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Kurzfassung

Die Steigerung der Komplexitdt von Peptidbibliotheken bzw. Peptidarrays ist ein wichtiger
Schritt bei der Identifizierung von bislang unbekannten Ursachen und Verldufen haufiger
Krankheiten. Die bereits erfolgreich vollzogene Weiterentwicklung der etablierten Tinten-
strahl-Drucktechnik zu laser- und tonerbasierten Systemen hinsichtlich Druckauflésung und
Druckgeschwindigkeit konnte ein moglicher Ansatzpunkt fur zukiinftige Peptidarrayproduk-
tionen dazu sein. Zu diesem Zweck wurden Aminosduretoner entwickelt und charakterisiert,
die mit einem technisch modifizierten Laserdrucker auf Trageroberflachen gedruckt und mit
ihnen zur Reaktion gebracht werden konnen. Die Entwicklung geeigneter Trégeroberfldchen
stand dabei im Mittelpunkt dieser Arbeit.

(1.) Oberflachenmodifikationen

Es konnten proteinresistente Glasoberflachen als Tragermaterialien fur die kombinatorische
Peptidsynthese im Arrayformat mit Hilfe einer UV-induzierten Graftpolymerisation von
Poly(ethylenglykol)methacrylat (PEGMA) erzeugt werden. Zuvor werden dazu auf
Glastragern Monoschichten aus 7-Octenyltrichlorosilan hergestellt, auf denen anschlieRend
durch Ozon photosensitive, oberflachengebundene Radikalstarter generiert wurden. Die
Ozonisierung der Silanfilme wurde mittels XP- und IR-Spektroskopie sowie Messungen des
Kontaktwinkels zeitlich verfolgt. Die Optimierung der Graftfilmdicke geschah durch
Variation von Bestrahlungsdauer und Monomerkonzentration und erfolgte durch
ellipsometrische Schichtdickenmessungen an Siliziumoberflachen. Die Einfihrung von
Aminogruppen mit einer variablen Funktionalitatsdichte erfolgte Uber die Veresterung von
Carbodiimid-aktiviertem Fmoc-B-Alanin. Die erzeugten Filme sind gegeniiber 91 %iger
Trifluoressigsaure (TFA) stabil und dartiber hinaus resistent gegenuber unspezifischer
Proteinadsorption. Die Verifizierung der Proteinresistenz erfolgte durch Inkubation mit vier
verschiedenen Proteinlésungen (Fibrinogen, Lysozym, BSA und y-Globulin) in PBS-Puffer
und anschlieBender Auswertung von N1s-XP-Detailspektren.

(2.) Aminosaure-Tonerpartikel

Es konnten mit allen zwanzig voraktivierten, proteinogenen Aminosauren (Fmoc-L-
Aminosaure-Pentafluorphenylester) Tonerpartikel auf der Basis von OKI-Farbtonern
synthetisiert und charakterisiert werden, die vergleichbare GroRenverteilungen im Bereich
von 9 um und Ladungseigenschaften wie ihre Vorbilder aufweisen. lhre F&higkeit zur
qualitativen Kopplung an aminoterminierte Glasoberflichen konnte Uber ein Anféarben der
entschitzten Aminogruppen nach der Reaktion mit der Oberflache gezeigt werden.



(3.) Peptidsynthesen mit Aminosauretonern

Drei verschiedene Peptidepitope (DTYRYIDYA, YPYDVPDYA und DYKDDDDK) wurden
mit Aminosauretoner (und zum Vergleich aus einer Lésung in DMF) auf mit Rink-Linker
modifizierten, PEG-gegrafteten Glasobjekttragern groRflachig synthetisiert. Die Kopplungs-
ausbeuten der einzelnen Syntheseschritte wurden UV-spektroskopisch verfolgt. Nach Ab-
spalten der Peptide vom Trager mit TFA konnten alle drei Sequenzen durch MALDI-TOF-
Messungen als Amide identifiziert werden.

(4.) Peptidlaserdrucker und Peptidarray

Der entwickelte Peptidlaserdrucker ist in der Lage, innerhalb von ca. 70 Sekunden einen deri-
vatisierten Glastrager (21 cm x 20 cm) mit ca. 155.000 Spots (@ ca. 250 um) zu bedrucken.
Er basiert auf der Technik der Farblaserdruckerserie C7200 von OKI und besteht aus zwanzig
hintereinander angeordneten Tonerkartuschen in einer Rahmenkonstruktion. Der zu be-
druckende Tréager wird auf einem Schlitten mit prazisem Linearantrieb bewegt. Ein erster
Test-Array vor Inbetriebnahme des Druckers, bestehend aus den schachbrettartig
angeordneten Epitopen YPYDVPDYA und DYKDDDDK, wurde durch Ausdruck der
Aminosduretoner auf Laserdruckerfolien und anschlieBenden Transfer auf den Glastrager
synthetisiert. Der Nachweis erfolgte durch eine Inkubation des Tragers mit Mischungen aus
den spezifischen Erst- und den fluoreszenzmarkierten Zweitantikérpern und Auswertung mit
einem Fluoreszenzscanner.

Schlagworter: Peptidarray, Graftpolymerisation, Proteinresistenz, Tonerpartikel, Laserdrucker

Abstract

Complexity improvement of peptide libraries or peptide arrays respectively is an important
step to identify unknown reasons and courses of common diseases. The already successfully
implemented development of established ink-jet printing technology to laser and toner based
systems with respect to speed and resolution could be a starting point for future peptide array
productions. Therefore amino acid toners were developed and characterized which can be
printed onto derivatized supporting materials by a technical modified laser printer. Centre of
this work was the development of suitable supporting materials.

(1.) Surface Modifications

Protein resistant glass surfaces were generated as supporting materials for the combinatorial
peptide synthesis by means of UV induced graft polymerization of poly(ethylene glycol)
methacrylate (PEGMA). Therefore glass slides were silanized with 7-octenyltrichlorosilane



and ozonized to produce surface-bound photosensitive polymerization initiators. The ozoni-
zation of the silane films was monitored over the time by XP and IR spectroscopy as well as
contact angle measurements. The optimization of grafted film thickness was made by verify-
ing both time of irradiation and monomer concentration. Film thickness was measured ellip-
sometrically on likewise graftpolymerized silicon surfaces. Introducing of amino groups with
a variable density was performed with carbodiimide mediated esterifications of fmoc-i3-
alanine. Those films are stable to TFA (91 %) and are able to prevent unspecific protein ab-
sorption. Protein resistance was verified with four different proteins (fibrinogen, lysozyme,
BSA, and y-globuline) in PBS buffered solutions by analyzing N1s detail XP spectra.

(2.) Amino Acid Toner Particles

Toners of all twenty proteinogenic amino acids (fmoc-L-amino acid pentafluorphenylesters)
based on OKI toners could be synthesized and characterized with comparable particle size
distributions (9 pum) and charging properties. They were coupled to amino modified glass
surfaces, and free amino groups were stained after deblocking with bromophenol blue.

(3.) Peptide Syntheses with Amino Acid Toners

Three different peptide epitopes (DTYRYIDYA, YPYDVPDYA, and DYKDDDDK) were
synthesized on modified, PEG grafted glass supports with an attached Rink linker. To com-
pare these results syntheses in solution (DMF) was made. Coupling efficiencies were moni-
tored with UV/Vis spectroscopy. After splitting off the peptides with TFA all three sequences
could be identified as amides.

(4.) Peptide Laser Printer and Peptide Array

The developed peptide laser printer is able to print ca. 155,000 spots onto a glass support
(21 cm x 20 cm) within about 70 sec. The average spot diameter is about 250 microns. It is
based on the four-color laser printer series C7200 of OKI and consists of twenty toner
cartridges which are arranged one after another inside a framework construction. The slide for
printing is fixed on a sledge with a precise linear drive below the cartridges. A simple test ar-
ray was produced by printing amino acid toners first to transparencies and then transferred to
modified glass slides. The array consisted of a chessboard-like pattern of epitope
YPYDVPDYA and DYKDDDDK. The successful synthesis was proved by incubating the
slide with a mixture of specific first and fluorophore-labeled secondary antibodies and
analyzing by means of a fluorescence scanner.

Keywords: peptide array, graft polymerization, protein resistance, toner particles, laser printer
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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Sédmtliches Leben beruht auf dem kontrollierten Zusammenspiel von Molekiilen. Der
genetische Bauplan, der in unseren Chromosomen abgelegt ist, wird von einer Vielzahl von
Proteinen in das fiir den Menschen typische Erscheinungsbild umgesetzt. Bei ihrem
Zusammenwirken kommunizieren die Proteine, indem sie Bindungen untereinander eingehen.
Bei Krankheiten sind diese Bindungen verdndert oder gestort. Mit moglichst komplexen
Peptidarrays konnen diese Bindungen schnell und umfassend analysiert werden. Ein Fernziel
ist es daher, simtliche im Menschen vorkommenden Proteine, also das gesamte Proteom, in
Form von iiberlappenden Peptiden ortsdefiniert auf einem Trager zu plazieren. Mit diesem
Proteinabbild des Menschen konnen Bindungspartner gefunden werden, die mit den einzelnen
Proteinen unseres Korpers wechselwirken. Mit komplexen Arrays konnte die Suche nach
Bindungspartnern (u. U. millionenfach) parallelisiert und dadurch konkurrenzlos schnell und
kostengiinstig werden. Bislang fehlt aber noch eine robuste und einfache Technik, um solche
komplexen Arrays herzustellen.

Seit einigen Jahren werden mit zunehmendem Erfolg Molekiilbibliotheken auf Arraybasis fiir
die parallelisierte Suche eingesetzt. Fir die Genomanalyse stehen mittlerweile
Oligonukleotidarrays mit hohen Komplexititen zur Verfiigung (250.000 pro cm?) und es
werden weitere Komplexititssteigerungen folgen.! Auf Peptidarrays konnen zur Zeit mit den
gingigen Techniken nur zwischen 10.000 und 50.000 unterschiedliche Peptide auf einem
Triger von ca. 20 cm x 20 cm synthetisiert werden.” Der Grund liegt in der komplexeren
Peptidchemie und der groBeren Zahl von Grundbausteinen, aus denen Proteine aufgebaut
sind. Zudem werden die einzelnen Synthesebausteine nacheinander aufgetragen, was die Zahl
der Kopplungszyklen pro Syntheseschritt erhoht. Man nimmt an, da3 die Anzahl der Proteine
im menschlichen Korper bei ungefihr 30.000 liegt. Die durchschnittliche Zahl an
Grundbausteinen eines Proteins, den Aminoséduren, betrdgt dabei ca. 500. Will man nun das
Proteom eines Menschen auf einem Trager darstellen, miissen die Proteinsequenzen in
kiirzere Oligopeptide mit einer Uberlappung von z.B. fiinf Aminosiuren geteilt und
kombinatorisch auf dem Tréger synthetisiert werden. Daraus ergibt sich eine theoretische
Zahl von drei Millionen Peptiden. Diese Beispielrechnung verdeutlicht die Notwendigkeit, die
bisher moglichen Dichten von Peptidarrays weiter zu erhohen.

1.2 Zielsetzung

Handelstibliche Laserdrucker sind Tintenstrahldruckern in Geschwindigkeit und Auflsung
iiberlegen. Bezieht man in diese Tatsache die oben angefiihrte Rechnung und die zur Zeit
tiblichen Synthesestrategien zur Herstellung von Peptidarrays (Spotrobotern, die kleinste
Fliissigkeitsmengen an aktivierten Monomerbausteinen auf einem Triger absetzen) mit ein, so
miifite ein technisch modifizierter Laserdrucker in der Lage sein, auch Peptidarrays schneller
und mit hoherer Spotdichte generieren zu konnen. Das dabei zugrundegelegte Verfahren der



Xerographie beruht auf der Moglichkeit, elektrisch aufladbare Tonerpartikel ortsgenau mit
Hilfe elektrostatischer Wechselwirkungen auf die Trigeroberflache abzusetzen. Die Aufgabe
mulf} daher sein, fiir einen solchen Aminosiure-Laserdrucker die notwendigen Komponenten
(Tonerpartikel mit eingebetteten Aminosduren, spezielle Trdgermaterialien zur
Peptidsynthese) bereitzustellen. Fiir die erforderliche Genauigkeit des Druckprozesses und fiir
den zukiinftigen Einsatz des Peptidarrays sind nur bestimmte Materialien geeignet. Sie
miissen eine gewisse Starrheit (z.B. Glas) besitzen und den chemischen und physikalischen
Bedingungen wihrend der Peptidsynthese standhalten. Zudem wére es vorteilhaft, wenn bei
der Analyse von erfolgreichen Peptid-Protein-Bindungen auf dem Tréger unspezifische
Proteinabsorptionen unterdriickt werden konnten, da diese sich negativ auf die Signalqualitét
auswirken.

Das Hauptziel meiner Arbeit ist daher die Entwicklung von neuartigen, die unspezifische
Proteinadsorption verhindernden Glasoberflichen zur Peptidsynthese und deren Einsatz als
bedruckbare Trageroberflachen.

Mit einem Polymerfilm auf der Basis von Poly(ethylenglykolen) (PEG) sollen zwei
substantielle Eigenschaften eines zukiinftigen Peptidarrays sichergestellt werden:

1.) seine guten Quelleigenschaften wihrend der Peptidsynthese, damit geniigend
aktiviertes Monomer (Aminosdure) an die gewiinschten Syntheseorte gelangen und
somit die repetitive Kopplungsausbeute des Peptids moglichst hoch sein kann und

2.) seine Fiahigkeit, unspezifische Adsorptionen von Proteinen zu verhindern, damit bei
einer Inkubation des synthetisierten Peptidarrays mit Seren oder anderen Antikorper-
bzw. Proteinmischungen fiir ein eventuelles Screening ausschlielich die wahren
Peptid-Protein-Bindungspartner detektiert werden, d.h. ein mdglichst hohes Signal-
Rausch-Verhiltnis gewéhrleistet wird.

Fiir das Aufbringen eines solchen Filmes auf Glasoberflichen orientiert man sich an der UV-
induzierten Graftpolymerisation von Poly(ethylenglykol)-methacrylaten (PEGMA) auf zuvor
silanisierten und anschlieBend ozonisierten Oberflichen. Die beiden letzen Schritte sind
notwendig, um auf der relativ inerten SiO,-Oberfliche einerseits geniligend kovalent
gebundenes Reaktionsmaterial anzubieten und andererseits darauf photosensitive Gruppen als
Ausgangspunkte fiir die gewiinschte Polymerisation zu erzeugen. Sdamtliche Schritte miissen
hinsichtlich Versuchsdurchfiithrung, Filmdicke und Funktionalititsdichte optimiert werden.
Die endstindigen Hydroxygruppen des gegrafteten PEG-Filmes erlauben die Einfiihrung
notwendiger Aminofunktionalitéten fiir die Peptidsynthese.

Ein weiterer wichtiger Aufgabenteil besteht in der Erzeugung und Verbesserung von
Aminosauretonern. Dabei stehen zunidchst die Zusammensetzung und die schonende
Herstellung dieser Toner im Vordergrund. Diese miissen dariiber hinaus auf die
Anforderungen des Laserdruckprozesses abgestimmt werden, was GroBenverteilung und
Ladungseigenschaften betrifft.



Als ein Zusatzaspekt sollen die entwickelten Oberflichenmodifikationen und die
angesprochenen Aminosdure-Tonerpartikel auf das Format eines Computerchips mit
sogenannten Synthesepixeln iibertragen werden. Das dabei zugrundegelegte Transferprinzip
der einzelnen Synthesebausteine gleicht dem beim Laserdrucker angewandten Prinzip. Durch
Erzeugen von latenten Ladungsmustern auf der Chipoberflache, die gleichsinnig geladenen
Aminosédure-Tonerpartikeln prisentiert werden, werden die Monomerbausteine adressiert auf
den Pixeln abgelagert und bei Erwdrmen zur Reaktion mit der derivatisierten Oberfldche
gebracht. Die Detektion erfolgreicher Peptid-Protein-Bindungsereignissen soll in der Zukunft
iiber eingebaute optische oder elektrische Sensoren erfolgen. Mit dieser miniaturisierten
Version wire man in der Lage, auf kleinstem Raum gleichzeitig kombinatorische (Peptid)-
Synthese und markierungsfreie Auslese der entstandenen Molekiilbibliotheken zu
verwirklichen.

Es miissen auBlerdem grofBflichige Beispielsynthesen auf den Glastridgeroberflichen
durchgefiihrt werden, die einen Vergleich zwischen Synthesen aus Losung und Synthesen mit
Aminoséduretonern hinsichtlich durchschnittlicher Kopplungsausbeute und gewiinschter
Peptidsequenz zulassen. Zudem muf} gezeigt werden, dal durch Aminosdure-Toner erzeugte
Peptidsequenzen (Epitope) spezifisch von entsprechenden (Primédr-)Antikdrpern erkannt
werden (Antikorper-Bindungsstudien). Zur Detektion dieser Erkennung mit einem
Fluoreszenzscanner eignet sich dabei die Verwendung von farbstoffmarkierten
Sekundérantikdrpern.

Bei der Anpassung der Computerchips zu deren Einsatz als Peptidsynthesetrdger sind im
Vorfeld einige Design-Verdnderung zu tdtigen sowie Schutzvorkehrungen gegeniiber
aggressiven Losungsmitteln und mechanischen Beanspruchungen zu treffen. AuBerdem muf3
fiir eine Zwischenlosung bis zur Implementierung der Sensoren bei der Chipauslese gesorgt
werden, bei der zundchst fluoreszenzmarkierte Antikorper verwendet werden. Eine Detektion
von Bindungsereignissen liele sich so mit einem Fluoreszenzmikroskop verwirklichen.



2. Theoretische Grundlagen

2.1 Peptidsynthese an fester Phase

Der tiber 100 Jahre alte Traum Emil Fischers von der Moglichkeit, ganze Proteine zu synthe-
tisieren, ist heute ldngst Realitdt geworden. Viele Hiirden mufiten seitdem iiberwunden
werden, um die Natur nachzuahmen. Heute kann nahezu jedes beliebige Peptid mit 20 bis 30
Aminosduren im Labor mit Hilfe chemischer Methoden hergestellt werden®. Einen enormen
Fortschritt auf diesem Gebiet brachte die Entwicklung von MERRIFIELD® im Jahre 1963, als er
seine Idee einer Festphasensynthese von Peptiden vorstellte. Mit den Verbesserungen der
verwendeten Syntheseharze, Kopplungsreagenzien und Schutzgruppen stehen derzeit dem
Peptidchemiker vielfdltige, optimierte Werkzeuge zur Verfligung, um Reinheit der Peptide
und Kopplungsausbeute seiner Synthesen zu maximieren.
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Abb. T1 Schema der Peptidsynthese an fester Phase nach Merrifield



2.1.1 Schematischer Ablauf der Peptidsynthese an festen Phasen

2.1.1.1 Prinzip der orthogonalen Schutzgruppen

Abbildung T1 zeigt den Ablauf der Festphasensynthese eines Peptids in schematischer Form®.
Gewdhnlich werden dabei die Peptide vom C- zum N-Terminus schrittweise aufgebaut. Zu
Beginn wird die erste N-terminal (rot) und seitengruppengeschiitzte (gelb) Aminosiure des zu
synthetisierenden Peptids an ihrer Carboxygruppe iiber eine Ankergruppierung (Linker) mit
dem polymeren Triger (Harz) verbunden und am N-Terminus wieder entschiitzt. Der Linker
ermoglicht spiter nach beendeter Synthese die Abspaltung des Peptids vom Harz (grau) unter
spezifischen Bedingungen. Die ndchste, in der Sequenz folgende N-terminal geschiitzte
Aminosdure wird am Carboxyterminus mittels Kopplungsreagenzien aktiviert (z.B. als Ester)
und dann an das freie Aminoende der entstandenen Peptidkette gekoppelt.

