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KURZFASSUNG

Hochkomplexe Peptidarrays gewinnen in den Biowissenschaften zunehmend an
Bedeutung, da mit ihnen parallelisierte Bindungsstudien an einer Vielzahl von
Molekulen durchgefuhrt werden kdnnen. Ab einer bestimmten Peptidvielfalt ist es
Ublich die Peptide des Arrays direkt auf dem Tragermaterial durch in situ Synthese
herzustellen. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, dass neben den gewiinschten
Peptiden auch Abbruchprodukte entstehen, die ebenfalls an den Trager gebunden
sind und bei der Auslese von Bindungsereignissen storen kbnnen.

Im Rahmen dieses Projekts wurde daher eine Methode entwickelt, mit welcher
Artefakte vollstandig vom Array entfernt werden, ohne dabei die Ortsinformation der
einzelnen Peptide bzw. die Auflésung des Arrays zu verlieren. Grundprinzip ist die
Synthese aller Peptide an einem spaltbaren Linker und der Ubertrag des gesamten
Arrays auf eine Membran, wobei nur vollstandig synthetisierte Peptide wieder
kovalent an die Membran binden kénnen. Abbruchprodukte sowie Verunreinigungen

werden durch Waschen vollstandig entfernt.

EINLEITUNG

Die von BRUCE MERRIFIELD entwickelte Festphasensynthese ermdglicht heute die

effiziente und vollstandig automatisierte Herstellung von Peptiden, wobei die



Sequenz der einzelnen Peptide genau kontrollierbar ist.*® Grundprinzip ist der
schrittweise Aufbau des Peptids an einem Polymerharz, indem Aminosaure an
Aminosaure gekoppelt  wird. Far die Hochdurchsatz-Analyse von
Bindungsereignissen an Peptiden wurden dariiber hinaus Techniken entwickelt, mit
denen sich eine Vielzahl von Peptiden auf einer Trageroberflache unterbringen
lassen. Im Vergleich zu den in den Biowissenschaften bereits etablierten DNA-Arrays
waren die Anspriche an eine Synthese von Peptiden im Array-Format jedoch
wesentlich komplexer: An Stelle von 4 verschiedenen Bausteinen bei der DNA-
Synthese kommen in der Peptidsynthese mindestens 20 verschiedene proteinogene
Aminosauren zum Einsatz, was zu einer h6heren kombinatorischen Vielfalt fihrt. Um
hochkomplexe Peptidarrays herzustellen, waren nach fir die DNA-Synthese
gangigen Verfahren wie der lithographischen Synthese eine Vielzahl von
Kopplungsschritten notwendig.* Aus diesem Grund entwickelte RONALD FRANK die
SPOT-Synthese, welche den ersten kombinatorischen Ansatz fur die Herstellung von
Peptidarrays darstellte.>” Anstatt jedes Peptid eines Arrays einzeln zu synthetisieren
und dann ins Array-Format zu bringen, werden bei der SPOT-Synthese ganze Arrays
aus verschiedenen Peptiden Sequenz fir Sequenz in situ aufgebaut. Die
Aminosauren werden dazu in einem Ldsungsmittel auf die Syntheseoberflache
gespottet, wo sie an die Oberflache bzw. die zuvor aufgebrachte Aminosaure
koppeln kénnen. Die Verwendung eines Lésungsmittels birgt jedoch den Nachteil,
dass die Auflosung der auf diese Weise hergestellten Arrays stark limitiert ist. Ein
Verlaufen der Spots und das Verdampfen des Losungsmittels erlauben maximale
Auflésungen von 25 verschiedenen Peptiden pro cm2 Durch ein in unser
Arbeitsgruppe entwickeltes Verfahren, das auf der Einbettung der Aminosaure-
Bausteine in festen Mikropartikeln basiert, welche dann mit einem Laserdruckers
oder Mikrochip punktgenau adressiert werden kdnnen, konnte die Auflosung auf bis
zu 10,000 verschieden Peptide pro cm? gesteigert werden.?®

Allerdings haben sowohl die Spot-Synthese als auch die Mikropartikel-basierte
Synthese den Nachteil, dass trotz hoher Kopplungsausbeuten zwangslaufig
Abbruchprodukte entstehen, die ebenso wie die vollstandigen Peptide an das
Tragermaterial gebunden sind. Je langer die einzelnen Peptide werden, desto hdher
wird auch der Anteil an unvollstandigen Produkten. Im Rahmen der Synthese werden
diese Fragmente zwar routineméafiig geblockt, so dass keine ,falschen* Sequenzen
entstehen, jedoch konnen auch unvollstandige Peptide in Bindungsstudien zu



fehlerhaften Ergebnissen fuhren. Die im Rahmen dieses Projekts entwickelte
Methode zur Peptid-Reinigung im Array-Format erlaubt es, ganze Peptidarrays

mittels Abspaltung und Ubertrags auf eine Membran zu reinigen.

