungspartner wieder anbinden kénnen. Aufgrund
dessen wird dann eine niedrigere Dissoziationsratenkonstante beobachtet. Ebenso kann
der Effekt durch die Dissoziation eines bivalenten Antikorpers hervorgerufen werden
(Nieba u.a., 1996). Eine Minimierung der Riickbindung kann durch die Reduktion der
Oberflachenkonzentration oder auch durch Zugabe des Peptids in Losung wahrend der
Spiilphase erreicht werden. Damit wird eine Riickbindung an die Oberfliche minimiert,
da die Antikoérper nach der Dissoziation von der Oberfliche an das Peptid in Losung
binden koénnen (Glaser} 1993).

Die niedrigeren Assoziationratenkonstanten bei der héheren Spottingkonzentration kénnen
durch verschiedene Effekte begriindet sein. Zum einen ist es méglich, dass trotz sorgfiltiger
Auswahl der Messbedingungen (vergleiche Kapitel ein Einfluss des Massentransports
bei hoherer Spottingkonzentration des Peptids vorliegt. Zum anderen ist es denkbar, dass
es aufgrund der dichteren Belegung mit Peptiden bei hoheren Spottingkonzentrationen
zu einer sterische Hinderung der Antikérperanbindung kommt, da die Zugénglichkeit der
Peptide fiir die Antikoérper erschwert ist. Die Bestimmung der Assoziationsratenkonstan-
te von Peptid 5 ist auch bei dieser Oberflichenkonzentration schwierig und mit einem
groflen Fehler behaftet.

Neben den kinetischen Konstanten ergeben sich auch leicht unterschiedliche Affinitdtskon-
stanten. Diese sind bei der niedrigen Spottingkonzentration hoher als bei der hoheren
Oberflichenbelegung. Die geringere Spottingkonzentration hat somit auf die Assoziati-
onsratenkonstante und damit verbundene mégliche Fehlerquellen einen grofleren Ein-
fluss als auf die Dissoziationsratenkonstante. Die Abweichungen der ermittelten Affi-
nitatskonstanten liegen fiir Peptid 6 und 8 im Bereich von 10 %, fiir Peptid 7 bei 7
%. Desweiteren bleibt aber der Trend von hochster zu niedrigerster Affinitidtskonstante
erhalten.

Die mit dem iRIfS-System erhaltenen Affinitdtskonstanten fiir die Peptide 6, 7 und 8
koénnen mit Affinitdtskonstanten verglichen werden, die am spektralen-RIfS in homogener
Phase von Kroger et. al (Kroger u. al, [2002) gemessen wurden (siche Tabelle [4.4)).

Der Vergleich zeigt, dass die Affinitatskonstanten, die mittels iRIfS in heterogener Phase
bestimmt wurden, im Schnitt um Faktor 3 bis 4 niedriger sind als die, die in homoge-
ner Phase mittels Bindungsinhibitionstest bestimmt wurden. In der Literatur werden
Abweichungen zwischen Affinitdtskonstanten in homogener und heterogener Phase be-
schrieben, die um Faktor 50 voneinander abweichen (Nieba u.a., 1996).

Abweichungen koénnen durch Diffusionslimitation, Heterogenitdten in der Oberfliche
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4.5 Kinetische Analyse des Transglutaminasesystems

Tabelle 4.4: Vergleich der Affinitétskonstante des Arrays mit 0.25 g/1 und 0.1 g/1 Spot-
tingkonzentration, sowie den Affinitdtskonstanten, die mittels Bindungsin-
hibitionstest in homogener Phase bestimmt wurden
0.25 g/1 0.1g/1 homogene Phase
[L*mol 1]

Peptid 6 (4.7 £ 0.2) *107 (5.4 £ 0.2) *107 (1.7 & 0.5) *108
Peptid 7 (5.9 £ 0.3) *10” (6.5 & 0.8) *107 (1.8 £ 0.7) *10%
Peptid 8 (4.2 + 0.3) *10” (5.4 + 0.3) *107 (2.0 & 0.6) *108

oder Aviditétseffekte begriindet sein. Desweiteren ist bei Affinitdtsbestimmungen von
Antikérpern in heterogener Phase ein direkter Einfluss der beiden Bindungsstellen zu
erwarten. In homogener Phase erfolgt die Bestimmung der Affinitétskonstanten iiber die
Anzahl freier Bindungsstellen im Gleichgewicht, das sich zuvor eingestellt hat. Entspre-
chend spielen Unterschiede zwischen den Bindungsstellen eine geringe Rolle. In hetero-
gener Phase hingegen, wird die Kinetik der Reaktion betrachtet und die entsprechenden
Konstanten ermittelt. Bindungsvorgénge an der Transduceroberfliche wirken sich somit
direkt auf die zu bestimmenden Konstanten aus. Riickbindung und kooperative Effek-
te bei Anbindung der beiden Bindungsstellen gehen direkt in die Konstanten ein und
flihren zu Variationen.

In einer grof} angelegten Benchmark-Studie wurden kinetische und thermodynamische
Konstanten, die mit verschiedenen markierungsfrei arbeitenden Systemen bestimmt wur-
den, verglichen. Dabei kam es zu Abweichungen der einzelnen Konstanten fiir das glei-
che System, gemessen in verschiedenen Laboren, um bis zu einer Gréfienordnung (Rich,
2009). Die hier gefundenen Abweichungen kénnten durch eine Optimierung des Systems
in Bezug auf die oben genannten Kriterien noch verbessert werden. Dennoch befinden sie
sich im Rahmen iiblicherweise gefundener Abweichungen zwischen zwei Experimenten.
So ergeben sich beispielsweise auch Differenzen zwischen Affinitdtskonstanten, die im
Fluss oder in ruhenden Loésungen bestimmt werden. So betrdgt die Affinitatskonstante
des anti-Transglutaminase-Antikérpers im Screeningsystem in ruhender Losung gemes-
sen nur 1.3¥107 M (Kréger, 2003)).

Die Messungen in homogener Phase, die im spektralen RIfS durchgefiithrt wurden (siehe
(Kroger u.a., 2002)), ergaben dass tendenziell Peptid 8 die hochste Affinitat zum An-
tikorper besitzt, in heterogener Phase war dies Peptid 7. Diese Unterschiede kénnen zum
einen in unterschiedlichen Immobilisierungsstragtegien der Peptide begriindet liegen. Im
Falle der Messungen in homogener Phase bei Kroger et al. wurden die Peptide iber die
Thiolgruppe eines Cysteinrests an die Oberfliche gekoppelt, im Fall der Messungen in
heterogener Phase mittels eines biotinyliertem Linkers und Streptavidin. Méglicherweise
kommt es dabei zu beeinflussenden Wechselwirkungen. Auch koénnen Flusseffekte bei
der groferen Flusszelle des iRIfS-Systems im Vergleich zum spektralen RIfS nicht ganz
ausgeschlossen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.5.3 Globaler Fit zur Anpassung der Assoziationsratenkonstante

In der oben beschriebenen Auswertung wurde die Assoziationsratenkonstante iiber die
Steigung der Ausgleichsgeraden ermittelt, wenn die scheinbare Ratenkonstante gegen die
Konzentration aufgetragen wird. Alternativ kann die Assoziationsratenkonstante, wie in
Kapitel beschrieben, auch direkt aus den Messkurven mit Hilfe eines globalen Fits
ermittelt werden. In Abbildung sind beispielhaft die Fitkurven des globalen Fits fir
Peptid 6 gezeigt.
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Abbildung 4.28: Bindungskurven von Peptid 6 der Konzentrationen 20, 40, 100 und 200
nM anti-Transglutaminase. Gezeigt sind zudem die Fitkurve fiir globa-
len Fit der Assoziationsphase

Der Vergleich von Messdaten und Fitdaten zeigt eine gute Anpassung des Fits an die
Messdaten. Dies wird durch einen R%- Wert von 0.99 bestéitigt. Der Wert der ermittelten
Assoziationsratenkonstante liegt bei (2.12 £ 0.8) *10° L*mol~! * s=! im Vergleich zu
einem ko-Wert von (2.13 & 0.4) *10° L*mol~! * s~! bei der Ermittlung iiber die Steigung
der Ausgleichsgeraden. Somit unterscheiden sich die Werte im Rahmen der statistischen
Genauigkeit nicht.
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4.5 Kinetische Analyse des Transglutaminasesystems

Der Vorteil, wenn k, mittels des globalen Fits bestimmt wird, liegt darin, dass k, und
damit auch der Fehler von k, direkt aus Messdaten ermittelt wird. Der Nachteil dieser
Methode ist, dass Einfliilsse auf die Assoziationsratenkonstante, wie sie durch Massen-
transport oder das Erreichen der Maximalbeladung entstehen, nicht so leicht erkannt
werden konnen. Diese werden stérker ersichtlich, wenn die Auswertung {iber die Aus-
gleichgerade gewahlt wird. Dann sind Abweichungen vom linearen Zusammenhang zwi-
schen kg und der Antikoérperkonzentration zu erwarten.