Nach der Abspaltung der Aminoschutzgruppe (rot) folgt die Kopplung der ndchsten N-termi-
nal geschiitzten Aminosédure. Dieser Zyklus von Kopplung und Abspaltung wird solange wie-
derholt, bis das Peptid die gewiinschte Lénge erreicht hat. Nachdem sdmtliche Kopplungen
durchgefiihrt wurden, wird das Peptid vom Harz abgespalten, d.h. die kovalente Bindung zwi-
schen C-terminaler Aminosdure und der Ankergruppierung des polymeren Trigers wird ge-
trennt, wobei je nach Linker das Peptid als Sdure oder als Amid entsteht. Dabei werden zu-
meist die Seitenkettenschutzgruppen (gelb) direkt mit abgespalten.

Mit der Einfithrung der 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Fmoc-Gruppe) durch
Carpino5 hat die Fmoc-Schutzgruppenstrategie in der Peptid-Synthese eine grofle Bedeutung
erlangt. Man bezeichnet sie auch als Strategie der orthogonalen Schutzgruppen, da die
basenlabile Fmoc-Gruppe den N-Terminus schiitzt und am Ende jedes Zyklus mit einem se-
kundéren Amin (z.B. Piperidin) abgespalten wird, wihrend die sdurelabilen Schutzgruppen
die funktionellen Gruppen der Seitenketten schiitzen und erst am Ende der Synthese, oft mit
Trifluoressigsdure (TFA), entfernt werden. Als sdurelabile Seitenschutzgruppen kommen bei-
spielsweise die tert-Butyloxycarbonyl- (Boc), die tert-Butyl- (tBu) oder die Trityl-Gruppe
(Trt) zur Anwendung (Abb. T2).

Abb. T2 Prinzip der orthogonalen Schutzgruppen am Beispiel von L-Histidin(Trt) (blau); die basenlabile Fmoc-Gruppe
(rot) wird durch Piperidin (schwarz), die séurelabile Tritylgruppe (gelb) durch TFA abgespalten

* aus: http://www.uni-duesseldorf.de/www/bmfz



10

Der Vorteil in der Verwendung der Fmoc-Schutzgruppe besteht ferner darin, dal das beim
Abspalten mit Piperidin entstandene sogenannte Piperidin-Dibenzofulven-Addukt (PDFA)
UV-spektroskopisch detektierbar ist (Abb. T3). Der bei 301 nm bestimmte Extinktionskoeffi-
zient erlaubt die Quantifizierung des Abspaltproduktes und somit eine quantitative Aussage
tiber den Erfolg der Abspaltung nach jedem Kopplungszyklus wihrend der Synthese.

XNHJ}( _Q O@ @%NH%O_O co, CC HZN%O_O
et — O — 0.
:ZND H,NC>

Abb. T3 Abspaltung der Fmoc-Gruppe durch Piperidin und Erzeugung des Piperidin-Dibenzofulven-Addukts

Als siurelabiler Linker eignet sich beispielsweise der sogenannte RINK-Linker®, der parallel
zum Abspalten der Seitenschutzgruppen mit TFA das synthetisierte Peptid vom Tragerharz
als Amid freigibt (Abb. T4).

HaC.
30  NH,

oAU
: SO
¢}
Abb. T4 Rink-Linker an fester Phase

Die Synthese eines Peptids an einem festen Trager weist einige Vorteile auf. So konnen
Reagenzieniiberschiisse oder Nebenprodukte durch einfaches Filtrieren oder Waschen des
Tragers entfernt werden. Die sich wiederholenden Arbeitsschritte konnen leicht automatisiert
werden und durch den grolen Eduktiiberschu3 wird ein fast vollstdndiger Reaktionsumsatz
sichergestellt. Allerdings birgt das Konzept auch Nachteile, da die Kontrolle {iber die einzel-
nen Kopplungsreaktionen aufwendig und nur indirekt méglich ist. Auch lassen sich Peptid-
fehlsequenzen nach unvollstandiger Umsetzung nicht génzlich vermeiden, aber durch den
Einbau eines Capping-Schrittes mit Essigsdureanhydrid kurz nach der Aminoséurekopplung
minimieren. Dabei werden nicht umgesetzte freie Aminogruppen irreversibel acetyliert und
verhindern dadurch wihrend des anschlieenden Kopplungsschrittes den Angriff der in der
Sequenz folgenden Aminoséure.
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2.1.1.2 Aktivierungsmethoden in der Peptidsynthese

Fiir eine schnelle und moglichst quantitative Ankniipfung der Aminosidure an einen ent-
schiitzten N-Terminus bedarf es einer effizienten Aktivierung der Carbonsaure-Funktionalitt.
Dabei miissen Nebenreaktionen ausgeschlossen werden und die chirale Aminosdure vor Ra-
zemisierung geschiitzt sein. Im Standardverfahren erfolgt die Aktivierung in situ. Traditionell
erfolgt dieser Schritt durch den Einsatz von Carbodiimiden, welche die Aminosdure in einen

NJ\ Rl‘{o NJ\ Rl‘/<o {

o I 1 N

A ¢  —> o= == o

R1 OH \(N \(N\H NH
1 N-Acylisoharnstoff

2

H,N—R, =

NH<

Abb. T5 in-situ-Aktivierung eines Carbon-/Aminosaure-Derivats mit Diisopropylcarbodiimid
(DIC) und dessen mogliche irreversible Umlagerung zum N-Acylisoharnstoff

O-Acylisoharnstoff (1) liberfithren. Dieser ist sehr reaktiv, fiihrt aber oft durch eine irreversi-
ble Umlagerung zu unreaktiven Endprodukten (2) und gefdhrdet aulerdem die chirale Inte-
gritét der betreffenden L-Aminosdure (Abb. T5).

Um dies zu vermeiden, sind diverse alternative Aktivierungsreagenzien entwickelt worden
und haben ihren berechtigten Platz in der Peptidchemie eingenommen. Eine Gruppe dieser
Reagenzien bilden Aktivester auf der Basis der Hydroxylamine. Als weit verbreitete seien
hier das HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) und das HODhbt (3-Hydrox-4-oxo-3,4-dihydro-
1,2,3-benzotriazin) erwdhnt, deren Ester zwar weniger reaktiv als die O-Acylisoharnstoffe
sind, dafiir aber als stabiler und weniger anfillig fiir Razemisierungen gelten’. Fiir anspruchs-
vollere Kopplungen entwickelte Carpino das HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol), die Aza-
Variante des HOBt. Dieses ist zwar in der Verwendung teurer, aber mit besseren Kopplungs-
ausbeuten verbunden.® Die Weiterentwicklung des HODhbt zur Azaverbindung HODhat (3-
Hydrox-4-0x0-3,4-dihydro-5-azabenzo-1,2,3-triazen) fiihrte nochmals zu einer Reaktivitats-
steigerung verglichen mit allen anderen Azatriazol-Estern.’

Aktivester lassen sich aber auch mit Aminium- (HATU, HBTU, HCTU), Uronium- (HDTU,
HDATU) oder Phosphoniumsalzen (PyAOP, PyBOP) in Anwesenheit einer Base erzeugen.”
Kopplungen mit den Aminium-/Uroniumhexafluorphosphatsalzen und deren Tetrafluorobo-
rat-Analoga haben sich als effizienter erwiesen als entsprechende Reaktionen mit den
Phosphoniumsalzen. Letztere (z.B. PyAOP) werden bevorzugt bei Zyklisierungen von fest-

® Der Ubersichtlichkeit halber sind nur die Abkiirzungen aufgefiihrt. Die kompletten Substanznamen sind im
Abkiirzungsverzeichnis auf Seite X zu finden.
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Abb. T6 Strukturformeln der im Text erwédhnten Kopplungsreagenzien

phasengebundenen Peptiden verwendet, da sie hohere Ausbeuten (71 %) mit einer besseren
Reinheit (64 %) als vergleichbare Aminiumsalze garantieren.'” In Abbildung T6 sind die
erwithnten Reagenzien in einer kurzen Ubersicht zusammengefaft.

Eine andere, eigenstindige Gruppe von Aktivierungsreagenzien leitet sich von Organo-Phos-
phorestern ab. Zu nennen wiren zum einen die Phosphatester DepOAt, DepOBt oder
DepODhbt (bzw. DEPBT) und zum anderen die Phosphinylester DtpOBt und DtpOALt. In der
Effizienz der Kopplung 1a6t sich bei diesen Phosphorestern folgende Reihenfolge aufstellen:
OAt > ODhbt > OBt."" Gegeniiber den Aminium- und Phosphoniumsalzen gelten die
Phosphorester als stabiler, da sie neutrale Verbindungen sind und keine hygroskopischen
Salzeigenschaften besitzen. Dadurch lassen sie sich auch in unpolaren Losungsmitteln, wie
zum Beispiel Dichlormethan (CH,Cl,), anwenden, von dem man weil3, dal es moglicherweise
auftretende Razemisierungen unterdriicken kann.

Einfachere Aktivierungen der C-Termini erfolgen beispielsweise durch die Umwandlung in
das entsprechende Séaurechlorid oder —fluorid. Dies kann in situ mit BTC
(Bis(trichloromethyl)-carbonat; Triphosgen) (3) fiir die Chloride'* oder mit TFFH
(Tetramethylfluoroformamidinium Hexafluorophosphat) (4) fiir die entsprechenden Fluoride'
geschehen. Will man die generierten Aminoséurefluoride isolieren, eignen sich dazu Cyanur-
sdurefluorid'* oder am besten DAST (Diethylaminoschwefeltrifluorid)"” (5):

0 AT
N_ _N 6 PN
cl.e. . _cal - ~ N
¥07 o \Fr SF4
3 4 5
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Die Verwendung der Aminosdurechloride wird allerdings weniger empfohlen, da sie trotz ih-
rer hohen Reaktivitdt zu Instabilitdt neigen und sich nicht iiber lingere Zeitrdume lagern las-
sen.'® Nicht so die Fluoride, die gegeniiber Hydrolyse weitaus stabiler als die Chloride sind
und gern fiir die Synthese von Peptidsequenzen verwendet werden, in die sterisch sehr an-
spruchsvolle, nicht-natiirliche Aminosduren eingebaut werden sollen.'’

Eine gesonderte Stellung nehmen die Aktivester des Pentafluorphenols (Pfp) (6) ein. Sie
kommen bei der Kopplung der Aminoséure an den NH,-Terminus ohne weitere Zusétze aus
und sind in kristalliner Form stabil. Anhand des Cysteins wurde gezeigt, daBl hohe
Reaktionsausbeuten in kurzer Zeit mit ihnen erzielt werden konnen." Sie sind kommerziell
erhéltlich und fast unbegrenzt lagerfihig. Sie lassen sich auch in situ mit Carbodiimiden
erzeugen (Abb. T7)."”

o R . o R F
Qe e Qe
O e O F F
DCC, Base F

Abb. T7 in situ-Erzeugung eines Pentafluorphenylesters (OPfp) mit Pentafluorphenol 6 und DCC

Die hier aufgefiihrten Aktivierungsmethoden hegen keinen Anspruch auf Vollstindigkeit, ge-
ben aber einen guten Uberblick iiber die vielfiltigen Moglichkeiten, iiber deren jeweiliger
Einsatz letzten Endes anwendungsbezogen entschieden werden muf. Fiir routinemiBig
durchgefiihrte, automatisierte Peptidsynthesen mit Syntheserobotern einigt man sich aus Ko-
stengriinden meist auf ein Standardverfahren und greift bei schwierigeren Peptidsequenzen oft
auf bessere, aber mitunter teurere Aktivierungsmethoden zurtick.

2.1.2 Ortsaufgeloste Peptidsynthese — die Peptid-SPOT-Synthese

2.1.2.1 Prinzip der SPOT-Synthese®

Das Konzept der Peptidsynthese an Cellulosemembranen wurde erstmalig von R. FRANK und
spiter von J. EICHLER beschrieben.”’ Die Weiterentwicklung in ein hoch parallelisiertes
Verfahren bestand darin, nebeneinander lokal begrenzte, kreisformige Reaktionsrdume
(SPOTs) auf der Cellulosemembran durch tropfenweises Aufbringen der Reaktionslésungen
zu definieren.”” Prinzipiell geht es darum, kleinste Volumina aktivierter Monomerbausteine
(z.B. Aminosduren) auf eine zusammenhédngende, homogene Membran adressiert zu {ibertra-
gen. Die Monomere reagieren dann mit den oberflichengebundenen funktionellen Gruppen
und initiieren eine konventionelle (Peptid-)synthese. Das eingesetzte Volumen, die physikali-
schen Eigenschaften der Membranoberfldche sowie das verwendete Losungsmittel bestimmen
letztendlich SpotgroBe bzw. Spotabstand und somit die praktisch mogliche Spotdichte pro
Flacheninhalt auf dem Tragermaterial. Die zur Synthese notwendigen Entschiitzungs- und
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Waschschritte erfolgen danach parallel und betreffen die gesamte Membran bzw. den gesam-
ten Triger in gleicher Weise. Der Unterschied zur Synthese an Harzkiigelchen besteht darin,
daf} die erzeugten Peptide nach der Synthese auf dem Triagermaterial immobilisiert und raum-
lich voneinander getrennt zuriickbleiben. Die Vorteile eines so hergestellten Peptidarrays sind
zum einen die mogliche parallele Synthese vieler verschiedener Einzelverbindungen (kombi-
natorische Synthese von Molekiilbibliotheken) (Tab. 1) und zum anderen die parallele Detek-
tion von Bindungsereignissen bei der Erkennung der Peptidsequenzen. Diese Erkennung kann
z.B. durch Proteine, Antikorper (Abb. T8) oder DNA erfolgen. Anhand der Position einer
erfolgten Bindung 146t sich dabei sofort die Sequenz des bindenden Peptids zuordnen.

Tab. 1 Anzahl mdglicher Permutationen in einer Peptidbibliothek aus zwanzig Aminosauren

Peptidlange Permutationen
X 20'= 20
X-X 20°= 400
X-X-X 20°=  8.000
X-X-X-X 20*= 160.000
X-X-X-X-X 20°=  3.200.000
X-X-X-X-X-X  20°= 64.000.000
X-X-X-X-X-X-X 20" = 1.280.000.000

Zum Aufbringen der aktivierten Aminosduren stehen unterschiedliche Techniken zur Verfii-
gung, bei denen jeweils Losungen der Monomerbausteine verwendet werden. Fiir einfache
Tests im Labormafstab lassen sich mit handelsiiblichen Pipetten auf Cellulosemembranen
kleine Spots erzeugen und Arrays mit Spotzahlen von bis zu 200 pro Objekttriger
(76 x 26 mm) erzielen. Dafiir sind bereits Baukisten (Kits) mit vorgefertigten Membranen,
Reaktionsgefdflen, Aminosduren, Pipettierprotokollen und dergleichen kommerziell erhéltlich

Linkeranbindung

OO DO DO
O _ OO O
P SPOT-Peptid-
synthese
Modifizierung iko
Funktionalisierung ég:g:;?nz_
00
o
Antikorper

Abb. T8 Schritte zu Generierung eines Peptidarrays und direktes Screening mit einem Enzym-markierten
Antikdrper
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(Sigma Genosys; www.genosys.com). Fiir groBere Genauigkeiten und automatisierte
Synthesen stehen klassische Pipettierroboter (z.B. von Abimed oder Gilson) zur Verfiigung,
die kleinste Volumina im nL-Bereich dosieren und auftragen konnen.

Einen anderen Weg beschreiten Techniken, die iiber Licht die Orte definieren, an denen die
Synthese der Peptide auf dem Triger stattfinden soll (Photolithographie). Zum einen werden
dabei photolabile Schutzgruppen und Photomasken verwendet, um durch gezieltes, ortsauf-
gelostes Abspalten der N-terminalen Schutzgruppen eine kombinatorische Synthese zu er-
moglichen.”® Dieser vielversprechende Ansatz zur Generierung hochdichter Peptidarrays hat
aber einige Nachteile. Die Produktion der Photomasken ist durch die Notwendigkeit eines
Reinraumes teuer und auch zeitaufwendig. Die Effizienz der Abspaltung der photolabilen
Gruppen ist zudem geringer als bei herkémmlichen Fmoc- oder Boc-Schutzgruppen.”* Die
Probleme lassen sich allerdings minimieren, indem durch das eingesetzte Licht sogenannte
Photosduren generiert werden, die an den Orten ihrer Entstehung gezielt sdurelabile Boc-
Schutzgruppen abspalten. Uber eine projiziertes, computergeneriertes Lichtmuster lassen sich
so einige Tausend Peptidsequenzen pro Quadratzentimeter auf einem Chip synthetisieren.”
Ein entscheidender Nachteil beider Methoden ist jedoch die hohe Anzahl von
Kopplungszyklen pro Syntheseschritt, da die Aminoséduren nur nacheinander auf dem Triger
zur Reaktion gebracht werden konnen.

2.1.2.2 Anwendungen von durch SPOT-Synthesen hergestellten Peptidarrays

Die Vielfalt der Anwendungsmoglichkeiten von Peptidarrays ist immens. Sie finden ihren
Einsatz in der Molekularbiologie, in der Immunologie oder in der Wirkstofforschung, um nur
einige Themenfelder zu nennen. Die verschiedenen Mdglichkeiten lassen sich dabei in einige
wichtige Gebiete einteilen (Tab. 2).

Tab. 2 Beispiele fur Anwendungsmaoglichkeiten von Peptidarrays

Verfahren Anwendungsbeispiele

Peptid/Protein-Protein-Wechselwirkungen = Antikdrper-Antigen-Wechselwirkungen
= Analyse von Bindungsstellen (Rezepto-
ren, Chaperone, Zellskelett-Proteine,
Signalmolekiile, etc.)

Identifizierung von Enzymaktivitaten Kinase- und Protease-Aktivitaten
Identifizierung bindender Peptide Bindung an Metallionen, DNA
Zell-Bindungsstudien = T-Zell-Epitope

= Antibiotische Peptide

In der Literatur finden sich umfangreiche Beispiele und Ubersichten®, in denen erfolgreich
Peptidarrays z.B. zur Identifizierung von Antikdrper-Bindungsstellen (Epitop-Mapping) oder
bei der Suche nach Enzym-hemmenden Peptiden eingesetzt wurden. Dabei werden nicht nur
die auf der Oberfliache synthetisierten und immobilisierten Peptide untersucht, sondern auch
die nach der Abspaltung vom Tréger erhaltenen Peptidsequenzen in Losung weiter verwendet.