ERGEBNISSE

Methode

Das Konzept fir die Peptid-Reinigung im Array-Format sieht vor, den gesamten
Array auf eine zweite Oberflache zu Ubertragen, wobei nur vollstandig synthetisierte
Peptide Uber ein ,Schlissel-Schloss-Prinzip* wieder kovalent an den neuen Trager
binden sollen (Abbildung 1). Daflr werden alle Peptide an einem spaltbaren Linker
synthetisiert, der in die Oberflachenbeschichtung integriert wird. Im letzten Schritt der
Peptidsynthese wird ein ,Schlissel“-Molekil an die vollstandig synthetisierten
Peptide gekoppelt. Durch die Schutzgruppenstrategie ist gewéhrleistet, dass nur
vollstandig synthetisierte Peptide diese Modifikation erhalten. Werden die Peptide
nun abgespalten, kénnen alle vollstandig synthetisierten Peptide Uber ein auf der
Rezeptor-Oberflache immobilisiertes ,Schloss“-Molekil binden, wohingegen

Syntheseartefakte durch Waschen entfernt werden.

Rezeptor-Oberflache

»Schloss"-Molekdl

»Schlissel“-Sequenz

Abspaltung Relnlgung

spaltbarer
Linker

Abbildung 1 | Konzept fur die Peptid-Reinigung im A rray-Format. Peptide werden an einem
spaltbaren Linker synthetisiert. Mit Hilfe eines ,Schliussel-Schloss-Prinzips" kénnen nur vollstandig

synthetisierte Peptide nach der Abspaltung wieder an eine Rezeptor-Oberflache binden.



Spaltbare Linker

Um Peptide und Artefakte von der Trageroberflache abspalten zu kénnen, wurden
Linker bendtigt, die sich in die Synthesestrategie integrieren lassen und nach
erfolgter Synthese alle Array-Komponenten mit moglichst mit hoher Effizienz und
unter  selektiven Bedingungen  freisetzen. Mit  dem Hydrazin-Linker
(Hydrazinobenzoesaure) sowie dem RINK-Amid-Linker wurden zwei Kandidaten
identifiziert, die kommerziell erhaltlich und kompatibel zur verwendeten N°®-Fmoc-
Strategie (Fmoc=Fluorenylmethoxycarbonyl) sind.***3

Fur die Array-Synthese mittels Laserdrucker oder Mikrochip kommen Oberflachen
zum Einsatz, die mit einem Poly(ethylen glykol)methylmethacrylat (PEGMA)-haltigen
Polymerfilm beschichtet sind.***® Die Seitenketten des Polymers sind dabei mit
B-Alanin modifiziert, um die fur die Peptidsynthese bendtigten Aminogruppen
bereitzustellen.** Es zeigte sich, dass sowohl der Hydrazin-Linker (60-70%) als auch
der RINK-Amid-Linker (80-90%) mit guter Kopplungsausbeute an diese
Syntheseoberflachen angebunden werden kdnnen, wobei die Kopplungsausbeuten
mittels  spektrophotometrischer Quantifizierung des Piperidin-Dibenzofulven-
Adduktes (PDFA-Methode) bei der Fmoc-Abspaltung ermittelt wurden.**

Wahrend es sich beim RINK-Amid-Linker um einen saurelabilen Linker handelt, der
unter schwach sauren Bedingungen Peptide als Saureamid freisetzt, handelt es sich
beim Hydrazin-Linker um einen sogenannten ,Safety-Catch-Linker“, der in zwei
Stufen gespalten wird. Zunachst wird die Hydrazinbindung mit einem
Oxidationsmittel oxidiert, dann kann mit einem Nukleophil wie beispielsweise Wasser
gespalten werden. Physiologische

Abspaltbedingungen in wassrigen

Puffern waren fur die Peptid-Array-
Reinigung insbesondere im Hinblick
auf die  Auswahl  moglicher

~Schlussel-Schloss-Systeme”

C erwinscht.

Abbildung 2 | Abspaltexperiment mit dem Hydrazin - Die Spaltbarkeit beider Linker auf
Linker. (A) Referenzarray aus gespotteten Peptiden vor den Synthese-Oberflachen wurde
Spaltung des Linkers nach Immunfarbung. (B)
Immunfarbung nach Oxidation des Linkers und zunachst anhand eines
Inkubation in Phosphatpuffer. (C) Nachfarbung mit
fluoreszenz-markiertem Streptavidin nach Oxidation des Modellsystems untersucht: Ein
Linkers und Inkubation in Phosphatpuffer.

vorsynthetisiertes Peptid wurde mit



einem Spot-Roboter auf die mit Linker modifizierte Oberflachen aufgebracht. Im Falle
des Hydrazin-Linkers wurde nach Oxidation mit N-Bromsuccinimid/Pyridin sowie
Abspaltung in Phosphatpuffer (pH 8.0) mit dem fluoreszenzmarkierten spezifischen
Antikorper gefarbt. Zusatzlich wurde ein in die Peptidseitenkette integriertes Biotin
mit einem fluoreszenzmarkierten Streptavidin nachgefarbt. Es zeigte sich, dass nach
Inkubation des Arrays in Phosphatpuffer das Epitop auf dem Array zwar nicht mehr
erkannt wurde, jedoch keine signifikante Abspaltung des Peptids erfolgt war, da das
Biotin nach wie vor gefarbt werden konnte (Abbildung 2). Da die Menge an
Oxidationsmittel bei den Peptidarrays nicht exakt an die Menge an Oberflachen-
gebundenem Hydrazinlinker angepasst werden kann, tritt vermutlich eine Oxidation
an anderer Stelle im Peptid auf, die fur die spezifische Erkennung durch den
Antikorper wichtig ist. Aufgrund dieser Nebenreaktionen schied der Hydrazin-Linker
zunéchst fur weitere Versuche aus. Die Methode wurde deshalb mit dem RINK-Amid-
Linker weiter entwickelt, welcher in @hnlichen Vorversuchen quantitative Abspaltung