4.5.4 Sequentielle kinetische Messungen

In klassischen kinetischen Analysen werden Analytkonzentrationen iiber einen ausrei-
chend groflen Konzentrationsbereich analysiert. Nach jeder Injektion des Analyten er-
folgt die Regeneration der Sensoroberfldche. Bei Systemen mit empfindlichen Liganden,
die durch die Regeneration denaturiert werden oder wenn die Affinitét zwischen Rezeptor
und Ligand sehr hoch ist, versagt diese Methode kinetische Konstanten zu bestimmen. In
der Literatur werden verschiedene Methoden vorgestellt, wie iiber Titrationsserien des
Liganden mit unterschiedlichen Analytkonzentrationen dennoch kinetischen Konstan-
ten ermittelt werden koénnen. Dabei findet keine Regeneration zwischen den Injektio-
nen unterschiedlicher Konzentration statt. Trutnau z. B. schligt eine Auswertung iiber
die Unterschiede der Anfangssteigungen zwischen einzelnen Messungen unterschiedlicher
Konzentration vor. Dazu wird der Quotient der initialen Netto-Assoziationsrate und der
Analyt-Netto-Startkonzentration gegen das Assoziations-Startsignal aufgetragen. Aus
der Steigung der linearen Ausgleichsgerade kann k, und aus dem x-Achsenabschnitt die
Maximalbeladung Ry, ermittelt werden (Trutnau, [2001)).

Ein relativer Vergleich der Konstanten zur ersten Abschétzung kann auch geméf der in
Abschnitt vorgestellten Auswertestrategie fiir sequentielle kinetische Messungen
erhalten werden. Sequentielle kinetische Messungen wurden mit den Peptiden 5, 6, 7 und
8 fiir den anti-Transglutaminase Antikorper durchgefiihrt.

In Abbildung sind die Messkurven der sequentiellen Messungen gezeigt. Vermes-
sen wurde der Array mit 10, 20, 30, 40, 100 und 200 nM. Zur Auswertung wurden die
Konzentrationen 20, 40, 100 und 200 nM herangezogen. Fiir Peptid 5 war es schwierig
aufgrund der Bindungskurven einen zuverldssigen Wert fiir k, zu bestimmen. Wie in
Kapitel dargestellt, driftet das Signal im Bereich der Gleichgewichtsladung stark,
zudem ergeben sich nur geringe Bindungssignale. Deshalb wurde Peptid 5 bei den wei-
teren Auswertungen nicht weiter beriicksichtigt.

Die Abbildung zeigt, dass mit zunehmender Antikérperkonzentration das Bindungssignal
steigt und auch die Kriimmung der Bindungskurve wie erwartet steiler wird. Dennoch
sind die Signalunterschiede zwischen den einzelnen Konzentrationen deutlich geringer
als bei einzelnen, mit Regeneration durchgefiithrten Messungen. Daraus resultiert auch,
dass die Anpassung der Exponentialfunktion an die Assoziationsphase tiber die gesamte
Zeit der Assoziation erfolgte, da der Fit iber einen Teilbereich aufgrund der insgesamt
kleinen Signalunterschiede zwischen den Einzelmessungen und der geringen Kriimmung

83



4 Ergebnisse und Diskussion

0.0025 0.0007 :
—— Peptid 5 Peptid 6 — 20nM
—— Peptid 6 1
0.00204 Peptid 7
= —— Peptid 8 =
5 00015 g =
‘@ ‘@
c c
2 0.0010- g
= =
£ 0.00051 e
00000y T T : : 0.0001 4 : : : : ,
0 2000 4000 6000 8000 0 200 400 600 800 1000 1200
zeit[s] Zeit[s]
(a) (b)
0.0007 . 0.0007 .
Peptid 7 ——20nM Peptid 8 ——20nM
0.0006 ik
0.0005 - ~——100nM
- _ ———200nM
= = 0.0004
2 2 0.0003
2o )
= £ 0.0002
e ? 0.0001]
0.0000
0.0001 4 . . . . . 0.0001 4 . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s] Zeit [s]
(c) (d)

Abbildung 4.29: Bindungskurven der sequentiellen kinetischen Messungen. (a) Messun-
gen der Peptide 5, 6, 7 und 8. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von vier Messspots. (b) - (d) Bindungskurven
nach Konzentration der Peptide 6, 7 und 8

zu ungenau war. In Abbildung sind die linearen Anpassungen zur Ermittlung der
Assoziationsratenkonstante fiir die Peptide 6, 7 und 8 gezeigt.

Die Anpassungen zeigen eine gute lineare Abhéngigkeit der scheinbaren Ratenkonstante
ks von der Konzentration. Die R>-Werte der Anpassungen liegen zwischen 0.96 fiir Pep-
tid 6 und 0.97 fiir Peptid 8. In Tabelle sind die ermittelten Ratenkonstanten und die
Affinitdtskonstante zusammengefasst.

Ein Vergleich der ermittelten Werte aus den sequentiellen Messungen und den Einzel-
messungen des Arrays mit 0.25 g/l Spottingkonzentration zeigt, dass sich die Werte
der Dissoziationsratenkonstanten sehr dhnlich sind. Die Abweichungen liegen bei 7-11%,
wobei die sequentiell gemessenen Werte alle niedriger sind, als die einzeln gemessenen.
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Abbildung 4.30: Bestimmung von k, aus dem linearem Fit fiir die sequentiellen kineti-

schen Messungen

Tabelle 4.5: Kinetische und thermodynamische Konstanten ermittelt aus den sequenti-

ellen kinetischen Messungen

kq kq

[s71] [L*mol =t % s71]

Koy

[L*mol 1]

Peptid 6

Peptid 8

4.0+ 0.1) *¥10~3

4.5+ 0.7) *1073

( (5.0 £ 0.6) *10*
Peptid 7 (3.44 0.1) *10~3 (5.1 + 0.5) *10*
( (6.2 £ 0.5) *10?

(
(
(

1.34 0.2) *107
1.5 £ 0.2) *107
1.4+ 0.1) *107
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Mogliche Ursachen konnen in Unterschieden zwischen den einzelnen Transducern oder
in der Fluidik begriindet liegen. Dennoch bestéitigen die Messungen, dass k; wenig zwi-
schen den einzelnen Messungen schwankt und relativ genau bestimmt werden kann.

Deutliche Unterschiede ergeben sich jedoch bei den Assoziationsratenkonstanten. Hier
liegen die Werte der sequentiellen Messungen um Faktor drei bis vier niedriger als die
der Einzelmessungen. Diese liegt sicherlich darin begriindet, dass beim sequentiellen
Messverfahren die freie Ligandkonzentration auf der Oberflache nicht konstant bleibt,
sondern die Oberflichenbeladung mit steigender Antikoérperkonzentration zunimmt und
damit die Anzahl der freien Liganden auf der Oberfliche abnimmt. Dem kénnte durch
eine Anpassung des entsprechenden mathematischen Modells Rechnung getragen werden.

Entsprechend niedriger sind bei dieser Auswertung der sequentiellen Messungen auch
die berechneten Affinitdtskonstanten. Normiert man jedoch die Absolutwerte der Affi-
nitdtskontanten, in dem man alle ermittelten Werte einer Messung auf den Wert der
jeweils hochsten Affinitét bezieht (hier die Werte von Peptid 7), kénnen relative Affi-
nitdten bestimmt werden. Ein Vergleich dieser Werte zwischen Einzel- und sequentiellen
Messungen ist in Abbildung gezeigt.

1.4

Il Einzelmessung
1.2 B scouentiell

Peptid 6 Peptid 7 Peptid 8

Abbildung 4.31: Vergleich der relativen Affinitdtskonstanten von Einzelmessungen und
sequentiellen Messungen

Diese Auftragung ergibt eine gute Ubereinstimmung der relativen Affinitéten fiir Peptid
6. Fiir Peptid 8 sind die Abweichungen gréfler, dennoch wird in beiden Féllen eine
niedrigere relative Affinitdtskonstante als bei Peptid 6 und 7 gefunden. Generell zeigen
die sequentiellen Messungen groflere relative Fehler als die Einzelmessungen. Dennoch
ist es moglich relative Affinitdten zwischen verschiedenen Peptiden zu einem Antikoérper
abzuschétzen. Der kgs-Wert kann zuverldssig bestimmt werden. Beides ist von Vorteil,
wenn ein System untersucht werden soll, das keine Regeneration zwischen den einzelnen
Messschritten erlaubt.

86



4.6 Entwicklung und Test einer halbautomatisierten Software
Zusammenfassung der Ergebnisse der kinetischen Messungen

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass mit dem iRIfS-System ki-
netische Konstanten von Peptid-Antikérperwechselwirkungen parallel bestimmt werden
konnen. Neben der sorgfaltigen Auswahl der Messbedingungen, wie sie in Abschnitt
festgelegt wurden, spielt der Bereich der Bindungskurve, der zur Bestimmung der kine-
tischen Konstanten herangezogen wird, eine wichtige Rolle. Um moglichst einheitliche
Auswertebedingungen zu erlangen, wurde zur Bestimmung der Assoziationsratenkon-
stante ein Intervall von 100 Datenpunkten verwendet, dessen Lage auf der Bindungskurve
je nach vermessener Antikérperkonzentration variiert wurde. Die Dissoziationsratenkon-
stante wurde mittels eines globalen Fits iiber alle gemessenen Antikérperkonzentrationen
ermittelt. Ebenso ist es moglich, die Assoziationsratenkonstante mittels eines globalen
Fit zu bestimmen. Die Werte, die so erhalten werden, stimmen mit den Werten der
Assoziationsratenkonstante iiberein, wenn diese iiber einen linearen Fit der scheinbaren
Ratenkonstante ks gegen die Antikérperkonzentration ermittelt werden.