16

Die Technik der Festphasensynthese von Peptiden und deren parallele Analyse lassen sich auf
andere Monomerbausteine (beispielsweise Peptoidbibliotheken) iibertragen.*’

2.2 Oberflachenmodifikationen zur SPOT-Peptidsynthese

Die bei der Peptidsynthese verwendeten Reagenzien und Losungsmittel sind mitunter sehr
aggressiv (z.B. TFA). AuBBerdem wiederholen sich viele Wasch- und Kopplungsschritte mit
zunehmender Sequenzldnge der Peptide, so dall die verwendeten Tridgermaterialien diese Be-
dingungen unter allen Umstdnden tolerieren miissen. Zudem miissen sie geniigend funktio-
nelle Gruppen auf ihren Oberfldchen bereitstellen, an denen die Oligopeptide spéter aufgebaut
werden konnen, bzw. miissen so modifizierbar sein, da3 sich nachtriglich Ankniipfungs-
punkte fiir reaktive Gruppen einbauen lassen. Im Hinblick auf den Einsatz eines Laserdruckes
zum Verdrucken von Aminosduretoner werden mogliche Derivatisierung von Laserdrucker-
folien (PET-Folien) diskutiert.

2.2.1 Modifizierung von Cellulose

2.2.1.1 Struktur der Cellulose

Cellulosemolekiile sind wasserunldsliche, langkettige, relativ starre Kondensationspolymere
aus B-Glucoseeinheiten, die miteinander 1,4-B-glykosidisch verkniipft sind. Da jedes zweite
Glucosemolekiil entlang einer Kette um 180 °C gedreht ist, ist das eigentlich wiederkehrende
Strukturelement die Cellubioseeinheit (Abb. T9).

OH OH
OH OH
HO o) ° HO o) S
o0 3 HO o g HO o0
OH OH
OH \ OH )

R-Glucose Cellubioseeinheit

Abb. T9 Strukturformel der Cellulose; primére und sekundare OH-Gruppen

Die linearen Cellulosemolekiile sind sehr dicht gepackt und bilden inter- und intramolekular
Wasserstoftbriickenbindungen aus, was letztlich der daraus resultierenden Faser grof3e Stabi-
litdt verleiht. In die Ausbildung der Wasserstoftbriickenbindungen sind vorzugsweise die
primdren Hydroxygruppen (rot) involviert, was die weniger reaktiven sekundidren OH-Grup-
pen (blau) fiir weitere chemische Modifikationen zugédnglich macht (Abb. T17).
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2.2.1.2 Oberflachenmodifikationen von Cellulose

Eine einfache Moglichkeit zur Einfliihrung reaktiver Gruppen in das Cellulose-Netzwerk be-
steht in einer einfachen Veresterung der OH-Gruppen mit Fmoc-8-Alanin und anschlieender
Entschiitzung (Abb. T10).

OH
OH o
HO o 0 A HO o 0
—_—
0 d  wHo 0 B 0 g o 0
OH
OH

Abb. T10 Veresterung von Cellulose mit 3-Alanin
(A: Fmoc-R-Ala-OH/DCC/NMI; B: 20 % Piperidin/DMF)

Das daraus resultierende aminoterminierte Polymer besitzt beste Voraussetzungen fiir eine
Festphasensynthese von Peptiden. Es ist stabil gegeniiber Losungsmitteln und Reagenzien
(z.B. DMF, MeOH, DCM, Piperidin, TFA) und es 146t sich leicht in jede gewlinschte Form
bringen. Die Esterbindungen werden lediglich bei der Verwendung von Ammoniak angegrif-
fen, was man sich am Syntheseende zur Abspaltung der Peptide zunutzemachen kann.” % ®)

Eine esterfreie Derivatisierung 148t sich durch eine Zinkchlorid-katalysierte Alkylierung mit
Epoxiden erreichen (Abb. T11).”” Hierbei sind Derivatisierungsgrade von 50 bis
100 nmol/cm” méglich.

HO NH2
o ZnCl,

HO NH,

Abb. T11 Esterfreie Derivatisierung von Cellulose mit ZnCl, und Epoxid
(B: 20 % Piperidin/DMF)

2.2.2  Modifizierung von PET-Folien

2.2.2.1 Struktur und Eigenschaften von Polyethylenterephthalat (PET)

PET-Polymere lassen sich zum Beispiel durch Polykondensation von Terephthalsdure (1,4-
Benzoldicarbonsdure) oder 1,4-Dimethylterephthalat mit Ethylenglykol (1,2-Dihydroxyethan)
herstellen (Abb. T12).



18

(0] (0]
HO -0
+ HO -~ —
OH OoH o0
o] o n

Abb. T12 Reaktionsschema der Polykondensation von PET

Der daraus erhaltene Kunststoff ist von thermoplastischer Natur und gehort zur Familie der
Polyester. Das PET-Polymer beinhaltet zahlreiche polare Gruppen, wodurch sich starke zwi-
schenmolekulare Krifte ausbilden. Das Makromolekiil ist zudem linear aufgebaut und bildet
keine weiteren Vernetzungen aus. Diese Eigenschaften sind Voraussetzungen fiir
teilkristalline Bereiche und Fasern. Durch diese Bereiche ergeben sich auch eine hohe
Schlagzédhigkeit, Bruchfestigkeit und Formbestidndigkeit. Als Textilfaser (,,Polyester®) wird
PET auch wegen weiterer niitzlicher Eigenschaften eingesetzt. Es ist knitterfrei, reiBfest,
witterungsbestdndig und nimmt nur sehr wenig Wasser auf. Wegen seiner guten
Gewebevertrdglichkeit wird PET auch als Werkstoff fiir BlutgefaBprothesen eingesetzt. Die
Glasiibergangstemperatur T,, liegt bei etwa 75 °C, der Schmelzpunkt bei ca. 240 °C. Dadurch,
und aufgrund der bereits erwdhnten Zugfestigkeit von 48 — 72 MPa (vergleiche PP: 31-41
MPa, Teflon: 21 — 34 MPa)*, lassen sich thermisch stark beanspruchbare (Laserdrucker-)
Folien aus PET fertigen, die vollkommen transparent sind.

2.2.2.2 Oberflachenmodifikationen von PET

Das Aufbringen von Aminogruppen auf PET-Oberfldchen ist iiber eine einfache Aminolyse
moglich (z.B. mit Ethylendiamin, Abb. T21). Die polymeren Ketten werden dabei an diesen
Stellen gespalten.’' Fiir die Herstellung proteinresistenter PET-Oberfldchen zur Verringerung
einer unspezifischen Proteinadsorption eignen sich besonders gut hydrophile Polymere, allen
voran die Poly(ethylenglykole), kurz PEG (siehe Kapitel 2.4.3). Eine Moglichkeit zur kova-
lenten Anbindung dieser Substanzklasse ist iiber die eingefiihrten Aminogruppen mdglich.
AnschlieBend wird mit Cyanurchlorid vorher aktiviertes Poly(ethylenglykol) iiber eine Reak-
tion mit den primiren Aminogruppen kovalent angekniipft (Abb. T13).%

cl
- - - N|)§N
50 % _\_NHz Cl Ny © o)CHs _\_N)\N/ O{\/C))CHS
H,N 1"/ 11/ ! H "
2 =
- _\—NH2 L \g H
i NH, NN o{A >CH3
o 3OS o]
H,0 Benzol N{N n
40 °C, 34 h e
40°C, 24 h -\ _h, NN o CHy
L L pH>7 L] S o
N\fN n
Cl

Abb. T13 Aminolyse des PET-Polymers mit Ethylendiamin und anschlieRende Reaktion mit Cyanurchlorid-
aktiviertem Poly(ethylenglykol)
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Bei einem Einsatz von OH-terminierten PEGs lieBen sich nach einer Veresterung mit 3-Ala-
nin PET-Folien zur Peptidsynthese im Arrayformat erzeugen, die dariiber hinaus resistent ge-
geniiber unspezifischer Proteinadsorption wéren.

Eine weitere Mdglichkeit zur Oberflachenmodifikation von PET besteht in der sogenannten
Graftpolymerisation. Dabei werden Monomere (z.B. Acrylsdure, Acrylsdureester, Acrylamid
oder Poly(acrylsdure)) auf die Oberfliche quasi aufgepfropft. Den Start der meist UV-
induzierten Polymerisation bilden dabei oberflichengebundene Polymerisationsinitiatoren, die
entweder iiber eine Plasmaentladung®, eine UV-Bestrahlung® oder iiber eine Kombination
von UV-Bestrahlung und Ozonisierung®® generiert werden konnen.

Die aus der Oberflichenmodifikation von verschiedenen Polymersorten resultierenden
verdnderten  Eigenschaften wie  beispielsweise = Kontaktwinkel, Proteinresistenz,
Adsorptionsfahigkeit von kleinen Molekiilen, Féhigkeit zur Proteinimmobilisierung sind
intensiv untersucht und beschrieben worden.*

2.3 Laserdruckprozel3

2.3.1 Xerographie oder Elektrophotographie

Der Ausdruck Xerographie stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,,trocken schreiben®.
Die Xerographie steht damit im Gegensatz zu ,,nassen‘ Schreibverfahren, wie Offset-, Tinten-
strahldruck und dergleichen. Das Verfahren des Fotokopierens wurde 1938 von CARLSON
erfunden und spiter auch patentiert.”’ 1947 ging die Lizenz an die Firma Haloid, die 14 Jahre
spéter in Xerox umbenannt wurde. Parallel zu den Fotokopierern entwickelten sich, wenn-
gleich zeitlich etwas verschoben, die Laserdrucker basierend auf derselben Technik. Prinzi-
piell wird bei dieser Methode ein vorher aufgeladener, photoleitender Trager (eine Platte oder
eine beschichtete Walze) durch auftreffendes Licht an den belichteten Stellen entladen, so daf3
sich an diese wiederum elektrisch gegensinnig geladene Farbpartikel anlagern kénnen. Das so
entstandene Bild wird auf das zu bedruckende Material ebenfalls durch Ladungskrifte {iber-
tragen und anschlieBend fixiert. Wéhrend die ersten Kopierer bzw. Laserdrucker lediglich
monochrom arbeiteten, sind seit Anfang der 1990er Jahre auch mehrfarbige Kopien oder
Ausdrucke auf Xerographie-Basis moglich.

2.3.2 Aufbau und Funktionsweise eines Monochrom-Laser- bzw. LED-Druckers

Die zentrale Einheit eines Laserdruckers ist die sogenannte OPC-Walze (,,organic photo con-
ductor drum®), die auch als Belichtungs- oder Bildtrommel bezeichnet wird. Auf ihr befindet
sich eine diinne Schicht eines photoleitenden Polymers, welches frither iiber einen Korona-
draht (Punkt 1, Abb. T14), heute {iber eine primire Ladungswalze® (PCR) elektrisch auf ihrer

¢ primary charge roller: Der Wechsel hin zu den Ladungswalzen Mitte der 1990er Jahre war notwendig, da sich
bei den Koronadrihten durch die hohe Spannung (5-15 kV) beim Aufladen der Bildtrommel Ozon bildete.


http://www.uni-protokolle.de/Lexikon/1938.html
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gesamten Breite aufgeladen wird. Diese Ladung bleibt solange erhalten, bis sie durch den Ein-
fall von Licht (Laser oder LED) (Punkt 2) durch einen Ladungstransport innerhalb des Poly-
mers geldscht wird. Dies geschieht lediglich auf den belichteten Stellen der Trommel; es ent-
steht also ein elektrostatisches, lateral begrenztes Abbild des gewiinschten Druckbildes auf

G

Laserstrahl
oder LED-Zeile

Rechen

3a)
@ Togeaqikel
Korona !

‘Transport-
Entladeeinheit s
<

Wischer &
Reservoir (6)

Heizeinheit T -
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Abb. T14 Schematischer Aufbau eines Laser-/LED-Druckers

der Trommeloberflache. Die in der Tonerkartusche befindlichen Tonerpartikel (Punkt 3a)
werden durch Gegeneinanderreiben der Schaumstoff-beschichteten Ladungs- und
Transportwalzen triboelektrisch! aufgeladen. Sie erhalten dabei eine gleichsinnige Ladung,
wie sie am Anfang die OPC-Walze erfahren hat. Ein Rechen sorgt dafiir, daB3 sich eine
gleichméBige Partikelschicht auf der Transportwalze absetzen kann. Die noch geladenen
Tonerpartikel werden beim Vorbeistreifen an der Bildtrommel auf die entladenen Stellen
transportiert (Punkt 3b). Es entsteht dabei ein sichtbares Druckbild aus Tonerpartikeln auf der
Bildtrommel. Die Tonerpartikel werden durch Anlegen einer entgegengesetzten Ladung von
der Bildtrommel auf den gewiinschten Triger (Papier, Folie, etc.) libertragen (Punkt 4) und
mittels Hitze endgiiltig fixiert (Punkt 5). Uberschiissige Tonerpartikel werden von der
Bildtrommel entfernt (Punkt 6) und die photoleitende Schicht vollstindig entladen (Punkt 7).
Mit dem erneuten, kompletten Aufladen der Bildtrommel kann der Druckzyklus wieder von
vorn beginnen.

2.3.3 Aufbau und Funktionsweise eines Farb-Laser- bzw. LED-Druckers

Fiir den farbigen Ausdruck von Dokumenten miissen die vier Farben Schwarz, Cyan, Ma-
genta und Gelb (KCMY®) getrennt voneinander auf das zu bedruckende Material gebracht

4 tribos [greh.]: ,,reiben”
¢ KCMY fiir black, cyan, magenta und yellow
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werden. Dies kann derart geschehen, dafl zunédchst das Bild mit den einzelnen Tonerfarben auf
einem Transportband zusammengestellt und anschlieBend in einem Schritt auf das Papier oder
die Folie iibertragen wird (Transportzwischenband-, Zweibédndermethode). Eine alternative
Methode verfolgt das Ziel, durch direkten Druck der einzelnen Farbtonerkartuschen auf das
Druckmaterial das farbige Bild ohne Zwischenablage auf dem Papier oder auf der Folie zu
generieren (Tandem-, Stapel- oder Revolvermethode). Dabei erfolgt die Farbmischung fiir das
Gesamtbild auf dem bedruckten Material. Diverse Methoden, wie sie in kommerziell erhaltli-
chen Farbdruckern zum Einsatz kommen, zeigt Tabelle 3. Fiir den angestrebten Peptidlaser-
drucker, d.h. einen Laserdrucker, der in der Lage sein soll, Aminosdure-Toner zu verdrucken,
mul} gewéhrleistet sein, dafl er mehr als nur vier Druckwerke, nimlich zwanzig (entsprechend
den zwanzig proteinogenen Aminosduren) fiir den DruckprozeB aufnehmen und ansteuern
kann. Infolgedessen bietet die Tandem- oder Inline-Methode den Konstruktionsaufbau der
Wahl, da hier das Hinzufiigen von weiteren 16 Druckwerken technisch am einfachsten zu
realisieren scheint. AuBBerdem bietet der angelegte lineare Transportweg des zu bedruckenden
Materials weniger restriktive Anforderungen an Flexibilitit oder Materialdicke als bei einer
Revolver- oder Zweibandkonstruktion. Somit wére man durchaus in der Lage, durch techni-
sche Modifikation auch starre Medien, wie z.B. Glas zu bedrucken.

Tab. 3 Vergleich von elektrofotographischen Farbdrucksystemen 8

Schema Methode Druckgeschwindigkeit Charakteristika

hoher Tonerverbrauch durch

Transportzwischenband-  2-3 Seiten/Minute Mehrfachdurchlaufe

K
fJIE ¢ - . . schwierige Farbmischung,
Efﬁ': M Zweibander- 3,5 Seiten/Minute zu langsamer Druck
RE®E Papierband mul3 gerade laufen,
O 0O Tandem- oder Inline- 8 Seiten/Minute Entwicklereinheiten missen
exakt positioniert werden
o nicht auf mehr Druckwerke er-
@ Stapel- 2 Seiten/Minute weiterbar; kein Transferband no-
tig; geringer Platzbedarf
C L d
Oy icht auf mehr Druckwerke
MO O _ . . nic .
?'1: O Revolver 3 Seiten/Minute erweiterbar

Das Tandemprinzip findet sich u.a. bei den Farblaserdruckern der Baureihe C7200 von OKI
wieder. Genauer genommen sind diese Druckertypen LED-Drucker, da die einzelnen opti-
schen Laserschreibeinheiten durch platzsparende LED-Zeilen ersetzt wurden (Abb. T15). Da-
durch erreicht der Drucker trotz der linearen Anordnung seiner Druckwerke wieder kompakte
Abmessungen.
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Abb. T15 Vergleich zwischen klassischen Laserdruckwerken und platzsparenden LED-Zeilen

als Schreibeinheiten beim Tandemprinzip

Abbildung T16 zeigt einen Vergleich zwischen den beiden angesprochenen Belichtungs-

systemen. Beim Lasersystem (links) wird der erzeugte Laserstrahl durch ein Spiegelsystem
fokussiert und gelenkt. Der Spiegel rotiert dabei sehr schnell und 146t den Laser auf der rotie-
renden Bildtrommel das latente Ladungsmuster erzeugen. Beim LED-Verfahren (rechts) sind
die Lichtquellen kleine, hintereinander angeordnete LEDs (,,light emitting diodes®), die in ei-

nem schmalen Streifen liber die gesamte Bildtrommel verteilt Licht zum Beschreiben der
Walze aussenden. Die LED-Zeile ist dabei senkrecht zur Laufrichtung der Walze angeordnet.
Da bei diesem System keine sich bewegenden Teile notwendig sind, ist ein prizises Drucken

auf kleinstem Raum gewihrleistet.

Abb. T16 Belichtungsprinzipien im Detail: Laser mit Polygonspiegeln (links), LED-Zeilen (rechts)
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2.3.4 Der Toner - die ,elektronische Tinte" des Laserdruckers

2.3.4.1 Zusammensetzung

Die fiir die Xerographie bzw. Elektrophotographie notwendige Matrix zum Verdrucken des
gewiinschten Bildes wird als Toner bzw. Pulvertoner bezeichnet. Im Grunde ist dieser ein
durch Reibung oder durch Zusatz von Magnetit aufladbares, bei Temperaturen um die 70 °C
schmelzendes, farbgebendes Gemisch aus trockenen Partikeln, die sich in der GroBBenordnung
von nur wenigen Mikrometern (5 — 30 pm) bewegen. Er besteht zum Grofteil aus einem Harz
(am haufigsten verwendet werden Polystyrol-n-Butylacrylat-Copolymere, gefolgt von
Polyester- und Epoxyharzen). Dieses schmilzt in der Heizeinheit und fixiert die Tonerpartikel
dicht nebeneinander auf dem zu bedruckenden Material. Es ergibt sich dadurch ein
einheitliches Druckbild. Des weiteren enthalten Toner die notwendigen Farbpigmente (Ruf3
z.B. fiir die Farbe Schwarz), Oberflichenadditive zur Kontrolle der FlieB- und
Reinigungseigenschaften, sowie Ladungskontrollreagenzien (CCA: charge control agents) auf
der Basis organischer Azokomplexe (teilweise verlackt mit Metallen wie z.B. Al, Cu, Co oder
Fe) oder anderer polycyclischer Verbindungen. Zugesetzte Ladungsstabilisierungsreagenzien
(,,charge stabilizer) konnen sowohl eine negative als auch eine positive Ladung der
Tonermischung aufrechterhalten.”” Oft werden den Tonern auch Wachse beigemischt, um sie
wiéhrend und nach dem Fixieren auf dem Papier besser von der Heizwalze ablosen zu kdnnen.
Sie werden prinzipiell in Zwei- und Einkomponententoner untergliedert, die im folgenden
kurz charakterisiert werden.