innerhalb von 90 min mit 50% (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) gezeigt hatte.

Rezeptor-Oberflache

Um die Peptide in Array-Auflésung und in Gegenwart eines Abspaltmediums auf eine
Rezeptor-Oberflache transferieren zu kénnen, musste diese Oberflache speziell an
das verwendete Linker-System angepasst werden. Fur die Abspaltung des RINK-
Amid-Linkers wird in der Festphasenpeptidsynthese Trifluoressigsaure (TFA) in
einem organischen Ldsungsmittel verwendet. Da sich ein Aufbringen dieses
Abspaltmediums zwischen zwei starre Trageroberflachen fir den Ubertrag als
schwierig erwies, fiel die Wahl bei der Rezeptor-Oberflache auf eine saugfahige und
gegenuber TFA stabile Blotting-Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF). Dies war
insbesondere im Hinblick auf ein Minimieren von lateraler Diffusion wichtig. Des
Weiteren musste die Membran so modifiziert werden, dass ein spezifischer Ubertrag
von vollstandig synthetisierten Peptiden und ein Entfernen aller Abbruchprodukte
maoglich war. Als ,Schlissel-Schloss-System* erwies sich hier die Thiol/Gold-Bindung
als geeignet. Zwischen Cystein-haltigen Peptiden und Goldoberflachen lasst sich
saurekatalysiert eine kovalente Bindung ausbilden. Die PVDF-Membran wurde mit
einem 15-20 nm dicken Goldfilm beschichtet. Um nur vollstandig synthetisierte
Peptide an die Membran binden zu lassen, wurde Cystein erst als letzte Aminosaure

eingefiihrt. Durch die Schutzgruppenstrategie in der N®-Fmoc-Synthese ist damit



sichergestellt, dass nur vollstandige Peptide eine Thiol-Seitenkette zur kovalenten

Bindung an die Goldoberflache erhalten.

Transfer-Experiment und Peptid-Reinigung
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Abbildung 3|
Ubertragsexperiment.  (A)
Vorstrukturierung mit Glycin-
Mikropartikeln. (B) Terminierung
mit Cystein-Mikropartikeln. (C)
Fluoreszenzmuster nach
Ubertrag auf die Zielmembran
und Immunfarbung.

Anhand eines Modellsystems wurde die Reinigungs-
Methode getestet. Ein Standard-Synthesetrdger mit
RINK-Amid-Linker wurde am Laserdrucker mit einem
Muster von 9 x 20 Glycin-Spots vorstrukturiert (siehe
Abbildung 3). An alle 180 Spots wurde aus Loésung ein
vorsynthetisiertes HA-Peptid gekoppelt. Anschliel3end
erhielten nur 95 der 180 Spots ein N-terminales
Cystein. Zu diesem Zeitpunkt waren alle Seitenketten
des Peptids noch durch die saurelabilen Standard-
Seitenschutzgruppen geschutzt. Der Ubertrag erfolgte
in direktem Kontakt zur Membran, welche in 50% (v/v)
TFA getrankt war, was gleichzeitig zu einer Abspaltung
sollte. Die

der  Seitenschutzgruppen  fuhren

anschlieBende Immunfarbung mit dem
fluoreszenzmarkierten spezifischen Antikorper zeigte,
dass nur die mit Cystein versehenen Peptide an die

Membran binden koénnen. Es war eine deutliche

Farbung vor nur geringem Hintergrund zu beobachten. Laterale Diffusion war bei den

im Schnitt 512 pm grofRen Spots nicht zu beobachten.



ERGEBNISSE UND ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen des gefdrderten Projekts konnte eine einfache und effiziente Methode
entwickelt werden, mit der hochkomplexe Peptidarrays von Syntheseartefakten
gereinigt werden konnen. Durch den spezifischen Ubertrag des gesamten Arrays auf
eine Gold-beschichtete Membran werden nur vollstandig synthetisierte Peptide
angereichert, wohingegen Abbruchprodukte entfernt werden. Auf diese Weise
kénnen hochreine Peptidarrays hergestellt werden, die auch fir sehr empfindliche
Nachweissysteme geeignet sein sollten. Die Rezeptormembran ist kompatibel zu
gangigen Methoden der Immunfarbung und diversen Fluoreszenzfarbstoffen.
Darlber hinaus zeichnet sie sich durch eine hohe Stabilitédt gegeniber Chemikalien

und Losungsmitteln aus.
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