Die kinetischen Konstanten wurden bei zwei unterschiedlichen Spottingkonzentrationen
der Peptide bestimmt. Wenn die kinetischen Konstanten fiir den Array mit niedriger
Spottingkonzentration bestimmt wurden, ergaben sich hohere Werte fiir die kinetischen
Konstanten und die Affinitdtskonstante als fiir den Array mit hoherer Spottingkonzen-
tration. Somit ist ein gewisser Einfluss von zum Beispiel Riickbindung bei der Dissozia-
tion oder Massentransporteffekte, sowie sterische Hinderungen bei der Assoziation nicht
ganz auszuschlieflen. Vergleicht man die gefundenen Affinitdtskonstanten jedoch mit den
Werten von Kroger et al. (Kroger u.a. [2002), liegen die gefundenen Werte in dem zu
erwartenden Bereich.

4.6 Entwicklung und Test einer halbautomatisierten Software

Die Auswertung komplexerer Peptidarrays, bei denen mehr als fiinf Interaktionen unter-
sucht werden sollen, ist manuell kaum zu bewerkstelligen. Deshalb wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine halbautomatisierte Software entwickelt, mit welcher auch komplexere
Arrays vergleichsweise schnell ausgewertet werden konnen. Da in Kapitel gezeigt
wurde, dass der Auswertebereich fiir die Assoziationsphase einen wesentlichen Einfluss
auf die Assoziationsratenkonstante haben kann, bietet die vorgestellte Software zudem
die Moglichkeit, sowohl die Lage des Fitbereichs als auch dessen Gréfie zu optimieren. In
Abbildung ist ein Uberblick iiber die verschiedenen Funktionalititen der Software
gegeben. Es sind die Leistungen der Software sowie der bendtigten Angaben des Benut-
zers dargestellt.
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Abbildung 4.32: Ubersicht iiber die Funktionalititen der Software zur halbautomati-
sierten Auswertung kinetischer Messungen. Dargestellt sind die von
der Software bereitgestellten Funktionalitdten, sowie die vom Benut-
zer benotigten Angaben
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4.6.1 Uberblick iiber die einzelnen Auswerteschritte der Software
Einlesen der Messdaten

Die Software beginnt mit dem Einlesen von Messdaten eines Spots aus einer Exceldatei.
Fiir jede gemessene Konzentration und deren Replikamessungen wird die Messkurve
in einem Schaubild dargestellt. Dies erlaubt die Daten zu Beginn der Auswertung zu
iiberpriifen und auszuwéhlen.

Korrektur des Injektionszeitpunktes

In einem néchsten Schritt kann der Injektionspunkt der Messreihen angeglichen werden
(siehe Abbildungen und ). Dies ist notwendig, da im verwendeten Messsystem
Optik und Fluidik getrennt angesteuert werden, so dass der Beginn der Aufzeichnungen
zwischen den Replikamessungen leicht variieren kann.
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Tabellenhlatt H _ - _ _ - ‘ [] Anzeigebereich einschranken auf 200 Punkte urm Referenzpunkt
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Abbildung 4.33: Anpassung des Injektionspunktes fiir alle Messungen: Die Software ermdoglicht die Auswahl eines individuel-

len Injektionspunktes fiir jede aufgenommene Messkurve. Damit kénnen zeitliche Unterschiede ausgeglichen
werden, die entstehen, wenn die Messungen zeitlich leicht versetzt gestartet werden.
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Anpassen der Dissoziationsphasen

In einem néchsten Schritt wird fiir jede Messreihe der Beginn der Dissoziationsphase
ausgewahlt und im Anschluss die Dissoziationsratenkonstante ermittelt. Dazu wird fiir
jede ausgewéhlte Messung ein Vektor iiber die 600 Datenpunkte ab Beginn der Dissozia-
tion gespeichert. Damit entspricht ¢y in Gleichung dem ersten Wert dieses Vektors.
Zudem wurde der Parameter B auf null gesetzt. Die Linge des Vektors wurde auf das
hier verwendete Messprogramm abgestimmt, kann aber angepasst werden.

Berechnung der Dissoziationsratenkonstante

An diese Datenpunkte wird nun die entsprechende Exponentialfunktion (Gleichung )
angepasst und so die Dissoziationsratenkonstante ermittelt.

Prinzipiell ist es moglich, k4 iiber die Kriimmung der Exponentialfunktion aus der Dis-
soziation aller Messungen zu berechnen. Dennoch ist es so, dass der Signalhub zwischen
Beginn und Ende der Dissoziationsphase fiir hohe Konzentrationen hoéher ist, als fiir
niedrigere. Der Verlauf der Dissoziationsphase bei niedrigen Konzentrationen lisst sich
mit dem fiir hohere Konzentrationen in Ubereinstimmung bringen, wenn der erstere zeit-
lich versetzt angepasst wird. Dies ist in den Abbildungen [£.35] und [£:36] gezeigt. Diese
Anpassung hat aber den Nachteil, dass fiir niedrige Konzentrationen ein Teil der Mess-
punkte der Assoziationsphase zur Berechnung mit einbezogen werden, was den Wert
der Dissoziationsratenkonstante verfilscht. k4 ist in der Anpassung iiber alle Konzen-
trationen um eine Groflenordnung kleiner. Desweiteren sind die statistischen Parameter
fiir diese Anpassung schlechter (kleinere Fehlerqadratsumme (sse) und kleinere mittlere
quadratische Abweichung (rms), sowie hoherer R2-Wert). Eine Ubersicht iiber die Fitpa-
rameter und ihrer statistischen Parameter sind in den Tabellen [4.6] und [£.7] gegeben. Die
Verfilschung der Werte wird vermieden, in dem zur Anpassung der Exponentialfunktion
nur die hoheren Antikorperkonzentrationen verwendet werden (siehe Abbildungen
und . Dies ist zuldssig, da kg unabhéngig der Konzentration bestimmbar ist. Auch
ist der Einfluss von moéglicherweise auftretender Riickbindung geringer, da bei hohen
Antikorperkonzentrationen ein Grofteil der Bindungsstellen an der Oberfliche besetzt
ist und nicht zur Bindung abdissoziierter Antikérpermolekiile zur Verfiigung steht.
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Abbildung 4.36: Fit zur Bestimmung von k; iiber alle Konzentrationen: Die Software zeigt den ausgewédhlten Fitbereich
an. Dabei wird ersichtlich, dass durch die zeitliche Verschiebung der Messkurven niedriger Konzentration,
Messpunkte in den Fit mit einbezogen werden, die dem Séttigungsbereich der Bindungskurve angehoren.
Dadurch wird der angepasste kq-Wert verfélscht.
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Abbildung 4.38: Fit zur Bestimmung von k4 iiber 100 und 200 nM: Der Fitbereich zeigt eine einheitliche Kriimmung der beiden
Messkurven im gewéahlten Auswertebereich. Entsprechend liefert die Anpassung der Exponentialfunktion zur
Bestimmung von kg zuverlédssige Werte.
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Tabelle 4.6: Fitparameter fiir die Anpassung von kg iiber alle Konzentrationen und die
Genauigkeitswerte des Fits

Koeffizient Werte

a (4.8 +0.05) *10~4
c (9.6 = 0.05) *10~4
kq (4.9 £ 1.4) *10~4
Genauigkeitswerte

sse 2.077 *1076
rsquare 0.942

rmse 2.94 *1075

Tabelle 4.7: Fitparameter fiir die Anpassung von kg iiber 100 nM und 200 nM und die
Genauigkeitswerte des Fits

Koeffizient Werte

a (5.0 £ 0.05) *10~4
C (9.9 £+ 0.05) *10~4
kg (4.5 £ 0.08) *10~3
Genauigkeitswerte

sse 7.054 *10~7
rsquare 0.965

rmse 2.43 *10™5

Alternativ wére es aber auch moglich, wenn auch aufwendiger gewesen, ky fiir jede Kon-
zentration getrennt zu berechnen und dann ein mittleres k4 zu berechnen.

Anpassung der Lage und der GroBe des Fitbereichs fiir die scheinbare
Ratenkonstante

Desweiteren bietet die Software die Moglichkeit den Fitbereich fiir die scheinbare Ra-
tenkonstante ks zu optimieren (siche Abbildung . Dazu wird Gleichung an die
Assoziationsphase angepasst.