Zweikomponententoner

Sie bestehen im Grunde aus dem eigentlichen Toner (mit all seinen erwéhnten Bestandteilen)
und einem zusitzlichen Transporter oder Trager (carrier), der dem Toner zugemischt werden
muB. Der Transporter ist notwendig, um zum einen die notwendige Ladung zu erzeugen und
zum anderen den Toner durch das Kartuschensystem zu beférdern. Beim Aneinanderreiben
von Toner und Transporter entstehen gegensinnige Ladungen, was dem Toner ermdglicht,
sich tliber elektrostatische Kréfte an die Transporter-Kiigelchen zu heften. Diese Toner-bela-
denen Transporter lassen sich nun mit eingebauten, rotierenden Magneten kontrolliert von
Transport- zu OPC-Walze und letzten Endes auf das zu bedruckende Material befordern. Je
nachdem, mit welchem Polymer der Transporter umhiillt ist, verleiht er dem Toner dabei eine
negative (Methacrylat-Polymere) oder positive Ladung (Fluorpolymere).*’

Einkomponententoner

Auch der Einkomponententoner besteht aus den erwidhnten Harzen, Ladungskontrollreagen-
zien, Pigmenten und Wachsen allerdings ohne zusitzlich beigemischten Transporter. Es gibt
somit einige Punkte, in denen er seinem Zweikomponenten-Pendant iiberlegen ist. Zunéchst
wire da das zusitzliche Volumen, das ein Transporter-Reservoir in der Tonerkartusche ein-
nimmt. Mogliche Trends hin zu kompakteren Druckern oder Kopierern lassen sich dadurch
schwieriger realisieren. Auf der anderen Seite wird das Ladungsniveau des Toners durch den
Gehalt an Transporter definiert. Bedingt dadurch, muf3 die Zumischung des Transporters stén-
dig kontrolliert und wenn nétig angepalit werden. Eine zusitzlich eingebaute Sensorik und



24

Logik erhohen die Kosten und den Aufwand. Um eine Ladung ohne Transporter-Kiigelchen
zu generieren, 1aft man den Einkomponententoner an gegenldufigen Kunststoffrollen reiben.
Je nach seiner chemischen Zusammensetzung 14dt sich der Toner nun positiv oder negativ
auf.

2.3.4.2 Ladungseigenschaften

Je nach Gerite- und Verfahrenstyp werden entweder solche Toner benétigt, die sich elektro-
statisch positiv oder solche, die sich elektrostatisch negativ aufladen. Die bereits erwdhnten
Ladungsreagenzien als wichtige Tonerbestandteile sind dabei fiir Vorzeichen, Stirke und Sta-
bilitdt der Aufladung verantwortlich. Wird ein Toner elektrostatisch aufgeladen, so gelten
prinzipiell die GesetzmiBigkeiten der Reibungselektrizitit (Triboelektrik).* Es lassen sich
sogenannte triboelektrische Spannungsreihen aufstellen, die Auskunft dariiber geben, wie sich
zwei Reibungspartner bei Kontakt gegenseitig aufladen (Tab. 4). Der in der Spannungsreihe
weiter oben stehende Reibungspartner 14dt sich gegeniiber seinem weiter unten stehenden ne-
gativ auf. So ladt sich beispielsweise Polytetrafluorethylen (PTFE, Teflon) gegeniiber Poly-
styrol (PS) elektrisch negativ aus, wobei Polystyrol dementsprechend positiv aufgeladen wird.
Grundsitzlich lieBe sich damit auch eine Tonermatrix durch Reiben an einem anderen Kunst-
stoff aufladen. Allerdings wiirden die Ladungen schnell wieder abflieBen. Fiir die Druckbar-
keit eines Toners ist besonders wichtig, dal die Ladung mit dem gewiinschten Vorzeichen
moglichst rasch erzeugt und {iber ldngere Zeit aufrecht erhalten werden kann.

Tab. 4 Ausschnitt aus der triboelektrischen Spannungsreihe42

Material
PTFE, Teflon
Silikon
PVC (Polyvinylchlorid)
PP (Polypropylen)
PU (Polyurethan)
PS (Polystyrol)
Polyester

Polaritét

negativ

positiv

Die zu diesem Zweck in die Tonerharze eingearbeiteten Ladungskontrollreagenzien haben ei-
nen groflen EinfluB auf die Ladungseigenschaften und die

T Ladungsstabilitdt des Toners, obwohl sie nur einen geringen

O N Anteil (5 %) im Toner reprdsentieren. Beispielsweise haben

O N 5 Nigrosine, Triphenylmethane oder quartire Ammoniumsalze
O.

den Effekt, den Toner insgesamt positiv aufzuladen, wihrend
Azopigmente oder verlackte Azopigmente (Abb. T17) zu einer
negativen Aufladung fithren.” Bei Variation der Substituenten,

wie am Beispiel eines Triphenylmethans 7

+

R M

Abb. T17 Verlackter Kobalt-
Azokomplex

(Triarylaminotriphenylmethan) untersucht wurde, verdndern
sich mitunter die Vorzeichen der Polaritit.** Nach Ersetzen der
drei Sulfonylgruppen durch Wasserstoff im Pigment kehrt sich
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die Polaritit eines damit aufgebauten Toners von negativ nach positiv um (Abb. T18). Da es

— C
R,, R, R, = SOH
Ra :
Vak\

=N R, R, R,=H

I\ v N2 N3
—X

Abb. T18 Substituententausch bei einem Triphenylmethan-Pigment und resultierende Polaritdtsumkehr des Toners

auf dem Markt auch Fotokopierer und Laserdrucker gibt, die positiv geladenen Toner
verdrucken konnen, 1dBt sich durch die Wahl des CCA der bendtigte Toner wihrend der
Produktion leicht anpassen. Charakterisiert werden die Toner durch die Bestimmung des Ver-
hiltnisses aus Ladung und Masse (Q/m) in Einheiten von pC/g. Der Wert wird berechnet, in-
dem eine bestimmte Menge Toner abgewogen, triboelektrisch aufgeladen und die

Gesamtladung in einer isolierten Faraday-Zelle mit einem Elektrometer gemessen wird.*

2.3.4.3 Tonerherstellung *°

Die klassische Herstellung von Toner beruht
auf einem einfachen Verfahren. Zunichst
werden Polymer, Farbpigment und CCA in
einem Extruder (sog. Schneckenpresse; siche
Abb. T19f) vermischt und kréftig geknetet.
Dies geschieht bei einer Temperatur, bei der
das Polymer eine hohe Viskositit aufweist
(150-200 °C). Hohere Temperaturen, bei de-
nen das Polymer bessere FlieBeigenschaften
besitzt, filhren nicht zu einer besseren Dis-
persion der Tonerbestandteile. Niedrigere

Heizmanschetten

Zylinder K / Getriebe

Schnecke Trichter .\‘ 4
Ny
E.\}nﬁ e e | .,n:._,‘.q|n._f_.m.|_|.,n;l e |77]

£ ki Sy JOBVE ol

[ Lo s .u-:.é.\_‘\'...v;_. : _4:\_._.,:.13»__._
I...-‘ e e e i e e

Y
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Abb. T19 Querschnitt durch eine Schneckenpresse

Temperaturen wiederum erfordern zuviel Kraft, um das Gemisch zu mischen und zu kneten.

Abb. T20 Konventionell
hergestellte Tonerpartikel in
einer SEM-Aufnahme

Das Gemisch 146t man abkiihlen und pulverisiert es in einer
Mihle. Die einzelnen Fraktionen, die sich in ihrer
PartikelgroBe unterscheiden, lassen sich anschlieend durch
Sieben voneinander trennen und charakterisieren. Am Ende
werden dem fertigen Tonerpulver bei Bedarf Zusitze wie
Oberflachenadditive (Silicapartikel) oder Wachse
hinzugemischt. Dies geschieht beispielsweise, indem man die
Additive in einen Luftstrom injiziert, der das Tonerpulver
transportiert und kontinuierlich verwirbelt. Die so erhaltenen,
unregelméfBig geformten Tonerpartikel in GroBenordnungen

"aus: http://www.mischer.com/aktuell/extruder.htm
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von etwa 10 pm Durchmesser (Abb. T20%) geniigen den Anforderungen an iibliche Kopierer
bzw. Laserdrucker.

Fiir zukiinftige Anwendungen ist man bestrebt, die Partikelgroe weiter zu reduzieren und
dabei gleichzeitig eine mdglichst enge GrofBenverteilung sicherzustellen, da diese Parti-
keleigenschaften maBigeblich die Auflosung des Druckbildes bestimmen. Zu diesem Zweck
entwickelte man neue Methoden, die unter den Begriffen ,,chemisch produzierter Toner*
(CPT) bzw. ,,Polymerisationstoner* zusammengefalit werden. Eine Technik davon, die soge-
nannte Emulsionsaggregations-Polymerisation (EA), generiert Submikropartikel aus Mo-
nomeren (z.B. Styrole, Acrylate) mit Hilfe ionischer sowie nicht-ionischer Emulgatoren und
einem wasserloslichen Initiator in einer wiaBrigen Losung. Anschliefend aggregieren die
Submikro- zu Mikropartikeln. Die ersten Toner auf EA-Basis wurden von Fuji Xerox und
Konica Minolta entwickelt.

Eine zweite Mdoglichkeit besteht in der Mikrosuspensions-
Polymerisation (MSP), bei der, &dhnlich der EA-
Polymerisation, ebenfalls Monomere in Wasser polymerisiert
werden, allerdings ohne vorheriges Aggregieren direkt zu |
Partikeln im Mikrometerbereich. Die Kontrolle der einzelnen
Parameter (Hitze, Menge an Emulgator,

Polymerisationsgrad) kompliziert den ProduktionsprozeB,
liefert allerdings eine enge GroBenverteilung. Toner auf  Abb. T21 SEM-Aufnahme eines
MSP-Basis werden hauptsidchlich von Nippon Zeon, Canon Polymerisationstoners
und Ricoh hergestellt. Beide Verfahren erzeugen Tonerpartikel mit einer einheitlichen,
nahezu kugelférmigen Gestalt in der GroBenordnung von bis zu 5 pm Durchmesser (Abb.

T219).

2.4 Wechselwirkungen von Proteinen mit Oberflachen

2.4.1 Nachteile unspezifischer Proteinadsorption

Die Adsorption von Biomolekiilen oder Zellen bzw. Zellbestandteilen auf Oberflichen ist
nicht in jedem Falle erwiinscht. In bestimmten Situationen ist es von enormer Wichtigkeit,
diese Art der Wechselwirkung zu verhindern. So verursachen beispielsweise grole Ansamm-
lungen von Muscheln, Seepocken oder Algen an Schiffsriimpfen erheblichen zusitzlichen
Widerstand wihrend der Fahrt durch das Wasser und fithren dabei zu einem erhdhten Treib-
stoffverbrauch und ldngeren Reisezeiten. Man verhindert diesen oftmals zentimeterdicken Be-
fall herkdmmlich mit sogenannten Antifouling-Anstrichen. Die in diesen Farbanstrichen ent-
haltenen bioziden Substanzen, wie z.B. Kupferverbindungen oder organische Zinnkomplexe
(z.B. Tributylzinn [TBT]), halten zwar den Schiffsrumpf sauber, 16sen sich jedoch im Fahr-

€ aus: http://www.konicaminolta.com/yourcolours/how_colour _copiers_work/h_c_copiers_work004.html
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wasser auf und sind eine Belastung fiir das gesamte Okosystem. Die Giftstoffe, die nachweis-
lich das Immunsystem schwéchen und in das Hormonsystem eingreifen, finden sich mittler-
weile in fast allen Speisefischen und gelangen iiber die Nahrungskette letztendlich auch in den
menschlichen Korper. Nach alternativen Beschichtungsmethoden wird intensiv geforscht und
erste Anwendungen befinden sich in der Erprobung.*’

Aber auch die Oberfldchen von medizinischen Implantaten, Prothesen oder Kathetern sind ei-
ner unerwiinschten Proteinadsorption ausgesetzt. Die entstechenden Ablagerungen biologi-
schen Materials werden vom lebenden Organismus als Fremdkorper erkannt und das kiinstli-
che Implantat in der Endkonsequenz abgestoBen.”® Diese ,,Bioinkompatibilitit ist ein
ernsthaftes Problem bei der Entwicklung von Medizinprodukten. Auch bei Biodiagnostika
oder in der Bioanalytik versucht man, die unspezifische Proteinadsorption als storenden Hin-
tergrundfaktor zu minimieren, um moglichst hohe Signal-Rausch-Verhéltnisse zu erhalten.

Tab. 5 Wesentliche Einflul3¢faktoren der Proteine, des Materials und des Mediums auf die Proteinadsorption

EinfluRfaktoren auf die Proteinadsorption durch

Protein Material Medium
— Proteinkonzentration — chemische Oberflachenbe-
— Grof3e des Proteins schaffenheit
. . ) - pH-Wert
— Molekulargewicht — Oberflachentopologie .
o ] ) i . ) — lonenstarke
— dreidimensionale Struktur in — freie Oberflachenenergie . o
. o —  Viskositat
Lésung — Stabilitat im entsprechenden
. - . —  Temperatur
— Aminoséauresequenz Medium . .
. — Strémungsphanomene
— Nettoladung und Ladungsver- — Oberflachenladung Druck
- ruc
teilung —  Grenzflachendynamik )
) ) ) — niedermolekulare Be-
— Dichte und Verteilung hydro- — Quellbarkeit ,
- standteile
phober bzw. hydrophiler — Anordnung hydrophober
Bereiche bzw. hydrophiler Bereiche

— isoelektrischer Punkt

Bei Immunoassays beispielsweise erreicht man dies standardmifBig, indem man auf die zu
untersuchenden Probentridger vor der Inkubation mit Antikorpern oder Proteinen gepufferte
Losungen von BSA (bovine serum albumine), Gelatine, Myoglobin oder Milchpulver gibt,
um noch zugéngliche Proteinbindungsstellen abzuséttigen. Im Falle des BSA kann - abhingig
vom betrachteten System - die unspezifische Adsorption nicht génzlich verhindert werden
(15 %).*

Die Proteinadsorption auf Oberfldchen ist ein komplexes Phinomen und als solches von ver-
schiedenen Faktoren abhingig, wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist.”
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2.4.2 Moglichkeiten der Verringerung unspezifischer Proteinadsorption durch
gezielte Oberflachenmodifikationen

Phianomenologisch kann fiir die meisten hydrophoben Oberflidchen eine hohe Proteinadsorpti-
onsfihigkeit festgestellt werden. Dabei werden Tendenzen zu konformativen Anderungen des
Proteins bis hin zu dessen Denaturierung beobachtet. Hydrophile Oberflaichen hingegen lassen
weniger Proteinadsorption zu.”' Zugleich 14Bt sich bei der Analyse rdumlicher Strukturen von
Proteinen in wélrigen Losungen feststellen, daB3 die unpolaren Regionen globuldr ausgebil-
deter Proteine eher im Inneren des Makromolekiils zu finden sind. Die geladenen oder stark
polaren Bereiche hingegen befinden sich auf der dem Medium zugewandten Peripherie und
sind von einer Hiille aus Wassermolekiilen umgeben. Bei der Anndherung eines Proteins an
eine Materialoberfliche durch Diffusion treten die hydrophoben Regionen des Proteins mit
einer ebenso hydrophoben Oberfliche in Wechselwirkung (Abb. T22). Uberwiegen dabei die
attraktiven Kréfte, fiihrt dies zu einer Adsorption. Die dabei auftretende Verdringung der Hy-
drathiillen von Protein und Oberfldche hat einen Enthropiegewinn zur Folge. Bei einer weite-
ren Verweildauer auf dem Substrat werden die Peptidketten mehr und mehr deformiert und
bilden weitere Bindungen zur Substratoberfldche aus. Die strukturelle Integritit des Proteins
und eventueller reaktiver Zentren oder Bindungstaschen werden dadurch zerstort. Die
Oberflachenmodifizierung auf der Basis hydrophiler Polymere ist daher ein mdglicher
Ansatzpunkt zur Unterdriickung der unerwiinschten Proteinablagerung bzw. Zelladhision.
Dazu werden u.a. Polysaccharide (z.B. Agarose, 8), Phospholipide, praadsorbierte Proteine,
Poly(hydroxymethylmethacrylat) (als polymeres Hydrogel, 9) oder Oligo- bzw.
Poly(ethylenglykole) (PEG, 10) unterschiedlicher Kettenlinge verwendet (Abb. T23).

Abb. T22 Adsorption eines Proteins in walrigem Medium auf eine Substratoberflache
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Der Einsatz von Poly(ethylenglykolen) ist derzeit die effektivste Methode, unerwiinschte
Proteinadsorptionen oder Zelladhisionen zu verhindern.”

2.4.3 Verwendung von Poly- (PEG) bzw. Oligo(ethylenglykolen) (OEG) zur
Verringerung unspezifischer Proteinadsorption auf Oberflachen

Poly(ethylenglykol) (PEG) ist je nach Kettenlidnge ein fliissiges oder festes, chemisch inertes,
wasserlosliches und untoxisches Polymer mit Molekulargewichten bis zu mehreren Millionen
g/mol. Chemisch handelt es sich um einen Polyether des Glykols (Ethandiol). PEGs sind fast
unbegrenzt in Wasser mischbar. Selbst bei einem Molekulargewicht von 3500 g/mol sind
noch 50 %ige wilrige Losungen herstellbar. Die gute Wasserloslichkeit ist auf die
Ausbildung von Wasserstoftbriicken mit den Ether-Sauerstoffen zuriickzufiihren. Die
Polyethylenglykole weisen auflergewOhnlich niedrige Toxizitdtswerte auf (akute und
chronische orale Toxizitdt, Embryotoxizitit, Hautvertraglichkeit). Sie werden daher seit
Jahrzehnten in Kosmetika, Nahrungsmitteln und pharmazeutischen Zubereitungen verwendet.

HO HO HO HO HO HO
OH HO 2 2 2 2 2 2
O H o 0
HO o H,C H
H 0 H HO n o—
1 H H  H o” o—+ 23:
H  OH H

3,6-Anhydro-
L-Galactose

8 9

D-Galactose

n

\IEO/\/O\/\O/\/OV\O/\/O\/\O/\/O\/EI\

10

Abb. T23 Beispiele hydrophiler Polymere zur Modifikation proteinresistenter Oberflachen

In letzteren aber auch, um eine optimierte Wirkstoffkonjugation bzw. —freisetzung
sicherzustellen.>

Zur Oberflichenmodifizierung steht eine Reihe von Techniken zur Verfiigung. An dieser
Stelle sei nur eine kleine Auswahl angefiihrt. Chemisch direkt angebunden werden kénnen
beispielsweise:

- silanisierte PEG-Einheiten auf oxidischen Oberflachen (z.B. Glas);54

- PEGs mit zum Aldehyd oxidierten OH-Gruppen auf chlorierten Si(111)-Oberflé-
chen;5 5

- PEGs auf aminoterminiertem Polystyrol (PS), auf das vorher Poly(ethylenimin) (PEI)
adsorbiert wurde;56
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- PEG-Glykolate (Na-PEG) mit halogenierten Oberflichen von Polypropylen (PP) und
Polyethylenterephthalat (PET) iiber eine WILLIAMSONsche Ethersynthese’’

oder aber durch eine Graftpolymerisation (auch Pfropfpolymerisation) auf Oberflichen
aufgebracht werden:

- Poly(ethylenglykol)monomethacrylat (PEGMA) auf Si(100);>®

- Poly(ethylenglykol)acrylat auf PMMA-Oberflichen (Plexiglas);>

- UV-induzierte Graftpolymerisation von Methoxy-Poly(ethylenglykol)monomethacry-
lat (MeO-PEGMA) auf mit Plasma vorbehandelten Teflonfilmen (PTFE)® oder auf
Naturgummi.m

Bei selbstorganisierenden Monoschichten aus Alkanthiol-terminierten Oligo(ethylenglyko-
len)® (OEG) auf Gold sind die entstandenen Filme ebenfalls resistent gegeniiber einer
kinetisch irreversiblen Adsorption von Proteinen (z.B. Fibrinogen), obwohl nur wenige EG-
Einheiten notwendig sind (ab n = 2). ® Die Fihigkeit zur Proteinresistenz verbessert sich
dabei mit zunehmender Lange der Ethylenglykol-Ketten. An Filmen mit n = 3 auf Silber und
Gold mit einer terminalen Methoxygruppe konnte gezeigt werden, da3 die Konformation der
OEG-Einheiten (helikal oder all-trans) Einfluf auf die Proteinresistenz der Monoschicht hat.”
Die Konformation dieser OEG-Einheiten sind packungsbedingt auf Silber helikaler Natur und
fiihren zu einem Verlust der Proteinresistenz, wahrend sie auf Goldoberflachen durch eine all-
trans-Anordnung der OEG-Einheiten erhalten bleibt.

Die gewonnenen Erkenntnisse flossen bereits in zahlreiche biotechnologische und
medizinische Entwicklungen und in die daraus resultierenden Anwendungen ein. Als
Beispiele zu nennen sind Substrate fiir Zellkulturen®, Beschichtungen fiir Kontaktlinsen®
oder Verbesserungen fiir Biosensoren.*

" HS-(CH,),;-(OEG),-OR
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3. Ergebnisse

3.1 Oberflachenmodifikationen

3.1.1 Modifizierung von Cellulose

Fiir erste Tests zum Drucken und Koppeln von Aminosduretoner (siche Kapitel 3.5) eignete
sich besonders gut Cellulose in Form von handelsiiblichem Whatmanpapier, welches durch
Veresterung mit Fmoc-B-Alanin und anschlieBende Entschiitzung aminoterminiert wurde.®’
Das Carbodiimid (DIC) wurde dabei zunéchst in 1,2-fachem, das Methylimidazol (NMI) in
zweifachem UberschuBl zur Aminoséure in trockenem DMF eingesetzt. Durch Erhéhung der
Konzentration der einzelnen Komponenten unter Beibehaltung der relativen Verhéltnisse zu-
einander lassen sich verschiedene Dichten an Aminogruppen pro Flicheninhalt generieren
(Abb. E1 rechts). Fiir einen rein qualitativen Test des verdruckten Toners ist dies allerdings
unerheblich, da fiir eine Blaufirbung mit Bromphenolblau Dichten von > 1 nmol/cm® ausrei-
chend sind, wie eigene Beobachtungen gezeigt haben.

300

250 -
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200 =

150 - .

n/A [nmol/em?)

NH,
1.Fmoc-B-Ala 0
DIC/NMI

OH 2. 20% 0o 50 - )
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0

Konzentration Fmoc-p-Ala

b

Abb. E1 Reaktionsschema zum Einfuhren von Aminogruppen auf Cellulose und Belegungsdichten bei unter-
schiedlichen Aminoséurekonzentrationen

Nach dem Ausdruck eines vorgegebenen Druckmusters mit Aminoséduretoner auf das derivati-
sierte Whatmanpapier wird dieses unter mechanischem Druck auf eine Temperatur zwischen
100 °C und 150 °C erhitzt und dadurch die Kopplung der voraktivierten Aminosdure gestartet.
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Abb. E2 Druckmuster (links) und mit Tryptophan-Toner bedruckte, modifizierte Cellulosemembran
nach Anfarben der freien Aminogruppen mit Bromphenolblau (rechts)
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Nicht umgesetzte Aminogruppen werden mit Essigsdureanhydrid acetyliert und die Fmoc-
Schutzgruppen mit Piperidin abgespalten. Nach Anfarben der Membran mit Bromphenolblau
erhdlt man ein Bild wie in Abbildung E2 rechts dargestellt.

Die dunkelblau erscheinenden Spots, aber auch samtliche Buchstaben und Linien stammen
von gekoppelten und entschiitzten Aminogruppen des verdruckten Tryptophan-Toners. Die
gesamte Membran erscheint ebenfalls leicht bldulich. Dies 148t sich auf Reste von Bromphe-
nolblau zuriickfiihren, die sich in die Cellulosefasern der Membran eingelagert haben. Deut-
lich erkennbar sind die Punktraster 1 (ca. 18 pro cm?) und 2 (ca. 45 pro cm?). Uberlappungen
der Punkte treten bereits bei Raster 3 (ca. 184 pro cm?), bedingt durch die Grobfaserigkeit der
Cellulose, auf. Kleinere Strukturen sind mit bloBem Auge nicht mehr zu erkennen.

3.1.2 Modifizierung von Laserdruckerfolien aus PET

Es konnte gezeigt werden, dal es prinzipiell moglich ist, PET-Folien (Abb. E3 links) fiir ei-
nen Einsatz als Peptidsynthesetriger umzuwandeln. Sie sind gegeniiber den fiir Peptidsynthe-
sen gingigen Losungsmitteln und Reagenzien wie DMF, Piperidin und Methanol resistent
und sie sind hitzestabil (Schmp. 240-250 °C®), was sie fiir Laserdruckeranwendungen
pradestiniert. Ein Stabilititsproblem besteht gegeniiber Trifluoressigsdure (TFA). Diese wird
am Ende der Peptidsynthese verwendet, um die Seitenschutzgruppen der Aminosduren abzu-
spalten. Die hydrolyseempfindlichen (Poly-) Estergruppen werden von TFA angegriffen und
die Folien 16sen sich binnen Minuten in 91 %iger TFA in Dichlormethan komplett auf. Der
Vollstindigkeit halber werden die Ergebnisse mit aufgefiihrt.

o)
o ﬁo&}OH

o n

Abb. E3 Polyethylenterephthalat (PET) links; Poly(ethylenglykol)-methacrylat (PEGMAs) rechts

Es war geplant, die Oberfldche der PET-Folie mit Poly(ethylenglykol)-Einheiten (PEG-Ein-
heiten) zu versehen, um die unspezifische Proteinadsorption zu minimieren (siche Kapitel
3.2). Die guten Quelleigenschaften einer solchen PEG-Schicht sollten es den aktivierten Ami-
nosdure-Derivaten erlauben, gut an die gewiinschten Syntheseorte vordringen zu kénnen und
dadurch die Effizienz der einzelnen Kopplungsschritte zu maximieren. Ferner sollten genii-
gend funktionelle Gruppen auf der Oberfliche zugénglich sein, um spiter eine grofle Anzahl
an synthetisierten Peptiden pro Fliacheninhalt zu gewédhrleisten. All diese Anforderungen wiir-
den gegraftete (,,aufgepfropfte*) PEG-terminierte Polyacrylatpolymere erfiillen, deren Grund-
einheit, das Poly(ethylenglykol)-methacrylat (PEGMA5), in Abbildung E3 rechts zu sehen ist.
Mit Hilfe von UV-Licht lassen sich beispielsweise derartige Polymere kovalent auf vorakti-
vierte Oberflachen mit photosensiblen Gruppen aufbringen.

Die einzelnen Schritte zur Herstellung eines PEG-gegrafteten PET-Polymers wiren daher:
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1. die Einfiihrung reaktiver Hydroperoxidgruppen,
2. die UV-induzierte Graftpolymerisation mit PEGMA und
3. die Derivatisierung der endstdndigen OH-Gruppen mit 3-Alanin

zu 1.: Da zu Beginn des Projektes noch kein Ozonisator zur Verfligung stand, erfolgte die
Einfithrung der Hydroperoxidgruppen mit Hilfe von Wasserstoffperoxid und UV-Licht®. Pro-
bleme traten dahingehend auf, daB die einzelnen Folienproben durch kleine Gasbldschen
Auftrieb erfuhren und somit direktem UV-Licht ausgesetzt waren, was zu einer Gelbfiarbung
filhrte. Durch Befestigung der Folien am Boden des entsprechenden GlasgefaBes mittels
Klebstoff lieB sich dies grofitenteils vermeiden. Die erzeugten Peroxide reagieren mit einer
gesittigten lodidlésung zu elementarem lod (1), welches seinerseits mit den tliberschiissigen

R-O-OH+2I'+2H" —— R-OH+1,+H,0 (1)

L+ —— |3 (2)

Iodidionen zum Triiodid-Anion I3 weiterreagiert (2). Das Reaktionsprodukt ist UV-aktiv und
durch dessen photometrische Bestimmung bei 360 nm 148t sich indirekt die Menge an Hydro-
peroxidgruppen quantifizieren. In Abhdngigkeit von der Bestrahlungsdauer ergibt sich fol-
gendes Bild (Abb. E4):
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Abb. E4 lodometrische Bestimmung des Gehaltes an R-O-OH auf bestrahlter PET-Folie

Man erkennt eine zahlenmifige Zunahme der Peroxogruppen, bis nach ca. 2,5 Stunden eine
Sattigung von ungefahr 27 nmol/mg erreicht ist. Mit erfalBt werden auch eventuell in die Un-
terseite der Membran diffundierte Wasserstoffperoxid-Anteile, da diese mit eindringendem
Iodid genauso reagieren wiirden.
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zu 2.: Die peroxidierten Folien wurden anschlieBend in einer wifirigen Losung von 5 v%
PEGMA5 und 2 mM Ammoniumeisen(Il)-sulfat Hexahydrat (NH4),Fe(SO4), - 6 H,O unter
Stickstoff eine Stunde mit UV-Licht bestrahlt. Die Losung erwirmte sich aufgrund der Nihe
zur UV-Quelle (10 cm) auf ca. 45 °C und enthielt am Ende der Bestrahlung gelbliche Aus-
flockungen. Dieser Niederschlag ist ausgefallenes Eisen(Ill)-hydroxid (5), das sich bei der

R-O-OH —— R-O- + -OH (3)
Fe* + .OH Fe* + OH 4
Fe** + 30H Fe(OH),y (5)

Reaktion der Hydroxy-Radikale mit Fe*" bildet. Die bei der photolytischen Spaltung der po-
lymergebundenen Hydroperoxidgruppen entstehenden Hydroxy-Radikale (3) wiirden ihrer-
seits in gleicher Weise die Polymerisation von PEGMA s starten, was allerdings zur verstirk-
ten Ausbildung eines nicht mehr oberflichengebundenen Polymers fiihren wiirde (Homopo-
lymer). Die zugesetzten Eisen(Il)-ionen minimieren diese Nebenreaktion. Mdgliche Homo-
polymer-Reste konnen durch eine Extraktion in heiBem Wasser entfernt werden.

Beim Vergleich der aufgenommenen C1s-XP-Detailspektren (Abb. E5) und insbesondere der
berechneten Peakverhiltnisse (Tab. 6) fillt auf, dal im Falle der PEG-gegrafteten Folien die
Verhéltnisse der unterschiedlichen Kohlenstoffspezies nicht mit den theoretischen Werten
ibereinstimmen. Es kann daher angenommen werden, daf3 die erreichte Filmdicke des Poly-
mers noch nicht ausreicht, um die emittierten Elektronen aus dem PET-Substrat vollstindig
abzuschwichen. Somit werden die Elektronen der Benzenkohlenstoffe aus dem PET gemein-
sam mit den Alkylkohlenstoffen des Acrylatpolymers erfaf3t (c-C, c=C). Ebenso mufl man bei
den Signalen fiir c-0 und c=0 davon ausgehen, daf} sie sich aus PET-Substrat und PEG-Graft-
polymer zusammensetzen.
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Abb. E5 Cls-XP-Detailspektren von unbehandelter PET-Folie (links) und von PET-Folie nach UV-Bestrahlung in
H20, und Grafting mit PEGMAs (rechts)
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Tab. 6 Berechnete und experimentelle C1ls-Peakverhéltnisse von unbehandelter (links)
und PEG-gegrafteter PET-Folie (rechts)

C=0 C-O0 C=C C=0 C-O C-C
ber. 2 2 6 1 10 3
exp. 1,7 20 59 10 35 3,0

Dasselbe trifft fiir die Verhédltnisse der Sauerstoffspezies zu (Abb. E6). Auch hier wird das
theoretische Verhiltnis zwischen Carboxyl- und PEG-Sauerstoff von 1 : 6 nicht erreicht. Das

gemessene Verhiltnis von 1,0 : 2,8 deutet allerdings darauf hin, dafl ein Zuwachs an PEG-
Einheiten zu verzeichnen ist (Tab. 7).
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Abb. E6 Ols-XP-Detailspektren von unbehandelter PET-Folie (links) und von PET-Folie nach UV-Bestrahlung in
H20, und Grafting mit PEGMAs (rechts)

Tab. 7 Ols-Peakverhéltnisse von PET-Folien (unbehandelt: links; gegraftet: rechts)

O=C O-C Oo=C O-C
ber. 2 2 1 6
exp. 2,0 1,9 1,0 2.8

zu 3.: Die Einfiihrung von Aminogruppen (Abb. E7) gelang mit einer einfachen Veresterung
der endstdndigen Hydroxygruppen mit Fmoc-8-Alanin nach der Carbodiimid-Methode und

0 N

1. Fmoc-R-Ala/DIC/NMI

2. 20 % Piperidin

Abb. E7 Schema zur Derivatisierung PEG-gegrafteter Oberflachen mit 3-Alanin und DIC/NMI



36

anschlieBendem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin. Die erreichte Aminogrup-
pendichte nach einer Reaktionszeit von drei Stunden betrug bei einer PEG-gegrafteten Folie
ca. 35 nmol/cm’.

Fiir einen einfachen qualitativen Test wurde ein Druckmuster mit einem Fmoc-Asparagin-
sdure-Toner direkt auf die derivatisierte Folie gedruckt und bei 90 °C fiir 45 Minuten gekop-
pelt. Nach Blockieren der verbliebenen Aminogruppen mit Essigsdureanhydrid und Entfernen
der Fmoc-Schutzgruppen wurden die daraus resultierenden Aminogruppen mit Bromphenol-

blau angefarbt.
o
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Abb. E8 Druckmuster mit Aminosauretoner auf Papier (links) und derivatisierte PET-Folie nach Kopplung,
Waschen und Anfarben mit Bromphenolblau

In Abbildung ES8 rechts erkennt man die groben Strukturen des Punktrasters 1 mit 72 Spots
(ca. 18 pro cm?), sowie das benachbarte Raster 2 mit 90 Spots (ca. 45 pro cm?). Schlechter zu
erkennen sind die hoher aufgelosten Felder (Raster 3). AuBBerdem verliert die Folie nach der
Graftpolymerisation ihre Transparenz und die glatte Oberflidche.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dal es moglich ist, peroxidierte PET-Laserdruckerfolien
mit Poly(ethylenglykol)-methacrylat zu graften und zu funktionalisieren. Auflerdem gelingt
das Aufdrucken von Aminoséduretoner und die anschlieBende Kopplung bei 90 °C. Die Folien
werden bei der Bestrahlung mechanisch und chemisch stark beansprucht, erkennbar an der
Eintriibung und Ausbildung kreisrunder Flecken auf der Oberfléche. Es lassen sich mit blo-
Bem Auge Strukturen von ca. 45 Spots/cm’ erkennen. Unter Zuhilfenahme einer Lupe mit
zehnfacher VergroBerung 148t sich das Muster mit 184 einzeln angeordneten Spots pro cm”
ansatzweise erkennen (Raster 3 in Abb. E8). Aufgrund der Instabilitdt gegeniiber TFA ist eine
Verwendung als Peptidsynthesetrdger jedoch ausgeschlossen. Die PEG-beschichteten Folien
besitzen vermutlich &hnlich gute proteinresistente Eigenschaften, wie sich spiter auf &hnlich
modifizierten Glasoberfldchen zeigte (siehe Kapitel 3.2). Sie wéren daher durch den Einbau
diverser Funktionalititen fiir Protein-, Peptid- oder DNA-Fragment-Immobilisierungen ver-
wendbar.

Die Entscheidung fiir die Glastrager beruht im Grunde auf vier markanten Eigenschaften bzw.
Tatsachen: Sie sind a) gegeniiber erhohten Temperaturen formstabil, besitzen b) weniger Ei-
genfluoreszenz als vergleichbare Kunststoffe, sind ¢) chemisch weitgehend resistent und sie
lassen sich d) mit Hilfe eines Laserdruckers bedrucken.
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3.1.3 Modifizierung von Glasoberflachen

Um auf handelsiiblichem Glas in Form von Objekttragern oder grof8eren Scheiben chemische
Reaktionen, Immobilisierungen von Biomolekiilen oder gar Festphasensynthesen durchfiihren
zu konnen, bedarf es verschiedener Oberflichenmodifikationen. Diese miissen zum einen re-
aktive Gruppen (Ankergruppen) als Angriffspunkte fiir Reagenzien bereitstellen und zum an-
deren die Eigenschaften der ,neuen* Oberfliche so gestalten, dal die physikalisch-chemi-
schen Parameter anwendungsbezogen variiert werden kénnen. Ahnlich wie bei den modifi-
zierten PET-Folien sollen auch auf Glas PEG-Einheiten iiber eine UV-induzierte Graftpoly-
merisation aufgebracht und anschlieBend weiter funktionalisiert werden. Zuvor muf} aller-
dings auf dem Glas eine Silanmonoschicht aufgebracht werden, auf der dann fiir eine Graft-
polymerisation notwendige photosensitive Gruppen erzeugt werden konnen. Die vier Schritte
zur Modifizierung von Glas sind daher im folgenden: I. die Silanisierung, Il. das Einflihren
photosensitiver Hydroperoxidgruppen, I1l. die radikalische Graftpolymerisation mit PEG-
methacrylat (PEGMAs) und 1V. die Funktionalisierung mit Aminogruppen.