Dabei kénnen sowohl die Grofe, als auch die Lage des Fitbereichs unabhingig vonein-
ander optimiert werden. Mit der Grofle des Fitbereichs wird festgelegt, iiber wie viele
Datenpunkte die Assoziationsphase gefittet werden soll, um kg zu ermitteln. Dies wird
im Feld ,Intervallbreite* angegeben. Die hier angegebene Anzahl der Datenpunkte ent-
spricht der halben Intervallgréfie. Denn ausgehend von einem gewiinschten Startwert,
dem Kriimmungspunkt, wird die Anzahl der Datenpunkte symmetrisch nach unten und
oben in den Fit miteinbezogen.
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Abbildung 4.39: Optimierung des Fitbereichs fiir die scheinbare Ratenkonstante ks. Die Software bietet zwei Optionen:

Zum einen kann die Intervallbreite variiert werden. Dazu wird im entsprechenden Feld die maximale Inter-
vallbreite angegeben und der gewiinschte Krimmungspunkt. Wird dann das Feld ,Intervallgrofie variieren
gewahlt, wird das Intervall zur Anpassung von ks schrittweise von 40 Datenpunkte auf zweimal die vorgege-
bene IntervallgroBe erweitert. Die zugehérigen Werte (ks, R2-Wert der Funktion und der relative Fehler von
ks) werden anschliefend angezeigt.

Zum anderen kann die Lage des Kriimmungspunktes variiert werden. Dazu wird bei der vorgegebenen Inter-
vallbreite der Kriimmungspunkt um +50 Datenpunkte um den vorgegebenen Kriimmungspunkt verschoben
und die entsprechenden Parameter (ks, R2-Wert der Funktion und der relative Fehler von k) angezeigt.
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Soll die Lage des Fitbereichs variiert werden, kann das ebenfalls ausgewdhlt werden.
In diesem Fall wird der Kriimmungspunkt festgelegt und dieser dann bei einer festen
Intervallbreite variiert. Der Krimmungspunkt und mit ihm der Fitbereich wird jeweils
um +50 Datenpunkte nach links und rechts von dem eingegebenen Kriimmungspunkt
verschoben. Der jeweils nicht betrachtete Parameter wird dabei jeweils auf einen be-
stimmten, vorzugebenden Wert festgesetzt.

Als Parameter um k, zu optimieren, dienen jeweils der R?-Wert der Funktion und der
relative Fehler von ks (Fehler von ks zu ks-Wert). Daneben wird noch der absolute Fehler
des Fits angezeigt. Der Fitbereich von ks kann iiber die gleichzeitige Maximierung des
R2-Wertes und Minimierung des relativen Fehlers gefunden werden. Dieser Bereich kann
fiir jede auszuwertende Konzentration einzeln angepasst werden.

Berechnung der scheinbaren Ratenkonstanten, sowie der
Assoziationsratenkonstante und der Affinitdtskonstante

Im néchsten Schritt wird fiir jede Konzentration der ks-Wert ermittelt und gegen die
entsprechenden Konzentration aufgetragen. Daraus ergibt sich dann die Assoziationsra-
tenkonstante, wobei der zuvor ermittelte Wert fiir k4 als Ordinatenabschnitt festgesetzt
wird. In einem letzten Schritt wird nach Gleichung die Affinitdtskonstante ermittelt
und die entsprechenden Daten abgespeichert (siehe Abbildungen und .

Fir alle exponentiellen und linearen Anpassungen gibt die Software auch die statisti-
schen Genauigkeitswerte Summe der quadrierten Fehler (sse), R?, korrigiertes R? und
quadratisches Mittel (rmse) aus. Diese erlauben eine Uberpriifung der errechneten An-
passung.
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Abbildung 4.40: Berechnung von ks iiber Anpassung der Exponentialfunktion: Die Bestimmung von ks erfolgt je gemes-
sener Antikorperkonzentration. Dazu werden die Intervallgrofie und der Kriimmungspunkt, sowie die An-
tikorperkonzentration angegeben. Der jeweilige berechnete ks,-Wert wird intern gespeichert.
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4.6.2 Beeinflussung der scheinbaren Ratenkonstante iiber die Auswahl der
Intervallbreite und dessen Lage

Wie oben bereits erwéhnt, erlaubt die Software die systematische Optimierung des An-
passungsbereichs fiir ks. Im Folgenden soll die Optimierung der beiden Parameter Inter-
vallbreite und Krimmungspunkt fiir Peptid 7 bei zwei verschiedenen Antikérperkonzent-
rationen (20 nM und 200 nM anti-Transglutaminaseantikorper) untersucht und disku-
tiert werden.

Anpassung fiir niedrige Antikorperkonzentrationen
(20 nM anti-Transglutaminaseantikdrper)

In den Abbildungen und sind die Werte fiir ks in Abhéngigkeit der Lage des
Kriimmungspunktes und der Intervallbreite gezeigt.

Bei niedrigen Antikérperkonzentrationen und geringeren Kriimmungen der Bindungs-
kurven wird kein ausgepragtes Maximum fiir ks erhalten. Der Wert schwankt iiber einen
weiten Bereich nur gering. Dies spiegelt sich auch in den Werten fiir den relativen Fehler
wieder. Dieser steigt erst bei einer Lage des Kriimmungspunktes beim Zeitpunkt 580
sec an. Dies fallt mit einem Abfall der ks-Werte zusammen. Der R2-Wert fillt iiber den
gesamten untersuchten Bereich ab, liegt aber fiir alle Punkte im Bereich zwischen 0.985
und 0.945. Fiir niedrige Antikérperkonzentrationen gibt es einen breiten Bereich fiir die
Wahl des Kriimmungspunktes, so dass im vorliegenden Fall ein Punkt in der Mitte des
betrachteten Bereichs um ca. Datenpunkt 540 gew&hlt wird.

Die Variation der Intervallbreite ergibt, dass sich der ks-Wert ab Intervallbreiten von
grofer 90 Datenpunkten stabilisiert. Dann steigt auch der R2-Wert und sinkt der relative
Fehler. Generell konnte beobachtet werden, dass bei niedrigeren Antikérperkonzentra-
tionen groflere Intervallbreiten fiir eine gute Anpassung notig sind, als bei héheren An-
tikorperkonzentrationen. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Gill (Gill
u. a.,(1996)). Bei kleineren Intervallbreiten streuen die Werte fir kg insgesamt stéarker (Da-
ten nicht gezeigt). Zu beachten ist aber bei kleinen Antikorperkonzentrationen, dass der
lineare Bereich zu Beginn der Messung nicht mit in das Intervall zur Anpassung mit
einbezogen wird. In diesem Bereich liegen fiir geringe Antikorperkonzentrationen zum
Teil noch massentransportkontrollierte Verhéltnisse vor, die die anzupassende Konstante
verfélschen wiirden.

Anpassung fiir hohe Antikorperkonzentrationen
(200 nM anti-Transglutaminaseantikorper)

In den Abbildungen und sind die Werte fiir k5 in Abhéngigkeit der Lage des
Krimmungspunktes und der Intervallbreite gezeigt.

Bei hohen Antikorperkonzentrationen und entsprechend stéarker gekriimmten Bindungs-
kurven ergeben sich fiir die beobachteten Parameter k,-Wert, rel. Fehler und R2-Wert bei
der Variation des Kriimmungspunktes Extrempunkte, die in einem bestimmten Bereich
der Messpunkte liegen und fiir alle drei Werte zusammenfallen. Der optimale Wert fur
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Abbildung 4.43: Variation der Intervallbreite von 40 bis 100 Datenpunkte fiir eine niedrige Antikérperkonzentration (20 nM).
Gezeigt ist die Bindungskurve, die entsprechenden k,-Werte und der zugehorige R2-Wert, sowie der relative
Fehler von k;.
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Abbildung 4.45: Variation der Intervallbreite von 40 bis 160 Datenpunkte fiir eine hohe Antikérperkonzentration (200 nM).
Gezeigt ist die Bindungskurve, die entsprechenden ky-Werte und der zugehorige R2-Wert, sowie der relative
Fehler von k.
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4.6 Entwicklung und Test einer halbautomatisierten Software

den k,-Wert kann dann entsprechend des Maximums fiir ks und des R?-Wertes sowie am
Minimum des relativen Fehlers gewahlt werden. In dem hier gezeigten Beispiel mit einer
halben Intervallbreite von 80 Datenpunkten liegt das Maximum bei 380 Datenpunkten.
Bei einer halben Intervallbreite von 60 Datenpunkten liegen die Extrempunkte bei 360
Datenpunkten (Daten nicht gezeigt), so dass ein Maximum von ks und ein Minimum des
relativen Fehlers immer in einem bestimmten Bereich der Messkurve zu finden sind.

Fiir die Abhéngigkeit des ks-Wertes von der Intervallbreite ergibt sich auch bei hohen
Konzentrationen, dass sich der k,-Wert, R?>-Wert und relativer Fehler mit zunehmender
Grofle stabilisieren und einem Maximum bzw. Minimum zustreben. Jedoch ist der Gréfle
des Intervalls eine Grenze gesetzt, da noch groflere Intervallbreiten dazu fithren wiirden,
dass Werte auflerhalb der Assoziationsphase mit in die Anpassung einbezogen wiirden.
Somit ergibt sich eine optimale Intervallbreite von 80 Datenpunkten bei einer Lage des
Krimmungspunkt bei 380 Datenpunkten.