3.1.3.1 Silanisierung

Fiir die Silanisierung von Glasoberflichen gibt es verschiedene Vorgehensweisen.”” Sie
unterscheiden sich darin, wie die Glasoberfliache vor der eigentlichen Reaktion gereinigt bzw.
aktiviert wird, welche Reaktivitdt und Konzentration das eingesetzte Silan besitzt und welches
Losungsmittel dazu verwendet wird (Tab. 8). Ebenso variieren Reaktionszeit und Temperatur.
Ziel war es, homogene selbstorganisierende Schichten von Alkylsilanen aufzubauen.

Tab. 8 Ausgewabhlte Silanisierungsmethoden

Methode Lit.
1 mM Octadecyltrichlorosilan (18-TCS) in Bicyclohexy! fir 24 h 70b
0,1 M Octadecyltrimethoxysilan (18-TMS) in Bicyclohexyl fiir 24 h 70b
0,2 v% 18-TMS in Dichlormethan fiir 16 h 70c

Die begrenzte Durchlissigkeit des eingesetzten Glases limitiert den Wellenzahlenbereich fiir
die IR-Analytik auf 4000 bis ca. 2000 cm™. Die charakteristischen und interessanten CH-
Schwingungsbanden um 2900 cm™ werden aber erfait und gestatten iiber deren Signalbreite
und -lage eine Aussage liber die Ordnung der einzelnen Alkylsilanketten und somit des ge-
samten Filmes.

Erste Versuche zeigten, daB3 diejenigen Filme auf Glas, die mit sehr reaktiven Trichlorsilanen
in geringer Konzentration hergestellt wurden (1 mM), im Infraroten scharfe Absorptionen der
CH-Streckschwingungen hervorrufen, d.h. gut geordnete Monoschichten bilden. Die Absorp-
tionen lassen sich dabei in asymmetrische (d’; ca. 2920 cm™) und symmetrische (d"; ca. 2850
cm™) Streckschwingungen der Methylengruppen aufteilen. Die auftretende Schulter bei ca.
2960 cm™ kann der endstindigen Methylgruppe in 18-TCS zugeordnet werden (Abb. E9).
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Abb. E9 Schema der Silanisierung mit Trichlorsilanen (links) und IR-Spektren verschiedener Silanisierungsproze-
duren (rechts) [TCS: Trichlorsilan; TMS: Trimethoxysilan; BCH: Bicyclohexyl; DCM: Dichlormethan]

Teils drastische Unterschiede sind erkennbar, wenn man bei einem gewéhlten Trichlorsilan
das Losungsmittel variiert. Es fdllt auf, daB bei zunehmender Polaritit des Losungsmittels die
Ordnung der entstehenden Silanmonoschicht abnimmt (Abb. E10 links). Vergleicht man sel-
bige Proben im XPS (Abb. E10 rechts), stellt man fest, da3 auch hier die Filmqualitdt — beur-
teilt anhand der Menge an Kohlenstoff - in unpolaren Medien besser ist.
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Abb. E10 IR-Spektren (links) und C1s-XP-Detailspektren (rechts) von Filmen aus 18-Octadecyltrichlorosilan auf
Glas, erzeugt in verschiedenen Losungsmitteln

Absorption [w.E.]
Intensitat [w.E]

Dieser EinfluB des Losungsmittels auf die Monoschichtenbildung 146t sich teilweise durch
Betrachten dhnlicher Systeme erkléren. Die Abhédngigkeit der Filmbildung vom Losungsmit-
tel (z.B. bei n-Alkanthiol-Monoschichten auf Gold) wird iiblicherweise mit der Langmuir-
Kinetik beschrieben.”' Die Geschwindigkeit der Adsorption ist hierbei abhingig von der Ver-
dringung der oberflichengebundenen Losungsmittelmolekiile. Im Falle einer, nach Behand-
lung mit Caroscher Saure, hydroxylierten und damit stark hydrophilen SiO,-Oberflache er-
wartet man, dall die Geschwindigkeit der Losungsmittelverdrangung und somit die der Sila-
nadsorption bei hydrophoben Losungsmitteln mit kleinerem &, eher zunimmt. Andere Mo-
dellvorstellungen gehen davon aus, daf die Reorganisation der Schichtmolekiile dadurch be-
einfluBt wird, daB die Molekiilendgruppen mit dem Losungsmittel interagieren.”'* Auch hier
konnte man schluf3folgern, da3 unpolare Losungsmittel besser mit den alkylischen Endgrup-
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pen der Silane wechselwirken und somit ein schnelleres Ordnen der hydrophoben Ketten auf
der Oberflache erlauben, was mit den Ergebnissen aus den IR-Spektren iibereinstimmt.

Tab. 9 Dielektrizitatskonstanten der Lésungsmittel (bei 20°C) und CHz-Schwingungsmoden des 18-TC-Silanfilms

Lésungsmittel & Wellenzahl [cm™]

n-Hexan 1,88" 2919,4 (d-), 2851,3 (d+)
Bicyclohexyl 1,98 2919,8 (d-), 2851,5 (d+)
Cyclohexan 2,05 2919,8 (d-), 2851,6 (d+)
Chloroform 4,89™ 2925,6 (d-), 2855,3 (d+)
Dichlormethan 9,02 2920,2 (d-), 2851,9 (d+)

Aus Tabelle 9 146t sich ablesen, daf sich mit zunehmendem ¢, die Absorptionsmaxima der
CH,-Streckschwingungen im Silanfilm hin zu gréBeren Wellenzahlen verschieben. Eine
starke Abweichung von diesem Trend zeigt die Chloroform-Probe. Dies ist vermutlich auf
Fehler wihrend der Messung zuriickzufiihren. Unter Beriicksichtigung der erhaltenen XPS-
Daten ist davon auszugehen, dall die Reaktion des Trichlorsilans in polaren Lésungsmitteln
zu unvollstdndig geordneten Monoschichten fiihrt. Die Unterschiede von Filmen hergestellt
aus nN-Hexan oder Cyclohexan sind minimal. Vorteile bietet der etwas hohere Siedepunkt des
Cyclohexans (80,7 °C) gegeniiber n-Hexan (69,0 °C), da die Silanisierung iiber einen Zeit-
raum von 24 Stunden durchgefiihrt wird und bei Cyclohexan weniger Verdunstungsverluste
durch eventuelle Undichtigkeiten in einem Glasgefdl3 oder einer Reaktionskammer auftreten.
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Abbildung E11 zeigt gemessene XP-Ubersichts- und Detailspektren eines 18-TCS-Films auf
Glas unter Verwendung von n-Hexan als Losungsmittel. Die Signale der Elektronen aus Ols
(532,5 eV), Si2s (154,2 eV) und Si2p (103,3 eV) entstammen dem Glassubstrat; das Signal
bei 284,6 eV (Cls) wird dem Alkylsilan zugeordnet. Die Tatsache, da3 Elektronen aus dem
Glas detektiert werden konnen, zeigt, dall der Silanfilm fiir eine komplette Abschirmung die-
ser Elektronen zu diinn ist. Geringe Mengen an unvermeidlichen Verunreinigungen auf der
Probe oder teilweise luftoxidierten Silanmolekiilen fiihren zu Cls- bzw. Ols-Signalen, die
sich aus zwei oder mehreren Teilsignalen der unterschiedlichen Elementspezies zusammen-
setzen.
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Abb. E11 XP-Ubersichts- und Detailspektren von 18-TCS-Filmen aus n-Hexan

Eine geplante Behandlung mit Ozon zur Einfiihrung reaktiver Gruppen sollte begiinstigt ab-
laufen, wenn das eingesetzte Silan eine endstindige C=C-Doppelbindung aufweist, die mit
Ozon iiber eine 1,3-dipolare Addition reagieren kann. Aus diesem Grund wurden auch Silan-
monoschichten mit 7-Octenyltrichlorosilan (7-TCS) erzeugt und charakterisiert. Abbildung
E12 zeigt XP-Ubersichts- und Detailspektren eines 7-TCS-Films hergestellt in n-Hexan. Wie
zu erwarten, werden die vier Signale fiir Ols, Cls, Si2s und Si2p mit derselben Bindungs-
energie wie im Falle des 18-TCS detektiert.
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Abbildung E13 zeigt noch einmal die IR- und XP-Detailspektren der beiden verwendeten Si-
lanfilme nebeneinander. Die Absorptionsbanden in der Region der CH-Streckschwingungen
liegen beim 18-TCS-Film bei 2919 cm fiir die asymmetrische (v,5) bzw. bei 2851 cm™! fiir
die symmetrische CH,-Schwingung (). Die Absorptionsbanden beim kurzkettigen 7-TCS-
Film sind leicht zu héheren Wellenzahlen hin verschoben (2928 bzw. 2857 cm™), was fiir eine
geringere Ordnung des Octenylsilanfilms spricht. Im Gegensatz zum Alkenylsilanfilm besitzt
der Alkylsilanfilm eine zusitzliche Bande bei vy = 2959 cm™, die der endstéindigen Methyl-
gruppe (-CHj3) zugeordnet werden kann. Geringere Signalintensititen bei 7-TCS sind auf die
kiirzeren Monomerketten im Vergleich zu 18-TCS zuriickzufiihren.
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Abb. E13 IR-Spektren (oben links) und XP-Detailspektren von 18-TCS- (rot) und 7-TCS-Filmen (schwarz) auf
Glas

Vergleicht man die XP-Spektren beider Spezies, fillt auf, da3 die Lage der einzelnen Ele-
mentsignale, wie erwéhnt, identisch ist, es allerdings zu Unterschieden in den gemessenen
Intensitidten kommt. Die Si2p- bzw. Ols-Signale erscheinen im 7-TCS-Film (schwarz) inten-
siver als bei 18-TCS (rot). Umgekehrt erscheint das Signal fiir Cls in 7-TCS weniger intensiv
als bei 18-TCS. Die Griinde dafiir liegen in unterschiedlichen Filmdicken bedingt durch die
unterschiedlichen Kettenldngen der eingesetzten Silanmonomere. Eine dickere Silanmono-
schicht filhrt zum einen zu einer gréBeren Abschwichung der Substratsignale (Ols, Si2p/2s)
und zum anderen zu einer Verstirkung der Cls-Signalintensitit aufgrund des erhéhten Koh-
lenstoffanteils im Film.

3.1.3.2 Ozonisierung zur Einfihrung photosensitiver Gruppen

Fiir die Initiierung der angestrebten Graftpolymerisation auf der silanisierten Glasoberfldche
bieten sich sogenannte Hydroperoxidgruppen (RO-OH) an, die sich mit UV-Licht in Oxy-
(RO") und Hydroxyradikale (-OH) aufspalten lassen. Die Oxyradikale wirken dabei als ober-
flichengebundene Radikalstarter.

Die Einfiihrung dieser Gruppen gelingt mittels Ozonolyse. Die silanisierten Oberflichen wer-
den fiir eine bestimmte Zeit mit trockenem Ozon begast. Fiir den Fall der alkenylsilanisierten
Trager 14Bt sich eine 1,3-dipolare Cycloaddition des Ozons an die terminale C=C-Doppelbin-
dung als ersten Schritt formulieren (Abb. E14).
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Abb. E14 1,3-dipolare Cycloaddition des Ozons an eine C=C-Doppelbindung

Dieser Schritt wird in der Literatur allgemein akzeptiert. Unterschiedliche Auffassungen exi-
stieren allerdings iiber den Fortgang der Reaktion, wenn alkenterminierte Monoschichten mit
Ozon an der Phasengrenze Oberfliche-Gas reagieren. So beschreiben MORRIS et al. bei C=C-
terminierten Alkanthiolmonoschichten auf Gold den Abbau des Primérozonids zu Alkanthio-
carbonsduren und Formaldehyd und weiter durch Kondensation zu intermolekularen Carbon-
sdureanhydriden.” Den Abbau genauer betrachtet hat die Gruppe um FINLAYSON-PITTS.”® Sie
postulieren dabei den moglichen Reaktionsweg von 7-Octenylsilanfilmen auf Glas mit Ozon
folgendermalfien:

Abb. E15 Postulierte Reaktionsmechanismen der heterogenen Ozonolyse von Alkenen

Das im ersten Schritt entstandene Primirozonid zerfillt in Formaldehyd und in das soge-
nannte CRIEGEE-Intermediat (I.), welches hierbei als Oxodiradikal vorliegt. Das entstehende
Formaldehyd 148t sich zweifelsfrei in der Gasphase nachweisen, ebenso die COOH-termi-
nierte Oberfliache durch Reaktion mit NH;3 als Ammoniumsalz. Unterschiedliche Auffassun-
gen gibt es hinsichtlich der These, daf die nach dem Zerfall des Primérozonids entstehenden
Produkte ein oberflachengebundenes Aldehyd und Ameisensédure sind (HCOOH), wie bei Re-
aktionen von Alkenen mit Ozon in der Gasphase iiblich.”” Die Konzentration an HCOOC bei
der Ozonisierung von oberflaichengebundenen Alkenen ist allerdings sehr gering (< 10%) und
spricht fiir den Abbau nach Abbildung E15. Berichte iiber Ozonisierungen von geséttigten,
organischen Monoschichten auf Silizium kommen zu dem Schluf3, da3 das Ozon die Alkyl-
kette von der terminalen Methylgruppe her angreift und iiber mehrere Stufen in eine Carbon-
sdureeinheit umwandelt.”® Dabei wird der Silanfilm stufenweise abgebaut. Ein eventuell
erwartetes CRIEGEE-dhnliches Zwischenprodukt als Hydroperoxid-Analogon (RO-OH) wird
nicht erwihnt.
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Es muBite ein Weg gefunden werden, eine maximale Anzahl an Hydroperoxidgruppen als Po-
lymerisationsinitiatoren auf dem Silanfilm zu erzeugen, ohne ihn dabei durch das Ozon kom-
plett abzubauen. Die hohe Anzahl an diesen Gruppen sollte sicherstellen, dall sich im an-
schlieBenden Graftpolymerisationsschritt geniigend dichte Polymerfilme erzeugen lassen, die
ihrerseits wiederum geniigend Raum fiir eine hohe Funktionalititsdichte bieten. Dazu wurden
die beiden Silanfilme (7-TCS und 18-TCS) unterschiedlich lange trockenem Ozon ausgesetzt,
welches vorher direkt aus medizinischem Sauerstoff in einem Ozonisator durch eine ,,stille
Entladung® hergestellt wurde. Abbildung E16 zeigt aufgenommene C1s-XP-Detailspektren in
Abhingigkeit von der Ozonisierungsdauer.

Intensitat [w.E.]

60 min
788 787 780 29, 790 288 786 284 282

Bindungsenergie [eV]

29; 790 788 786

Abb. E16 Cls-XP-Detailspektren von 7-TCS (a) und 18-TCS (b) nach unterschiedlicher Ozonisierungsdauer

Die Signale verlieren in beiden Fillen mit zunehmender Ozonisierungsdauer an Intensitét,
werden breiter und erfahren eine leichte Verschiebung hin zu héheren Bindungsenergien.
Auffillig ist die Zunahme der Signalintensitdt bei jeweils 60 Minuten, besonders beim
7-TCS-Film (Abb. E16, links). Betrachtet man die prozentuale Abnahme der alkylischen Cls-
Signale fiir beide Silanfilme (Abb. E17), so fillt im Falle des kurzkettigen Alkenylsilans

(7-TCS) auf, daB dessen Abbau

Intensitat C1s fiir 284,6 eV [%]
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Abb. E17 Abnahme des alkylischen C1s-Signals (284,6 eV) in
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den XP-Detailspektren wahrend der Ozonisierung

iber die Zeit unregelméBiger
verlauft als bei der entsprechen-
den Alkylsilan-Spezies (18-TCS).
Die Zunahme des Signals bei 60
Minuten fiir 18-TCs fillt zudem
geringer aus als bei 7-TCS. Ein
Grund dafiir konnte die hdohere
Ordnung des langkettigen Alkyl-
silanfilms sein, der durch die Re-
aktion mit dem
gleichmafliger abgebaut wird.
Zudem ist das eingesetzte Mono-
mer 7-TCS nur von technischer
Qualitdt (96 % laut Hersteller;
,.internal olefin

Ozon

1Somers:
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10-15 %). Es ist daher davon auszugehen, daf} die Position der C=C-Doppelbindung in nur
85-90 % der Félle am Ende des Trichlorsilans vorzufinden ist. Somit entstehen wihrend der

Silanisierung Filme mit einer variablen Position der Doppelbindung innerhalb der

Kohlenstoftkette. Die Doppelbindung wird durch das Ozon nicht simultan angegriffen.

Absorption [w.E.]

|

VAN Referenﬂ
n 1 1 1 I 1 1 |

a) 60 mi b)
|45 I'T‘IIH . 45 miﬂ_
|30 miﬂ - 30 mi
™
15 mi B 15 mi
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Referenﬂ_

| n |

3100 3000 2900 2800 2700 3100 3000

Wellenzahl [cm™]

2800 2800 2700

Abb. E18 IR-Spektren von 7-TCS- (a) und 18-TCS-Filmen (b) auf Glas nach Behandlung mit Ozon

Die IR-Spektren lassen auf den ersten Blick die Vermutung zu, dal der Abbau der 7-TCS-
Filme etwas schneller verlduft als bei 18-TCS-Filmen, da nach ca. 30 Minuten kaum noch
Absorptionsbanden zu erkennen sind (Abb. E18, links). Der Eindruck ist jedoch, daf3 dies in
den unterschiedlichen Ausgangsintensititen begriindet liegt. Das zunehmende Verschwinden
bis hin zum Verlust der charakteristischen CH-Schwingungsbanden ist eher ein Hinweis auf
die Abnahme der Ordnung in den Silanfilmen und nicht auf eine vollstindige Oxidation der

Kohlenstoffketten, da man in den XP-Spektren nach einer Stunde Ozonisierung bei beiden
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E19 Abnahme des Kontaktwinkels wahrend der Ozonisierung

Silanfilmen noch Cls-Signale
detektieren kann (60 % bei 7-
TCS bzw. 45 % bei 18-TCS).

Abbildung E19 zeigt den
zeitlichen Verlauf der
Abnahme des Kontaktwinkels
unter dem Einflul von Ozon.
Waéhrend im Falle des 18-
gliedrigen Alkylsilans (18-
TCS) mit hoherer Film-
ordnung nur ein geringer
Abfall des Kontaktwinkels auf
ein Niveau von ungefédhr 85 %
des  Ausgangswertes  zu
beobachten 1ist, fillt beim
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kurzkettigeren 7-TCS auf, daB3 innerhalb der ersten zehn Minuten bereits ein Plateau von ca.
40 % des Startwertes erreicht wird. Insofern bestitigt dies die Beobachtungen, dal3 Ozon
bevorzugt die (terminalen) Doppelbindungen im 7-TCS-Film angreift und den Abbau des
Filmes initiiert. Die Ergebnisse aus den XPS-Messungen werden durch diese Verldufe
bestitigt, da bei einem totalen Abbau des Filmes auf der Oberfldche ein Kontaktwinkel gegen
Null erwartet werden wiirde, hervorgerufen durch die zuriickbleibende, sehr hydrophile
(S10,)-Glasoberfliche.