Zusammenfassung: Optimierung des Fitbereichs zur Berechnung von k;

Fiir niedrige Antikérperkonzentrationen umfasst der Anpassungsbereich fiir k5 eine grof3-
ere Intervallbreite als bei hohen Konzentrationen. Mit steigenden Antikérperkonzentrat-
ionen verschiebt sich die optimale Lage des Kriimmungspunktes in Richtung Beginn
der Assoziationsphase. Dieses Verhalten deckt sich mit den Ergebnissen einer weiteren
Auswertestrategie fiir ks, in dem eine Linearisierung der Messdaten zur Bestimmung
von ks vorgenommen wird. Neben der Ermittlung von ks aus der Exponentialfunktion
(vgl. Gleichung kann die Ratenkonstante auch aus der Auftragung der Steigung
der Bindungskurve gegen das Bindungssignal gewonnen werden. Dabei wird ein linearer
Bereich gefunden, fiir welchen gilt, dass sich die Steigung gemi8 Gleichung [4.1] &, ergibt.

WZOH = —(ka * [Rou] + ka)[RLog) + ka * [Rpu] * [RLo oc] (4.1)

In Abbildung ist die entsprechende Auftragung fiir Peptid 7 mit 20 nM und 200
nM anti-Transglutaminase gezeigt. Fiir niedrigere Antikorperkonzentrationen umfasst
der lineare Bereich mehr Datenpunkte als fiir hohere Antikérperkonzentrationen. Wobei
der lineare Bereich fiir hohe Antikérperkonzentrationen auf den Beginn der Assoziati-
onsphase beschriankt ist. Dieses Verhalten bestétigt die Ergebnisse der Software.

4.6.3 Vergleich der Daten aus der halbautomatisierten Software und Origin

Um die Funktion der Software zu iiberpriifen, wurde ein Vergleich der halbautomatisier-
ten Software und Origin 8.1 angestellt. Dabei wurden mit beiden Programmen jeweils die
verschiedenen Konstanten fiir Peptid 7 ermittelt. Mit der Software wurden zwei Berech-
nungen durchgefithrt. Zum einen wurden die Daten rein iiber die Software angepasst
und die entsprechende Optimierung fiir ks durchgefithrt. Zum anderen wurden in der
Software genau die Fitbereiche verwendet, die auch in die Originberechnung einflossen.
Der einzige Unterschied hierbei bestand darin, dass der k4-Wert wie oben erldutert, nur
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Abbildung 4.46: Bestimmung von ks durch die Linearisierung der Bindungskurve. Ge-
zeigt ist zudem die Zuordnung der Messpunkte zu den einzelnen Mess-
phasen: Basislinie und Assoziationsphase, sowie die Anpassung des li-
nearen Bereichs. (a) Auftragung fiir die Messung mit 20 nM anti-
Transglutaminaseantikorper. (b) Auftragung fiir die Messung mit 200
nM anti-Transglutaminaseantikorper

aus den Kurven fiir 100 und 200 nM ermittelt wurde, wéhrend in die Originberechnung
auch die niedrigeren Konzentrationen 20 und 40 nM mit einflossen. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 8] zusammengestellt.

Tabelle 4.8: Vergleich der Ratenkonstanten und der Affinitdtskonstante fiir Peptid 7 nach
der Berechnung durch Origin und der halbautomatisierten Software

kq kq Kupp

[s71] [L*mol ! % s71] [L*mol 1]

Origin (3.82 4 0.08) *10~3 (2.3 £ 0.1) *10° (5.9 + 0.3) *107
Matlab wie Origin (4.1 £ 0.1) *1073 (2.3 & 0.2) *10° (5.6 & 0.5) *107
Matlab (4.074 0.08) *10~3  (2.16 &+ 0.05) *10° (5.3 £ 0.2) *107

Der Vergleich der einzelnen Konstanten ergibt im Allgemeinen eine gute Ubereinstim-
mung der Auswertestrategien manuell mittels Origin und halbautomatisiert mittels der
entwickelten Software. Genauer betrachtet finden sich die grofiten Abweichungen im Be-
reich der Dissoziationsratenkonstante. Hierbei werden bei den Berechnungen mittels der
halbautomatisierten Software Werte erhalten, die ca. 7% hoher liegen, als die mittels glo-
balem Fit in Origin berechneten. Als Ursache hierfiir kommt in Betracht, dass in der halb-
automatisierten Software nur die beiden héchsten Konzentrationen zur Berechnung mit
einbezogen werden. Eine Korrektur des Wertes kénnte erreicht werden, in dem fir jede
Konzentration die Dissoziationsratenkonstante separat berechnet und dann der Mittel-
wert gebildet wird. Denkbar wéren auch, dass bei niedrigen Antikérperkonzentrationen
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4.7 Kinetische Analyse des FLAG-Epitops

Riickbindungseffekte auftreten, die den Wert von k4 beeinflussen und der iiber alle Kon-
zentrationen ermittelte Wert zu gering ist.

Der Vergleich der k,-Werte ergibt praktisch gleiche Werte fiir die Berechnung mit der
Software und Origin, wenn gleiche Fitbereiche gewéhlt werden. Wird die Berechnung
lediglich iiber die Anpassung mit der Software durchgefithrt, wird ein etwas niedrigerer
Wert erhalten. Dies kann durch den héheren k; Wert verursacht sein, der als Ordinaten-
abschnitt in die Berechnung der Ausgleichsgeraden mit einflieft. Durch einen hoheren
Wert wird eine flachere Ausgleichsgerade und somit auch ein niedrigeres k, erhalten.
Als weitere Ursachen sind auch die Verwendung unterschiedlicher Anpassungsbereiche
fiir die Ermittlung von ks denkbar. Dennoch bewegen sich die Abweichungen hier im
Bereich von 6% und damit in einem statistisch tolerablen Bereich. Aus den Differen-
zen der kinetischen Konstanten ergeben sich ebenso Differenzen zwischen den einzelnen
Affinitdtskonstanten. Wie aus den vorhergehenden Beobachtungen zu erwarten, liegen
die K,rp-Werte fiir Origin hoher als fiir die halbautomatisierte Software. Sie sind um 6
bzw. 9% niedriger, wobei sich die Konstanten aus Origin und der Software mit gleichen
Fitbereichen statistisch nicht unterscheiden.

Der Vergleich der halbautomatisierten Software und den Daten, die mittels Origin-
Auswertung erhalten wurden, ergab Schwankungen in den einzelnen Konstanten zwi-
schen 6 und 9%. Diese Werte liegen im Bereich der tolerierbaren Abweichungen. Wobei
die geringsten Abweichungen erhalten wurden, wenn moglichst dhnliche Auswerteberei-
che verwendet wurden. Auch die Optimierungsstrategie von ks, wie sie in der Software
zum Einsatz kommt, ist geeignet, was durch die geringen Abweichungen bestétigt wer-
den konnte. Die Software ist somit zur Auswertung kinetischer Messungen geeignet und
beschleunigt die Auswertung komplexerer Arrays.

4.7 Kinetische Analyse des FLAG-Epitops

Uber ein Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe von R. Bischoff, Chipbasierte Pep-
tidbibliotheken am DKFZ in Heidelberg standen komplexere Peptidarrays zur kineti-
schen Analyse zur Verfiigung. Diese Arrays wurden nach der in Kapitel beschriebe-
nen On-Chip-Peptidsynthese auf Goetheglas hergestellt und umfassten Sequenzvarianten
des FLAG-Epitops. Dabei waren die Aminosduren an bestimmten Positionen der Peptide
durch den gesamten Sequenzraum durchpermutiert, so dass der FEinfluss des Austauschs
einzelner Aminoséuren auf die Ratenkonstanten und damit auch auf die Affinitdt zu dem
entsprechenden monoklonalen Antikorper untersucht werden konnte.

4.7.1 Auswahl einer zur Messung und Auswertung geeigneten Wellenlange

Die On-Chip Peptidsynthese erforderte die Anpassung des Polymers zur Oberflichenbe-
schichtung aufgrund der verwendeten Synthesechemie. Fiir die hier verwendeten Arrays
kam eine am DKFZ entwickelte Oberflachenbeschichtung mit dem Copolymer PEGMA-
PMMA zum Einsatz. Dieses Schichtsystem weist in trockenem Zustand eine Schichtdicke
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Abbildung 4.47: Simulation der rel. Reflektivitét fir die PEGMA-PMMA-Beschichtung
mit FilmWizzard fiir vier verschiedene Wellenldngen und einer Schicht-
dicke bis 150 nm

von ca. 70 nm auf (C. Schirwitz, miindliche Kommunikation).

Simulationen mit FilmWizzard

Aufgrund dieser groflen Differenz zu den bisher verwendeten AMDS50- und PEG- Ober-
flichen wurde die Auswahl einer geeigneten Auswertungswellenldinge nochmals anhand
einer Simulation in FilmWizzard tiberpriift. In Abbildung sind die entsprechenden
Ergebnisse der Simulation fiir vier verschiedene Wellenldngen und eine Schichtdicke bis
150 nm gezeigt.