Die erhaltenen Ergebnisse lassen fiir den Schritt der Ozonisierung folgende SchluBfolgerun-
gen und Interpretationen zu: 1. das Ozon oxidiert beide Silanmonoschichten unter Stérung der
jeweiligen Filmordnung und schrittweisem Abbau der Kohlenstoffketten; 2. ein kompletter
Abbau der Filme ist auch nach 60 Minuten Reaktionszeit noch nicht zu beobachten und 3.
durch die Priferenz des Ozons zur Addition an C-C-Mehrfachbindungen erfolgt im Falle des
7-TCS-Films eine effizientere, jedoch, bedingt durch die variable Position der C=C-Doppel-
bindung innerhalb der Kohlenstoftkette, ungleichmaBige Oxidation der Kohlenstoftkette.

Von groBerem Interesse war jedoch, nach welcher Zeit sich eine maximale Anzahl reaktiver
(Hydro-)peroxidgruppen auf der Oberfliche gebildet hat. Zu diesem Zweck wurden ver-
schieden lang mit Ozon behandelte, silanisierte Glasoberflachen einer iodometrischen Be-
stimmung unterworfen und der Peroxo-Gehalt in Abhéngigkeit von der Ozonisierungsdauer
aufgetragen (Abb. E20). Man erkennt, dal} bei beiden Filmarten eine maximale Belegungs-
dichte von ca. 45 nmol/g bzw. 5,4 nmol/cm® méglich ist. Dieser Wert wird allerdings im Falle
des Octenylsilanfilms (7-TCS) bereits nach 30 Minuten nach einem relativ steilen Anstieg er-
reicht, beim Octadecylsilanfilm (18-TCS) hingegen 15 Minuten spdter. Auffillig ist ebenso
die  sofortige = Zunahme  des
50—ty Tttt —v———

Peroxidgehalts und somit der [ Ceweml
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ren 7-Octenylsilanketten begiinstigt

1st.
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3.1.3.3 Graftpolymerisation mit Poly(ethylenglykol)-methacrylat, PEGMAs

Das Bestrahlen frisch ozonisierter Silanmonoschichten mit UV-Licht fiihrt zu einer homolyti-
schen Spaltung der oberflichengebundenen Hydroperoxidgruppen in Oxy- (RO-) und Hydro-
xyradikale (-OH). Fiir eine Graftpolymerisation (,,Pfropfpolymerisation®) sind ausschlieBlich
die Oxyradikale von Interesse, da sie die Ankniipfungspunkte des entstehenden Polymerisats
auf der Oberfliache bilden. Die Optimierung des entstandenen PEG-Acrylats erfolgte hinsicht-
lich maximaler Filmdicke unter Variation der Parameter Bestrahlungszeit und Monomerkon-
zentration. Eine Gewichtsbestimmung des Filmes fiel aufgrund der geringen Massezunahme,
die durch handelsiibliche Mikrowaagen im 0,1 mg-Bereich nicht mehr me3bar war, aus. El-
lipsometrische Schichtdickenbestimmungen auf Glas waren ebenso erfolglos, da der einfal-
lende MeBstrahl auch an der Unterseite der Gldser gebrochen wird und somit fehlerhafte
Werte lieferte. Dieses Problem lieB3 sich geringfiigig durch Anrauhen der Objekttragerunter-
seite mit einem Sandstrahlgeblidse verringern. Der Hauptgrund fiir die zu hohe Fehlerbreite
der Ellipsometriedaten liegt darin begriindet, da3 die Differenz des Brechungsindex der zu
untersuchenden Polymerschicht zum Brechungsindex des verwendeten Glases zu gering ist.
Daher wurden die Untersuchungen auf Siliziumoberfldchen tibertragen, da sie mit einer SiO,-
Oxidschicht ausgestattet sind und sich genauso wie eine Glasoberfliche derivatisieren lassen.
In den folgenden Abschnitten werden zunéchst die Ergebnisse der Arbeiten zur Optimierung
der Graftfilmdicke diskutiert, bevor danach die beiden Oberfliachenarten Glas und Silizium
und deren erfolgreiche Graftpolymerisierung anhand von XPS-Daten miteinander verglichen
werden.

Optimierung der Filmdicke

Aufgrund der besseren Reaktivitét der terminalen C=C-Doppelbindung gegeniiber Ozon im 7-
TCS-Film und der somit schneller einzufiihrenden Maximalzahl an Peroxidgruppen auf der
Oberfldche, wurden die folgenden Schritte ausschlieBlich auf Basis dieser Octenylsilan-Filme
durchgefiihrt.

Wie bereits anhand der PET-Folien gezeigt, wurden die frisch ozonisierten Siliziumtréger in
einer wélrigen Losung von 5 v% PEGMAs und 2 mM Ammoniumeisen(Il)-sulfat Hexahydrat
unter Stickstoff fiir eine gewisse Zeit mit UV-Licht bestrahlt. Die Losung enthielt auch hier
am Ende der Bestrahlung gelbliche Ausflockungen. Dieser Niederschlag ist ausgefallenes Ei-
sen(I1T)-hydroxid, das sich bei der Reaktion der Hydroxy-Radikalen mit Fe*" bildet und einen
indirekten Hinweis auf eine erfolgreiche Polymerisation liefert:

R-O-OH —— R-O- + -OH (3)
Fe” + .OH Fe* + OH (4)
Fe** + 30H Fe(OH), ¥ (5)
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Abb. E21 Ellipsometrische Bestimmung der Dicke des Graftpolymerfiims auf
Si-Oberflachen in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer

Abbildung E21 zeigt den zeitlichen Verlauf der Graftpolymerisation bei einer konstanten Mo-
nomerkonzentration von 5 v%. Die maximale Filmdicke wird nach ca. 60 Minuten bei einem
Wert von ca. 370 A erreicht. Danach ist ein Riickgang der Dicke auf ca. 200 A zu erkennen,
die iiber weitere sechs Stunden relativ konstant bleibt. Der Verbrauch des Monomers wéhrend
der Bestrahlung konnte dazu flihren, dal3 sich das Gleichgewicht zwischen Photopolymerisa-
tion und Photodegradation zu letzterem Prozef hin verschiebt.”

Die Abhéngigkeit der Schichtdicke von der Monomerkonzentration des PEG-Methacrylats
verdeutlicht Abbildung E22. Zu beobachten ist ein nahezu linearer Anstieg der Filmdicke mit
zunehmendem Gehalt an PEGMA; in der Losung. Bereits bei Konzentrationen oberhalb von
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Abb. E22 Abhangigkeit der Filmdicke des Graftpolymers von der Konzentration
des eingesetzten Monomers

5 v% bildet sich allerdings vermehrt das Homopolymer, erkennbar an einem schleimigen, kla-
ren Niederschlag auf der bestrahlten Oberfldche, vermutlich aus der Reaktion der Hydroxyra-
dikale mit dem {iiberschiissigen Monomer. Ab 10 v% geliert die gesamte Losung unter dem
UV-Licht und erschwert die Bildung eines einheitlichen Films. Eine Konzentration von 5 v%
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PEGMA; stellt somit einen guten Kompromif3 zwischen ausreichender Filmdicke und prakti-

kabler Handhabbarkeit der Photopolymerisation dar.

Abbildung E23 zeigt XP-Ubersichts- und Detailspektren einer PEG-gegrafteten Glasoberfli-

che, die unter optimierten Bedingungen (5 v% PEGMAs; 1 h UV) hergestellt wurde.

Auf-

grund der erreichten Schichtdicke werden die emittierten Elektronen aus dem Glassubstrat
(sieche Si2p) derart stark abgeschwécht, da3 sie nicht mehr detektiert werden koénnen. Der da-
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Abb. E23 XP-Ubersichts- und Detailspektren eines PEG-Graftpolymers auf Glas

zugehorige Vergleich zwischen den berechneten und experimentellen Peakverhiltnissen fiir
die Cls- und Ols-Signale zeigt eine gute Ubereinstimmung (Tab. 10). Ebenso vergleichbar

sind die Peakverhéltnisse von Filmen auf Glas und Silizium (Tab. 11).

Tab. 10 Berechnete und experimentelle C1s- (links) bzw. Ols-Peakverhéltnisse (rechts) von PEG-
graftpolymerisierten Glasobjekttragern

C=0 C-O0 C=C C=0 C-O
ber. 1 10 3 1 6
exp. 1,3 93 3,0 12 6,0

Tab. 11 Berechnete und experimentelle Cls- (links) bzw. Ols-Peakverhaltnisse (rechts) von PEG-
graftpolymerisierten Siliziumoberflachen

C=0 C-O C=C C=0 C-O
ber. 1 10 3 1 6
exp. 15 10,8 2,8 10 6,1
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3.1.3.4 Funktionalisierung mit Aminogruppen

Die zur Kopplung einer Aminosdure an den derivatisierten Triger notwendigen Aminogrup-
pen wurden iiber eine einfache Veresterung mit (Fmoc-amino)-alkancarbonsdure-Derivaten
[Fmoc-NH-(CH,),-COOH; n = 2, 3, 5, 10] unterschiedlicher Kettenldnge an die Hydroxy-
funktionalitit der PEG-Seitengruppen eingefiihrt. Die beste Methode dafiir stellt eine in situ-
Aktivierung der Carbonsdure mit einem Carbodiimid unter Anwesenheit von N-Methylimid-

35
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Abb. E24 Ubersicht iiber Kopplungseffizienzen verschiedener Aktivierungsmethoden bei Fmoc-R-Alanin

azol dar. Anhand des Vergleichs von B-Alanin (n = 2) und verschiedenen Aktivierungsmetho-
den in Abbildung E24 wird ersichtlich, dafl diese Art der Aktivierung eine hohe Aminogrup-
pendichte sicherstellt’. Die Kopplungsausbeuten als Verhéltnisse von Stoffmenge zu
Flacheninhalt [n/A] wurden durch Vermessen der Absorption des Piperidin-Dibenzofulven-
Adduktes resultierend aus der Abspaltung der Fmoc-Gruppe bei 301 nm berechnet. Der unter-
suchte Fmoc-B-Alanin-OPfp-Ester als einziges, bereits voraktiviertes B-Alanin-Derivat kop-
pelte vergleichsweise schlecht an die terminalen OH-Gruppen. Andere, in der Peptidsynthese
tibliche Aktivierungsreagenzien wie HOBt, TBTU oder HBTU und deren Kombinationen
funktionierten teilweise iiberhaupt nicht, schlechter oder dhnlich gut wie die entsprechenden
Carbodiimid-Ansitze. Aus Kostengriinden sind allerdings Umsetzungen mit Carbodiimiden
wie Dicyclohexyl- (DCC) oder Diisopropylcarbodiimid (DIC) und Methylimidazol (NMI)
vorzuziehen, wobei im langerfristigen Vergleich DCC gegeniiber DIC hdhere Ausbeuten er-
reichte (Abb. E24).

"bei fehlender Zeitangabe: 30 min Reaktionszeit; 0.n. = over night (ca. 16 Stunden)
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Fiir eine gezielte Steuerung der Aminogruppendichte pro Fldcheninhalt bot sich an, die Reak-
tion von Fmoc-B-Alanin mit DCC/NMI zeitlich aufgeldst zu verfolgen (Abb. E25).

35 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Abb. E25 Zeitlicher Verlauf der Veresterung von Fmoc-3-Ala mit DCC/NMI an PEG-OH-Oberflachen

Die Funktionalititsdichte erreicht nach ca. fiinf Stunden eine Séttigung von ca. 31 nmol/cm?.
Im Bereich von einer bis fiinf Stunden 148t sich somit die Aminogruppendichte von etwa 4 bis
31 nmol/cm” je nach Anforderung an den Glastriger variieren. Eine andere Mdglichkeit zur
Einstellung der Funktionalitdtsdichte besteht in der DCC-vermittelten Kopplung verschiede-
ner Mischungen des Fmoc-geschiitzten 3-Alanins mit N-acetyliertem (-Alanin (Abb. E26). Es
ergibt sich nach einer Reaktionszeit von ca. 16 Stunden ein linearer Verlauf der Funktionali-
tatsdichte in Abhangigkeit vom Gehalt des Fmoc-B-Alanins.
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Abb. E26 Funktionalitatsdichte in Abhangigkeit vom Gehalt an Fmoc-R-Alanin und N-acetyl-R-Alanin
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3.1.3.5 Untersuchung der PEG-Oberflachen auf deren Stabilitdt gegenuber TFA

Der finale Syntheseschritt der Festphasen-Peptidsynthese iiber die Fmoc-Schutzgruppenstra-
tegie beinhaltet das Abspalten der sdurelabilen Seitenschutzgruppen, standardmifig mit Tri-
fluoressigsdure (TFA) in Konzentrationen von bis zu 90 % iiber einen Zeitraum von minde-
stens einer Stunde (pKx = 0,23)™. Es ist daher erforderlich, daf der derivatisierte Glastriger
mit seinem aufgepfropften PEG-Methacrylat diesen extremen Bedingungen standhélt, d.h.
daf} es unter keinen Umsténden zu einer Zerstdrung der PEG-Polymerschicht und damit zu ei-
nem Abldsen der trigergebundenen Peptide kommt.

Zwei einfache Tests und deren Ergebnisse gibt Abbildung E27 wieder. Das linke Diagramm
zeigt die Anderung der Schichtdicke einer ellipsometrisch vermessenen Si-Oberfliche mit
graftpolymerisiertem PEG-Methacrylat vor und nach der Behandlung mit 90 % TFA {iber ei-
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Abb. E27 Anderung der Dicke einer PEG-OH-Schicht auf Silizium (links) und Unterschied an
Aminogruppendichte auf PEG-R-Alanin auf Glas vor und nach TFA-Behandlung (rechts)

nen Zeitraum von vier Stunden. Die urspriingliche Dicke nimmt um ca. 15 % ab. Dieser
Riickgang lieBe sich aber auch dadurch erkliren, da3 bei Kontakt der PEG-Schicht mit TFA
dem quellfdhigen Polymer weiteres Wasser entzogen wird und es somit schrumpft. Fiir die
Grafik rechts wurde ein graftpolymerisierter Glastrager mit Fmoc-B-Alanin verestert und an-
schlieBend in zwei Teile zerteilt. Ein Teil wurde 90 %iger TFA fiir vier Stunden ausgesetzt.
Danach wurden von beiden Glastrdgern mit Piperidin die Fmoc-Schutzgruppen abgespalten
und das Verhiltnis n/A [nmol/cm?] berechnet. Der mit TFA behandelte Trager besall 15 %
weniger Aminogruppen als der unbehandelte Trager. Auch hier liee sich die Differenz durch
Entziehen von Wasser aus dem PEG-Polymerfilm und dadurch dessen Schrumpfen erkléren.
Ein derart komprimierter Film wiirde es der Base Piperidin erschweren, dieselbe Anzahl an
zugénglichen Fmoc-Gruppen abzuspalten.

Genauere Daten liefern XP-Spektren. In den Abbildungen E28 bis E30 sind die Detailspek-
tren von Cls, Ols und N1s eines mit B-Alanin modifizierten PEG-OH-Filmes (PEG-NH;) auf
Glas vor und nach Behandlung mit 90 %iger TFA iiber einen Zeitraum von vier Stunden ge-
geniibergestellt. Es sind auf den ersten Blick keine Unterschiede in der Lage und in der
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Abb. E28 C1ls-XP-Detailspektren des PEG-Graftpolymers auf Glas vor (links) und nach (rechts) TFA-Behandlung

Zusammensetzung der einzelnen Signale auszumachen. Vergleicht man die Peakverhiltnisse
der einzelnen Elementspezies sowohl untereinander als auch mit berechneten Werten, stellt
man fest, dal der Polymerfilm vollstindig erhalten bleibt und auch die Esterbindung des B-
Alanins mit dem PEG-Film durch TFA nicht hydrolysiert wird.
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Abb. E29 O1s-XP-Detailspektren des PEG-Graftpolymers auf Glas vor (links) und nach (rechts) TFA-Behandlung
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Der bereits beim Vergleich der Cls- und Ols-Signale auffallend geringere Anteil an Carbo-
nylkohlenstoff (C=0) im Vergleich zum berechneten Wert 146t sich dadurch erkléren, dal die
Veresterung mit B-Alanin nicht quantitativ ablduft, d.h. es werden weit weniger terminale
PEG-OH-Gruppen funktionalisiert als im gesamten Polymer vorhanden. Dies mag an der
Kompaktheit des Polymerfilms liegen, die dazu fiihrt, dafl das sterisch anspruchsvolle DCC-
aktivierte Fmoc-B-Alanin nicht in tiefere Schichten eindringen kann. Deutlich wird dies auch
am Verhiltnis N-C zu C=0. Aufgrund des insgesamt schwicheren N1s-Signals (Abb. E30)
sind die berechneten Flicheninhalte der Signale mit groBeren Fehlern behaftet und deswegen
nur anndhernd gleich (12,4 zu 13,5).
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Abb. E30 N1s-XP-Detailspektren des PEG-Graftpolymers auf Glas vor (links) und nach (rechts) TFA-Behandlung

N1s vor TFA nach TFA
N-C C=O|N-C C=0

ber. 1 2 1 2

exp. 1,0 12,4110 13,5

Zusammenfassend 146t sich schluBBfolgern, da3 die Behandlung mit TFA keinen signifikanten
Einflufl sowohl auf das Graftpolymer und als auch auf kovalent gebundenes B-Alanin erken-
nen 1d6t. Einer Festphasensynthese auf diesem Trédger steht somit nichts im Wege.
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3.2 Proteinresistenz auf PEG-gegrafteten Glasoberflachen

3.2.1 Fluoreszenzmikroskopie an adsorbierten, FITC-gelabelten Proteinen

Fiir einen ersten Test und eine grobe Aussage, ob die hergestellten graftpolymerisierten Glas-
objekttrager proteinresistente Eigenschaften aufweisen, wurden vier verschiedene Proteine
mit dem Fluorophor FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markiert (Abb. E31). Die Trennung der
markierten Proteine von nicht umgesetztem FITC nach der Reaktion erfolgte iiber Sephadex”-
Sdulen. Sie weisen aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekiilgro3en und Sequenzen verschie-
dene Markierungsgrade MG auf:

Tab. 12 FITC-markierte Proteine; erhaltene Proteinkonzentrationen P und Markierungsgrade MG

Protein P [mg/mL] MG [MOlgrc/mMOlprotein]
BSA 1,91 3,21
v-Globulin 4,04 2,83
Lysozym 2,11 1,27
Fibrinogen 1,95 4,91

In Konzentrationen von ca. 2 mg FITC-Protein pro mL PBS-Losung wurden die Proteine fiir
eine Stunde unter Lichtausschluf auf die zu untersuchenden Oberflichen gegeben und nach
anschlieBendem Waschen und Trocknen unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. In
Tabelle 13 sind die Mikroskopiebilder zusammengefalit.