Die Simulation zeigt, dass alle untersuchten Wellenléngen im Bereich von 70-120 nm
Schichtdicke ein Minimum durchlaufen, an dem die Anderung der relativen Reflektivitét
nicht mehr linear zur Anderung der Schichtdicke verlduft. Dies ist fiir die Auswertung
der Messungen ungiinstig. Die geeignete Wellenldnge hingt nun stark davon ab, in wel-
chem Ausmafl das Polymer unter Puffer quillt. Bei geringem Quellungsverhalten sind
Wellenléngen im blauen Bereich (450 nm) zur Auswertung geeignet, bei starkem Quel-
lungsverhalten und einer Schichtdickenzunahme unter Puffer von ca. 60-70 nm kann auf
LEDs im orange-roten Bereich zuriickgegriffen werden. Bei den ldngeren Wellenlédngen
sind jedoch aufgrund geringerer Reflektivitdten geringere Intensitéiten zu erwarten. Um
genauere Aussagen iiber das Verhalten des Systems unter realen Messbedingungen ma-
chen zu kénnen, wurde das Bindungsverhalten zweier Testsysteme untersucht.

Auswahl der Auswertewellenlange anhand von Messungen an einem Testsystem

Zur Uberpriifung der Simulationen wurden die PEGMA-PMMA beschichteten Trans-
ducer mit dem Testsystem Testosteron-anti-Testosteron im spektralen RIfS vermessen
und anschliefend die Auswertung fiir verschiedene Wellenldngen vorgenommen. Hierbei
findet eine Antikérperanbindung an ein, auf der Oberflache immobilisiertes, Testoste-
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Abbildung 4.48: Bindungskurven der Messungen mit dem Testosteronsystem auf
PEGMA-PMMA: Die Messung zeigt die Anbindung des anti-
Testosteronantikérpers an eine mit Testosteronoxim beschichtete Trans-
duceroberflache. Die Messungen erfolgten in Triplikaten. Bindungskur-
ven gleicher Farbe bezeichnen Replikamessungen. Die Auswertung er-
folgte bei vier verschiedenen Wellenldngen.

ronderivat statt. Bildet sich dabei eine Monolage an Antikoérper, entspricht dies einer
Schichtdickenénderung von etwa 10 nm. Eine Anderung in dieser GroBenordnung wird
auch fur die Wechselwirkung zwischen Peptid und Antikoérper erwartet, wenn spéter die
am DKFZ hergestellten Arrays vermessen werden sollen.

Fiir die Testosteron-anti-Testosteronmessungen wurden 2 mg/1 anti-Testosteronantikorper
eingesetzt und die Anbindung auf einer mit Testosteron beschichteten Transducerober-
flache verfolgt. Die Messungen mit dem anti-Testosteronantikérper wurden in Triplikaten
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung gezeigt.

Die Auswertungen der Messungen nach Wellenlénge ergaben wie erwartet eine starke
Abhéngigkeit des Bindungssignals von der Wellenlédnge. Fiir 500 nm werden die gréfiten
Anderungen, fiir 550 nm die geringsten Anderungen erhalten. Desweiteren fillt auf, dass
fiir Auswertewellenldngen kleiner 550 nm negative Bindungssignale, fiir Wellenldngen
grofler 550 nm positive Bindungssignale erhalten werden.

Aus den erhaltenen Bindungskurven und den zuvor ermittelten Simulationen kann ge-
schlossen werden, dass die Schichtdicke wesentlich hoher als 70 nm sein muss. Es ist
zu vermuten, dass die PEGMA-PMMA-Schicht auf eine Schichtdicke von iiber 200 nm
quillt. Fiir dieses starke Quellungsverhalten spricht auch die Beobachtung, dass die
Transducer beim Eindriften vor den Messungen sehr lange bendétigen, bis eine stabile
Basislinie erhalten wird. Die Schichtdicken wiirden somit in einem Bereich liegen, in
dem die Reflektivitdt fiir 500 nm das Maximum schon wieder durchschritten hat, wo-
durch es zu negativen Bindungssignalen kommt. Fiir die anderen Wellenldngen steigt
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die Reflektivitat in diesem Bereich aber noch mit zunehmender Schichtdicke an, so dass
positive Bindungssignale erhalten werden. Aufgrund des geringen Bindungssignals fiir
550 nm ist hier ein Maximum der Reflektivitdt anzunehmen.

Desweiteren ist es moglich, dass die Simulationen in Abbildung [£.47 nur bedingt die rea-
len Verhéltnisse des Schichtsystems widerspiegeln. Die Simulationen wurden unter der
Annahme des Brechungsindex fiir AMD50 durchgefiihrt. Méglicherweise liegt der Bre-
chungsindex der PEGMA-PMMA-Schicht in einem anderen Bereich als angenommen
und die Extrema sind zu geringeren Schichtdicken hin verschoben.

Die Messungen zeigen, dass die sorgfiltige Auswahl der Auswertewellenldnge fir 1-A-
Messungen und die Uberpriifung der simulierten Daten am realen Messsystem unabding-
bar sind. Aufgrund der vorliegenden Daten wurde eine geeignete Auswertewellenlénge bei
ca. 500 nm gefunden. Die Auswertung zeigt jedoch, dass auch eine LED im Bereich von
520 nm, wie sie im verwendeten iRIfS-Aufbau vorliegt, zur Messung verwendet werden
kann. Man erwartet fiir diese Wellenlédnge aber etwas geringere Bindungssignale.

4.7.2 Analyse des FLAG-Systems

Nachdem in vorhergehenden Messungen das Bindungsverhalten, die Reproduzierbarkeit
und die Regenerierbarkeit der FLAG-Arrays untersucht wurden, konnten mit optimier-
ten Bedingungen kinetische Messungen des FLAG-Arrays am iRIfS-System durchgefiihrt
werden. Dabei wurden folgende Antikoérperkonzentrationen in PBS pH7.4 in Triplikat-
messungen vermessen: 16.7 nM; 33.3 nM; 66.7 nM; 133.3 nM und 200 nM. Aufgrund
fluidischer Probleme konnte fiir die Konzentration 16.7 nM nur eine Messreihe ausge-
wertet werden. Die Regeneration erfolgte mit 10 mM Glycin pH2. Abbildung zeigt
die Zuordnung der Spots zu den jeweils durchpermutierten Aminoséduren. Das Auslesen
der Spotintensitéiten erfolgte mittels imageJ und die Auswertung der kinetischen Mes-
sungen mittels der halbautomatisierten Software.

Generell ergaben die Ergebnisse wie auch schon in Abbildung a ersichtlich, dass die
Bindung des Antikorpers an das FLAG-Epitop von bestimmten Aminosiduren starker
abhéngig ist als von anderen. Permutationen der Positionen 2 und 3 fithren zu einem
praktisch vollstdndigen Verlust der Bindefdhigkeit, so dass der Antikérper nur dann
das Peptid erkennt, wenn die originale Aminosdure vorhanden ist. Weit weniger emp-
findlich reagiert der Antiképer auf Permutationen der Positionen 1 und 5. Hier finden
sich fiir alle ausgetauschten Aminosduren Bindungssignale des Antikérpers. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Sloostra et al (Slootstra u. a., [1997)

In Abbildung sind die zur Auswertung benétigten Diagramme fiir Spot 10 (As-
paragin (D) an Position 5 des FLAG-Epitops) dargestellt. Aus den Bindungskurven
im Teilbild a) der Abbildung ist ersichtlich, dass die Kurven fiir die beiden obersten
Konzentrationen (133.33 und 200 nM, bzw. bezeichnet als 10 und 15 pg) beztiglich der
Gleichgewichtsbeladung nicht mehr ganz zu trennen sind. Bei diesen Konzentrationen

112



4.7 Kinetische Analyse des FLAG-Epitops

FLAG-Sequenz DYKDDDDKGG
Spot 1-38 DYKDDDDKGG
Spot 37,42 DYKDDDDKGG
Spot 43, 56 DYKDDDDKGG
Spot 44-72 DYKDDDDKGG
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Abbildung 4.49: Zuordnung des FLAG-Arrays: (a) Quotientenbild des FLAG-Arrays bei
200 nM anti-FLAG-Antikorper. (b) Sequenz des FLAG-Epitops, mar-
kiert sind die verdnderten Aminosdurepositionen. (c) Detaillierte Zu-
ordnung des Arrays zu den entsprechenden Permutationen
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ist die Maximalbeladung der Oberfliche erreicht. Dieser Effekt hat auch einen Einfluss
auf die Bestimmung von k, mittels einer linearen Anpassung und begriindet das abwei-
chende Verhalten des ks-Wertes bei der hochsten Konzentration. Insgesamt weisen alle
Bindungskurven einen iiberlagerten Drift auf. Dies ist insbesondere zu Beginn der Mes-
sungen und nach Erreichen der Gleichgewichtsbeladung augenfillig, aber ein typisches
Verhalten der PEGMA-PMMA-Beschichtung.
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Abbildung 4.50: (a) Bindungskurven und die Bestimmung der Ratenkonstanten fiir Spot
10, Asparaginsdure (D): (b) Auswahl der Bindungskurven zur Anpas-
sung der Dissoziationsratenkonstanten. (c¢) Lineare Anpassung zur Be-
stimmung von k,. (d) Exponentielle Anpassung zur Bestimmung von

kq

Auffallig ist auBlerdem, dass die Kurven einen vergleichsweise rechteckigen Verlauf auf-
weisen. Dies kann auf eine hochaffine Wechselwirkung zwischen Antikérper und Peptid
hindeuten, bei der der Einfluss des Massentransports nicht ausgeschlossen werden kann

(Glaser, |1993)). Moglichkeiten diese Einschrankung zu umgehen wéren niedrigere Ober-
flichenkonzentrationen des Peptids gewesen. Aufgrund der externen Synthese der Pepti-
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Abbildung 4.51: Ratenkonstanten und Affinitatskonstante des FLAG-Epitops der Per-
mutationen an Position 5

darrays konnte auf diesen Parameter nur bedingt Einfluss genommen werden. Alternativ
wurde die Verwendung einer erhohten Flussgeschwindigkeit getestet. Damit konnte je-
doch auch keine Anderung des Bindungsverhaltens erzielt werden, so dass die kinetische
Analyse des Arrays unter den gegebenen Bedingungen durchgefiihrt wurde.

Beispielhaft soll auf die Ergebnisse der Auswertung beziiglich der einzelnen permutierten
Aminosiuren an Position 5 eingegangen werden. Sie sind in Abbildung [£.51] gezeigt und
in Tabelle zusammengefasst.

Die Schaubilder zeigen, dass die Unterschiede der einzelnen k,-Werte vergleichswei-
se gering sind. Sie schwanken zwischen 2.8 *10° und 4.2 *10° L*mol~! * s~!. Unter
Beriicksichtigung der Fehler zeigen nur Lysin (K), Glutamin (Q), Arginin (R), Serin (S)
und Threonin (T) eine héheren kq,-Wert und Cystein (C) und Valin (V) einen niedrige-
ren. Da diese Aminosduren chemisch sehr unterschiedliche Strukturen aufweisen, ist es
schwierig eine gemeinsame Tendenz festzustellen, die den héheren k,-Wert begriinden
wiirde. Gegebenenfalls konnen die geringen Unterschiede auch in Flusseffekten begriindet
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4 Ergebnisse und Diskussion

liegen. So weisen die am Rande des Arrays positionierten Aminosduren Q, R, S und T
leicht erhohte k,-Werte auf.

Die Unterschiede in der Dissoziationsratenkonstante sind deutlicher als bei der Assoziati-
onsratenkonstante, auch wenn sich der k4-Wert fir die meisten Aminosduren im Bereich
6 bis 8 *1073 s~! befindet. Dennoch weisen Cystein (C), Histidin (H), Isoleucin (),
Glutamin (Q) und Arginin (R), sowie insbesondere Prolin (P) besonders hohe k4-Werte
auf. Der hohe k4-Wert des Prolins konnte in der sterisch anspruchsvolleren und zu den an-
deren Aminosduren deutlich unterschiedlichen chemischen Struktur des Pyrrolidin-Rings
begriindet liegen. Diese hohen k4-Werte der vorher genannten Aminoséuren spiegeln sich
ebenfalls in den Affinitdtskonstanten wieder. Die Ergebnisse verdeutlichen nochmals,
dass oft die Unterschiede in der Affinitdt durch den k4-Wert beeinflusst werden, so dass
die Peptide mit einem hohen k4-Wert eine niedrige Affinitdtskonstante aufweisen und
Aminoséuren mit einem geringen kg-Wert (Leucin (L), Methionin (M)) eine erhohte.
Interessant ist der Vergleich der urspriinglichen Aminoséure Asparaginsiure (D) mit der
zweiten sauren Aminosdure Glutaminsdure (E). Die Glutaminsidure weist einen leicht
hoheren k,-Wert und einen geringfiigig niedrigeren k4-Wert. Diese Unterschiede jedoch
geniigen, um eine erhdhte Affinitdtskonstante zu erhalten.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit Fluoreszenzmessungen der Arrays ergeben sich in
Ubereinstimmung mit den hier gefundenen niedrigen Affinitéten, die niedrigsten Bin-
dungssignale fiir Histidin (H), Prolin (P), und Arginin (R). Fiir Cystein (C), Isoleucin
(I) und Glutamin (Q) besteht diesbeziiglich kein Zusammenhang. Im Falle hoher Affi-
nitétskonstanten sind die Fluoreszenzintensititen in Ubereinstimmung mit héheren Af-
finitdtskonstanten, wobei die Unterschied der Fluoreszenssignalintensitdten im Vergleich
zu den Unterschieden in den Affinitdtskonstanten weniger ausgepriagt sind (R. Bischoff,
DKFZ, miindliche Kommunikation).

Die ermittelten Werte der Affinitdtskonstanten fiir den Klon anti-FLAG-Antikérper M2
liegen deutlich unter dem von Firsov et al. (Firsov u.a., [1996) beschriebenen Wert
der Dissoziationskonstante von 3*10™2 M, das heiBt einer Affinitdtskonstante von 3.3
*108 L*mol~!. Die Bestimmung dieses Wertes erfolgte iiber die Interaktion des '?°I-
markierten Antikérpers mit dem FLAG-Epitop. Das FLAG-Epitop wurde als Fusions-
protein zusammen mit einem Natriumkanal auf einer Zelloberfliche exprimiert. Die Be-
stimmung der Affinitéit erfolgte mittels Scatchard-Plot. Der Unterschied in den Affi-
nitdtskonstanten von ca. einer Gréflenordnung kann durch verschiedene Faktoren ver-
ursacht werden. Wie oben beschrieben, ist ein Einfluss von Massentransport aufgrund
der Form der Bindungskurven nicht auszuschlieBen. Zum anderen ist es auch moglich,
dass die Affinitdt des Antikorpers zum Peptid dadurch beeinflusst wird, dass sich das
Peptid im Falle der iRIfS-Analyse sehr nahe an der Transduceroberfliche befindet, da als
Spacer nur eine Aminosédure verwendet wurde. Diese Effekte kénnten in nachfolgenden
Versuchen durch die Verringerung der Oberflichenbeladung und die Verwendung eines
langeren Spacers minimiert werden. Desweiteren sind aber auch Einflussfaktoren bei der
Bestimmung von Firsov et al. nicht auszuschliefen. Auch hier kann es zu Anderungen
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4.7 Kinetische Analyse des FLAG-Epitops

Tabelle 4.9: Zusammenfassung der ermittelten Ratenkonstanten und Affinitdtskon-
stanten fiir das FLAG-Epitop, Permutation an Position 5

k‘d k‘a Kaff
[s7Y [L*mol=t % s71]  [L*mol™!]
A Spot 12 (6.6 +£0.1) *10-3 (3.4 £ 0.5) *10° (5.1 & 0.7) *10”
C Spot 11 (9.3 +£0.2)*1073 (2.8 £0.1) *10° (3.0 £ 0.1) *10”
D Spot 10 (6.8 +0.1) *1073 (3.4 4+ 0.3) *105 (5.0 £ 0.4) *107
E Spot9 (6.30 £0.08) ¥*1073 (4.1 &+ 0.4) *10° (6.4 + 0.7) *10”
F Spot8 (6.9 4+ 0.2) *1073 (3.5 4+ 0.3) *105 (5.1 £ 0.4) *107
G Spot7 (7.1 £0.1) *1073 (3.5 £0.2) ¥10° (4.9 & 0.3) *107
H Spot6 (9.1 +0.2) *1073 (3.5 4+ 0.2) ¥105 (3.8 £ 0.2) *107
I Spot5 (1.040.1) *1072 (3.7 £0.3) ¥*10° (3.5 &+ 0.3) *107
K Spot4 (8.0+0.1) *1073 (4.2 +£0.2) ¥105 (5.2 £ 0.3) *107
L  Spot3 (6.0£0.1) *1073 (3.7 £0.4) ¥10° (6.2 &+ 0.7) *107
M Spot 18 (6.48 4+ 0.08) *10-3 (3.8 £ 0.2) *10° (5.9 & 0.3) *107
N Spot 17 (7.9 £0.1) *1073 (3.9 £0.4) ¥10° (4.9 + 0.5) *107
P Spot 16 (1.5+0.2)*1072 (3.5 4 0.3) *10° (2.3 + 0.2) *10”
Q Spot35 (1.1 £0.2)*1072 (4.4 £0.3) *10° (3.9 £ 0.3) *107
R Spot34 (9.94+0.1)*10°3 (424 02) *10° (4.2 +0.2) *10”
S Spot 33 (7.45 £ 0.07) *1073 (4.2 £ 0.3) ¥*10° (5.6 & 0.4) *107
T Spot 32 (6.92 + 0.05) *10-3 (4.0 £ 0.3) *10° (5.8 &+ 0.5) *10”
V  Spot 30 (8.1 £0.1) *1073 (3.2 £0.3) ¥10° (4.0 & 0.3) *107
W  Spot 29 (7.38 £ 0.08) ¥*1073 (3.5 &+ 0.3) *10° (4.8 + 0.4) *10”
Y Spot12 (6.6 + 0.1) *1073 (3.4 + 0.5) ¥*105 (5.1 £ 0.7) *107

in der Affinitdt der Interaktion kommen, da das Epitop als Fusionsprotein auf einer Zel-
loberfliche exprimiert wurde. Hierbei kann zum Beispiel die Zugénglichkeit erschwert
oder die Affinitat durch die Proteinumgebung beeinflusst sein.

Zusammenfassung der Ergebnisse: kinetische Analyse des FLAG-Epitops

Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem iRIfS-System in Kombination mit der halbauto-
matisierten Software auch komplexere Peptidarrays vermessen und ausgewertet wer-
den kénnen. Dabei ist wie bei allen 1-\-Systemen eine Abstimmung zwischen der ent-
sprechenden verwendeten Oberflachenchemie des Transducers und der Auswertewel-
lenldnge vorzunehmen. Dabei stellen Simulationen ein hilfreiches Werkzeug dar, dessen
Ergebnisse aber im realen Experiment tiberpriift werden miissen. Nach Abstimmung
der Messparameter kann das System zur kinetischen Analyse von Peptid-Antikorper-
Wechselwirkungen eingesetzt werden. Mittels der Permutation einzelner Aminosdureposi-
tionen ist es prinzipiell moglich, die Affinitét einer solchen Wechselwirkung zu verdndern.
Im dargestellten Bespiel variierte die Affinitédt bei Permutationen an Position 5 allerdings
nur in einem relativ engen Rahmen zwischen 6.4 und 2.3 *107 L*mol~!. Dies liegt je-
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4 Ergebnisse und Diskussion

doch in der Natur der Wechselwirkung begriindet und nicht in der Leistungsfahigkeit
des Systems.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein System zur kinetischen Analyse verschiedener Peptid-Anti-
korper-Interaktionen mittels iRIfS entwickelt. Es wurde zum einen die Interaktion zwi-
schen dem anti-Transglutaminaseantikorper und verschiedenen Peptiden aus dem Prote-
in Transglutaminase untersucht. Die Interaktionspartner Transglutaminase-anti-Trans-
glutaminaseantikérper wurden in Anlehnung an die Krankheit Zoliakie ausgewéhlt. Es
wurde ein Peptidarray mit Sequenzabschnitten aus dem Protein Transglutaminase her-
gestellt. Die verwendeten Peptide umfassten den Bereich des Antikorperepitops. Zum
anderen wurde ein Peptidarray aus verschiedenen verdnderten FLAG-Epitopen erstellt
und die Interaktion der modifizierten Peptide mit dem anti-FLAG-Antikorper ausgewer-
tet.

Zur Herstellung der Transglutaminasearrays sollten die verschiedenen Peptide auf den
Transduceroberflichen immobilisiert werden. Deshalb war es wichtig, eine geeignete
Oberflichenchemie zur Immobilisierung der Peptide auszuwéhlen. Die verschiedenen
Oberflachen wurden im spektralen-RIfS untersucht. Die Kriterien zur Auswahl waren die
Spezifitdt der Wechselwirkung, die Reproduzierbarkeit der Signale und eine moglichst
geringe unspezifische Wechselwirkung. Diese Kriterien wurden von allen getesteten Poly-
meren AMD10, AMD50 und PEG erfiillt. Aufgrund des guten Signal-Rauschverhéltnisses
und des guten Spottingverhaltens wurde AMD50 als geeignetes Polymer gewéhlt.

Die Verwendung des 1-A-Systems iRIfS zur Analyse der Peptidarrays forderte die ge-
naue Untersuchung des verwendeten Transducersystems und der Auswertewellenlénge.
Die Abstimmung dieser beiden Parameter erfolgte anhand von Simulationen mit der
Software FilmWizzard und Messungen am spektralen RIfS, die bei einer Wellenldnge
ausgewertet wurden. Die Versuche ergaben, dass Glastransducer mit einer hohen reflek-
tiven Verstarkung (Goetheglas) in Kombination mit einer LED der Wellenlénge 520 nm
zur Auswertung der Peptidarrays auf dem iRIfS-System geeignet ist.

Die kinetische Analyse von Peptidarrays setzt eine homogene und reproduzierbare orts-
aufgeloste Oberflichenmodifikation voraus. Entsprechend wurden Versuche zur Optimie-
rung der Spottingbedingungen zur ortsaufgelosten Immobilisierung der Peptide durch-
gefithrt. Dabei stellte es sich als vorteilhaft heraus, die Peptide zusammen mit Streptavi-
din als Peptid-Streptavidinkomplex zu spotten. In Vorversuchen mit dem Modellprotein
BSA wurden verschiedene Zusammensetzungen des Spottingpuffers getestet. Variiert
wurden die Proteinkonzentration, die Art und die Konzentration des Detergenz, sowie
die Art des Puffers. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden dann eine Auswahl verschiedener
Spottingpuffer fiir das Spotten von Streptavidin bzw. der Streptavidin-Peptidkomplexe
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5 Zusammenfassung und Ausblick

getestet.
Die Versuche ergaben, dass gute Ergebnisse in PBS mit 0.01% CHAPS erzielt werden.

Neben einer homogenen und reproduzierbaren Oberflichenmodifikation sind bei kine-
tischen Analysen die gewédhlten Messbedingungen von entscheidender Bedeutung, um
aussagekriftige Ergebnisse zu gewinnen. Hierfiir wurden verschiedene Parameter wie die
Flusszellgeometrie, die Ligandkonzentration an der Oberfliche, die Antikérperkonzentra-
tion in Loésung und die Flussgeschwindigkeit variiert und deren Einfluss untersucht. Da-
bei stellten sich Spottingkonzentrationen von 0.1 bis 0.25 g/l Streptavidin mit einer
Antikorperkonzentration gréfler 1.5 mg/l und Flussgeschwindigkeiten von 30 uL/min
als geeignet heraus. Bei der Flusszellgeometrie wirkt sich eine geringe Hohe vorteilhaft
flr kinetische Messungen aus.

Mit diesen Bedingungen wurden dann verschiedene kinetische Analysen durchgefiihrt
und verschiedene Auswertestrategien fiir kinetische Konstanten verglichen. Die Ergeb-
nisse waren in guter Ubereinstimmung mit Vergleichsmessungen.

Zur Analyse komplexerer Arrays wurde anschlieend eine Software zur halbautomati-
sierten Auswertung kinetischer Arrays entwickelt, die eine schnellere Analyse erlaubt.
Mittels dieser Software ist es auflerdem moglich, den Fitbereich der Messdaten zur Er-
mittlung von ks in der Assoziationsphase kinetischer Messungen zu optimieren und den
Finfluss der Lage und der Gréfle des Fitintervalls zu untersuchen. Dies erlaubt eine
schnelle und genaue Berechnung von k. Die durch die Software ermittelten Konstanten
stimmten gut mit den manuell ermittelten Daten iiberein.

Die Leistungsfahigkeit des iRIfS-Systems und der Software konnten an einem weiteren
Peptid-Antikérper-Interaktionssystems bestétigt werden. Die FLAG-Arrays wurden von
einem Kooperationspartner vom DKFZ in Heidelberg zur Verfiigung gestellt. In den
Arrays wurden im FLAG-Epitop verschiedene Aminoséurepositionen verdndert. Dabei
wurde die urspriingliche Aminoséure durch jede andere proteinogene Aminoséure ersetzt
und der Einfluss der einzelnen Aminosédureaustausche auf die kinetischen und thermo-
dynamischen Konstanten untersucht.

Die durchgefithrten Messungen ergaben, dass das iRIfS-System zur kinetischen Analyse
auch komplexerer Peptidarrays geeignet ist. In Kombination mit der Software steht ein
leistungsfahiges Messsystem zur Verfligung, mit dem weitere Fragestellungen auch aus
dem medizinischen und pharmazeutischen Bereich untersucht werden kénnen.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungen

LED
MES
NaCholat
NHS
OVA
PBS
PCR
PDMS
PEG
PEGMA

Antikorper

Aminodextran

anti-Transglutaminaseantikérper

Bovine Serum Albumin (engl.), Rinderserumalbumin
Charge-Coupled Device (ladungsgekoppeltes Bauteil)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio|-1-propanesulfonat
Cyaninb

Dichlormethan

Diisopropylcarbodiimid

N,N-Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Datenpunkte

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Fetal Calf Serum (Fotales Kélberserum)
3-Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan

Gluthation S-Transferase

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
Immunglobulin

bildgebende Reflektometrische Interferenzspektroskopie
Assoziationsratenkonstante

Affinitdtskonstante

Dissoziationsratenkonstante

scheinbare Ratenkonstante

Light Emitting Diode (Leuchtdiode)
2-Morpholinoethansulfonsidure

Natriumdeoxycholat

N-Hydroxysuccinimid

Ovalbumin

Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Saline)
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Polydimethylsiloxan

Polyethylenglycol

Polyethylenglycolmethacrylat
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PMMA Polymethylmethacrylat

RIfS Reflektometrische Interferenzspektroskopie

RMS Root Mean Square Roughness (engl.)

SPR Surface Plasmon Resonance (Oberflachenplasmonresonanz)
tTG Gewebstransglutaminase

TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-Tetramethyluroniumtetrafluoroborat
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