5-FITC pH9

Abb. E31 Struktur des Isothiocyanats und Reaktionsschema mit einem priméren Amin zum Thioharnstoff
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Tab. 13 Fluoreszenzmikroskopaufnahmen FITC-markierter Proteine auf verschiedenen Glasoberflachen (200-

fach)
unbehandelt PEG-OH PEG-NH-ac
BSA
v-Globulin
Lysozym
Fibrinogen _ _

Bei den PEG-gegrafteten Tragern (,,PEG-OH®) ist bei keinem der FITC-markierten Proteine
ein Fluoreszenzsignal zu erkennen. Eine (sichtbare) Adsorption von Proteinen hat in diesen
Féllen folglich nicht stattgefunden. Ein geringer Teil an Protein adsorbiert allerdings unspezi-
fisch auf unbehandeltem Glas in zufillig angeordneten, griin fluoreszierenden Punkten unter-
schiedlicher GroBe, was in den hier gedruckten Mikroskopaufnahmen weniger zur Geltung
kommt als in den Originalbilddateien an einem Bildschirm. Besonders deutlich ist die Ad-
sorption im Falle des FITC-Fibrinogens zu erkennen, das eine Paraderolle im unspezifischen
Binden an Oberflichen einnimmt. Man erkennt deutlich die griin fluoreszierenden, kleinen
Einheiten. Fiir die Tatsache, daB3 die Proteine BSA, y-Globulin und Lysozym auf unbehan-
deltem Glas scheinbar nur sehr wenig adsorbieren, kann es mehrere Griinde geben. Zum einen
konnten diese markierten Proteine in homogenen diinnen Filmen und nicht in unregelméfBigen
Anhdufungen wie das Fibrinogen adsorbieren, was auch die insgesamt héhere Helligkeit im
Vergleich mit den PEG-OH-Aufnahmen erkldrt. Zum anderen weisen die Proteine BSA, -
Globulin und Lysozym geringere FITC-Markierungsgrade als das Fibrinogen auf (Tab. 12),
was bei gleicher Empfindlichkeit des Fluoreszenzmikropskops zu unterschiedlichen Intensi-
tdten fiihrt.
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Bei den PEG-terminierten Oberflidchen erscheint die jeweilige Probe schwarz. Eine Adsorp-
tion scheint bei allen Proben, wie bereits erwihnt, nicht stattgefunden zu haben. Selbst die mit
B-Alanin modifizierte und mit Essigsdureanhydrid/Diisopropylethylamin (1:2) acetylierte
PEG-Oberfliache (,,PEG-NH-ac®) ist in der Lage, das Ablagern von Proteinen zu unterbinden.
Der fluoreszierende Hintergrund der FITC-Lysozymprobe auf PEG-NH-ac 146t sich folgen-
dermafBlen erkldren: Das Lysozym-FITC-Gemisch lie3 sich nach der Markierungsreaktion nur
sehr schlecht iiber die Sephadex®-Siule trennen. Somit kénnte in der Proteinldsung iiber-
schiissiges FITC mit nicht vollstidndig acetylierten Aminogruppen der PEG-B-Alanin-Oberfli-
che wie in Abbildung E31 reagiert haben (R stiinde dann fiir —[B-Ala]-PEG). Wéhrend der
Anregung unter dem Fluoreszenzmikroskop erscheint die Glasoberfliche dann als gleichma-
Big griin.

Fiir einen exakteren Nachweis der Proteinresistenz, im Prinzip ein ,,Nichtvorhandensein® von
Proteinen auf Oberfldchen, bietet sich die XP-Spektroskopie an.

3.2.2 XP-Spektroskopie von adsorbierten Proteinen auf Glasoberflachen

Es wurden hierzu die reinen, unmodifizierten Proteine in PBS-Losungen zu 2 mg/mL fiir eine
Stunde auf die zu untersuchenden Triger gegeben, gewaschen, getrocknet und analysiert. Als
Referenz diente ein unbehandelter Trager, auf dessen Oberfldche Fibrinogen aus Losung ad-
sorbiert war. Als Anhaltspunkt dienten die jeweiligen N1s-Signale, die zweifelsfrei bei Anwe-
senheit eines adsorbierten Proteins hohe Intensititen aufweisen. In Abbildung E32 sind die
N1ls-Detailspektren der einzelnen Proben zusammengefalt.

450 T I T I T I T I T l T
—— Fibrinogen auf Glas | ]
400 —— Lysozym -
—— Fibrinogen i
——BSA
%0 y-Globulin
i
3 300
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Bindungsenergie [eV]

Abb. E32 N1s-XP-Detailspektren eines PEG-Graftpolymers auf Glas nach Inkubation mit unterschiedlichen
Proteinen und einem Referenzspektrum (Fibrinogen auf Glas)
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Wie zu erwarten, zeigt die Probe mit dem adsorbierten Fibrinogen auf unbehandeltem Glas
die hochste Intensitdt bei ca. 400 eV fiir das N1s-Signal. Bei den PEG-OH-Glastragern, die
mit den Proteinldsungen inkubiert wurden, ist kein N1s-Signal zu erkennen, d.h. es hat keine
Proteinadsorption auf der Oberflidche stattgefunden. Derselbe Versuch, also die Inkubation
mit vier verschiedenen, unmarkierten Proteinen wurde auch fiir Glastrager durchgefiihrt, die
ebenso graftpolymerisiert, aber zusétzlich mit einer B-Alanin-Funktionalitit versehen waren,
deren Aminogruppen mit Essigsdureanhydrid und DIPEA (1:2) acetyliert wurden
(PEG-NH-ac). Abbildung E33 zeigt die aufgenommenen N1s-XP-Detailspektren. Als Referenz
diente wiederum die Probe des adsorbierten Fibrinogens auf unbehandeltem Glas.
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Abb. E33 N1s-XP-Detailspektren eines PEG-NH-ac-Glastrager nach Inkubation mit unterschiedlichen Proteinen

Auch fiir diesen Fall ist keine Proteinadsorption auf den PEG-Trigern zu erkennen, da ein Si-
gnal dhnlich der Referenz (Fibrinogen auf Normalglas) nicht zu detektieren war. Das schwa-
che Signal bei ca. 399 eV stammt eindeutig von der acetylierten B-Alanineinheit, wie ein Ver-
gleich mit Abbildung E30 beweist.
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3.3 Peptidepitop-Synthesen an modifizierten Glasobjekttragern

3.3.1 Peptidsynthesen aus Ldsung

3.3.1.1 Anbindung des Rink-Linkers

Um das Peptid nach erfolgreicher Synthese massenspektrometrisch untersuchen zu konnen,
mul} vor Beginn ein Linker zwischen der Trageroberflache und der ersten Aminosdure einge-
baut werden. Es wurde zu diesem Zweck der Rink-Linker gewihlt, da dieser wihrend des
Entschiitzens der Seitenschutzgruppen am Ende der Synthese mit TFA das Peptid als Carbon-
sdureamid freigibt. Die Einfiihrung des
Fmoc-Rink-Linkers auf die PEG-
gegraftete Glasoberfliche gelingt dhn-
lich wie eine Veresterung mit Fmoc-3- [
Alanin iiber seine Carbonsdure-Funk- 12 -
tionalitdt mit Carbodiimid und Base _
(DCC/NMI) in DMF. Die maximale
Belegungsdichte an Rink-Linker ist
scheinbar unabhingig von der Reakti- I 7
onszeit und betrug durchschnittlich [
(16,97 + 0,30) nmol/cm® (Abb. E34). 2 .
An die durch die Abspaltung der ol 1 2 - ]
Fmoc-Gruppen freigewordenen Zeit 1]

HH
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Am%nog.r.'uppen wurden sukzessive die Abb. E34 Kopplungsausbeute des Rink-Linkers an PEG-
Aminoséduren angekoppelt. OH-Glasoberflachen in Abhangigkeit von der Reaktionszeit

3.3.1.2 Auswahl der Peptidepitop-Sequenzen

Fiir die ersten Machbarkeitsstudien der Peptidsynthese wurden Epitop-Sequenzen ausgewdhlt,
die zweifelsfrei von spezifischen Antikdrpern erkannt werden und bereits genau untersucht
sind. Die Wahl fiel dabei auf folgende Peptidsequenzen:

Tab. 14 Ausgewahlte Epitop-Sequenzen und spezifische Antikorper

Bezeichnung Sequenz erkannt von
“Epitop 1" AU1®!
“Epitop 2" YPYDVPDYA  anti-HA®
“Epitop 5" DYKDDDDK anti-FLAG®

Diese Epitope sollen spiter ebenfalls in einer Spotsynthese synthetisiert und mit ihnen erste
Antikorper-Bindungsstudien auf dem modifizierten Glastrager durchgefiihrt werden.
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3.3.1.3 Ergebnisse der Epitopsynthese aus Lésung

Um die Ergebnisse spéter mit Synthesen aus Aminosduretonern vergleichen zu kdnnen, wur-
den fiir die Synthesen aus Losung auch die voraktivierten Fmoc-L-Aminosdure-Penta-
fluorphenylester (Fmoc-AS-OPfp) ausgewihlt und in Konzentrationen von jeweils 0,3 M in
trockenem DMF eingesetzt. Der entsprechende Trager wurde vor jeder Kopplung fiir zehn
Minuten in getrocknetem DMF vorgequollen. Die Kopplungszeit betrug jeweils eine Stunde.
Nach jedem Kopplungszyklus wurden nicht umgesetzte Aminogruppen mit Essigsdureanhy-
drid acetyliert und die Abspaltung der Fmoc-Gruppen mittels UV/Vis-Spektrometrie quantifi-
ziert und relativ zum Oberflicheninhalt das Verhltnis n/A in [nmol/cm?] berechnet.

100 F =1 Epitop 1 100
1 o o [ Epitop 2| |
90 - I - 90
80 |- o - 80
L ' . ' T -

70 | ' - ' . - 70
60 |- -1 60
50 |- ' - 50
40 - - 440
30 - - 30
20 - - 20
10 |- - 10
0 0
RINK Ala Tyr Asp lle Pro Tyr Val Arg Asp Tyr Thr Pro Asp Tyr
Sequenz

Abb. E35 Syntheseverlauf fur Epitope 1 und 2 aus Lésung bezogen auf den Rink-Linker

Abbildung E35 gibt die Ausbeuten der einzelnen Kopplungsschritte bezogen auf den ange-
bundenen Rink-Linker wieder. Besonders auffillig ist der Riickgang der Kopplungseffizienz
um bis zu 30 % beim Anbinden der ersten Aminosdure L-Alanin. Ein Grund dafiir konnten
sterische Hinderungen, verursacht durch den Rink-Linker, sein. Einen zweiten deutlichen
Riickgang (ca. 20 %) verzeichnet die Reaktion des Fmoc-Valin-OPfp-Esters mit dem zuvor
gekoppelten Prolin (Epitop 2). Auch hier konnte man das Argument der sterischen Hinderung
in Betracht ziehen, welches allerdings bei der letzten Kopplung von Tyr an Pro nicht gelten
wiirde (Epitop 2). Berechnet man die durchschnittliche Kopplungseffizienz pro Zyklus bezo-
gen auf die erste Aminosédure (Ala = 100 %), so ergibt sich fiir Epitop 1 ein Wert von 94,9 %,
flir Epitop 2 ein Wert von 91,9 %.

Wie wichtig eine ausreichende Quellzeit des gegrafteten Polymers vor jeder Kopplung ist,
zeigt der Vergleich mit Daten, bei denen die Quellzeit nur fiinf Minuten betrug (Tab. 15)
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Tab. 15 Einflu3 der Quellzeit auf die Kopplungseffizienz wahrend der Peptidsynthese

Epitop Quellzeit Kopplungszeit @ Kopplungseffizienz Gesamtausbeute

1 5 min 1h 88,0 % 36,1 %
2 5 min 1lh 67,8 % 4,4 %
1 10 min 1h 94,9 % 65,8 %
2 10 min 1lh 91,9 % 50,8 %

Besonders deutlich ist der Unterschied bei Epitop 2 auszumachen. Eine Verdoppelung der
Quellzeit fiihrt zu einer anndhernd 12-fach héheren Gesamtausbeute. Hier verursachen haupt-
sdchlich die beiden Prolin-Bausteine die signifikante Differenz (Abb. E36).
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Abb. E36 Syntheseverlauf der Epitope 1 und 2 relativ zur ersten Aminoséure nach 5 min Quellzeit

Fiir das Epitop 5 (DYKDDDDK) mit acht Aminosduren ergab sich eine theoretische Gesamtaus-
beute von 46,3 % mit einer durchschnittlichen Kopplungseffizienz von 89,6 %. Die Vorquell-

zeit betrug in diesem Fall ebenfalls jeweils zehn Minuten.

Die mit den Peptidepitopen versehenen Glastriger wurden anschlieBend mit Trifluoressig-
sdure in Dichlormethan unter Zusatz von Triisobutylsilan als Radikalfdnger (Scavenger) be-
handelt. Dabei werden zum einen die Seitenschutzgruppen entfernt und zum anderen das
Peptidepitop als Amid vom Rink-Linker abgespalten. Nach dem Einengen der Abspaltlésung
mit einer Gefriertrocknungsanlage wurden die Riickstande mit MALDI-TOF analysiert.
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Tab. 16 Massenspektrometrische Analyse der Peptidepitop-Synthesen aus Lésung

Peptidepitop Sequenz theoretische Masse’ MALDI-TOF

Epitop 1 1178,55 g/mol 1178,41

. 1123,38 (M* + Na"
Epitop 2 YPYDVPDYA  1101,49 g/mol 1139 37((|v|* + K?))

Epitop 5 DYKDDDDK 1012,42 g/mol 1012,56

Wie in Tabelle 16 ersichtlich ist, konnten alle Peptide nach Abspalten vom PEG-gegrafteten
Glastrager im Massenspektrum als Amide identifiziert werden. Lediglich bei Epitop 2 findet
man hohere Massen als erwartet, die assoziierten Kationen zugerechnet werden kdnnen.

Mit einer durchschnittlichen Kopplungseffizienz der einzelnen Syntheseschritte von 92 %
wird ein Wert erreicht, der sich durchaus mit Ausbeuten von Peptidsynthesen im automati-
sierten Laborbetrieb an bereits optimierten Harzen und angepalfiten in situ-Aktivierungen ver-
gleichen 14Rt.

3.3.1.4 Ergebnisse der Epitopsynthese aus Aminosauretonern

Die Synthese der Peptidepitope mit Aminosduretonern ist nahezu identisch mit denen aus Lo6-
sung. Lediglich Zustand und Zusammensetzung des Reaktionsmediums ist unterschiedlich.
Die entsprechenden Testgldser werden vollstindig mit dem Toner eingestreut und zum Kop-
peln auf eine Heizplatte bei unterschiedlichen Temperaturen und fiir eine bestimmte Zeit ge-
legt. Bei den Waschschritten gab es nur eine Ergénzung, dal ndmlich im Falle nicht entfern-
ten Tonerpigmentes nach dem Acetylieren der nicht umgesetzten Aminogruppen zusétzlich
der Triger mit Chloroform gewaschen wurde. In Abbildung E37 sind die Syntheseverldufe
bei 150 °C Kopplungstemperatur und einer Kopplungszeit von zehn Minuten dargestellt.
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Abb. E38 Inaktivierung von Fmoc-L-Arg(Pbf)-OPfp-Estern durch §-Laktamisierung

Im Falle des Arginins [Arg(L)] wurde aufgrund von moglichen Stabilitéitsproblemen84 der
voraktivierten Aminosdure bei der Tonerherstellung (Abb. E38) vorerst auf eine Synthese aus
Losung zuriickgegriften.

I fiir Monoisotope und als C-terminales Amid, verursacht durch die Abspaltung am Rink-Linker
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I ' [ Epitop 1 | .
100 |- , [ Epitop 2|4 100

%

Ala Tyr Asp lle: Pro TyrWVal Arg(L) Asp Tyr ThrPro  Asp Tyr

Sequenz

Abb. E37 Syntheseverlauf der Epitope 1 und 2 mit AS-Tonern relativ zur ersten Aminosaure
(bei 150 °C und je 10 min)

Die Gesamtausbeuten erreichen bei beiden Sequenzen im Vergleich zur Synthese aus Losung
bei zehnminiitigem Vorquellen nur etwa die Hilfte. Nach dem Abspalten der Peptide vom
Trager konnte allerdings nur Epitop 2 identifiziert werden (Tab. 17). Die Probe mit dem er-
warteten Epitop 1 zeigte lediglich schwache Signale im Massenbereich von ca. 800 m/z an,
was fiir evtl. kiirzere Fehlsequenzen, verursacht durch Syntheseabbriiche, spricht. Dies miifite
sich aber auch in den ermittelten Syntheseausbeuten am Ende eines jeden Kopplungsschrittes
bemerkbar machen. Wahrscheinlicher ist jedoch, dal wegen der insgesamt geringen Menge
an synthetisiertem Peptid es auf dem Glastriger zu Produktverlusten bei der Aufarbeitung
kam.

Tab. 17 Massenspektrometrische Analyse der Peptidepitop-Synthesen aus AS-Tonern

Peptidepitop Temperatur Kopplungszeit  Sequenz  theoretische Masse MALDI-TOF
Epitop 1 150 °C 10 min DTYRYIDYA 1178,55 g/mol -
Epitop 2 150 °C 10 min YPYDVPDYA 1101,49 g/mol 1101,45 m/z

Es ist dennoch bemerkenswert, da3 unter solch drastischen Bedingungen (T = 150 °C) in so
kurzen Kopplungszeiten (t = 10 min) das Peptid YPYDVPDYA fehlerfrei - die Sequenz betref-
fend - synthetisiert werden konnte.

Tab. 18 Durchschnittliche Kopplungseffizienz und Gesamtausbeute bei der Peptidsynthese mit AS-Toner

Epitop Temperatur Kopplungszeit @ Kopplungseffizienz Gesamtausbeute
1 150 °C 10 min 82,1% 20,7 %
2 150 °C 10 min 82,6 % 21,7 %
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Die Synthesen der Epitope 1 und 2 wurden bei niedrigeren Temperaturen (100 °C bzw.
125 °C) und lédngeren Kopplungszeiten (30 min) wiederholt.

Epitop 1
100 I 100°C, 30 min 100
[ 125°C, 30 min | ]
80 [ Lésung, RT, 1h 180
60 60
40 40
20 20
0 0
Ala Tyr Asp lle Tyr Arg Tyr Thr Asp
X Epitop 2
100 o N 100°C, 30 min 100
: [ 125°C, 30 min | |
80 I Lisung, RT, 1h 180
60 60
40 40
20 20
0 0

Ala Tyr Asp Pro Val Asp Tyr Pro Tyr

Abb. E39 Vergleich der Syntheseverlaufe fur Epitope 1 und 2 aus Lésung und AS-Toner fir 100 °C
bzw. 125 °C bei t = 30 min

Beim Vergleich der Syntheseverldaufe (Abb. E39) fillt auf, daf} die ermittelten Kopplungsaus-
beuten mit AS-Tonern groen Schwankungen unterliegen. Insbesondere die Entwicklung fiir
T =125 °C ist stellenweise unsinnig, wie z.B. die Zunahme von ca. 40 % fiir die Kopplungs-
ausbeute von Arg nach Tyr bei Epitop 1. Bei der Analyse der Peptide stellte sich anschlieBend
heraus, dafl dennoch die Synthese des Epitop 1 bei einer Reaktionstemperatur von 125 °C er-
folgreich verlaufen war (Tab. 19). Dies zeigt, da3 die ermittelten Kopplungseftfizienzen meB3-
technischen Schwankungen unterlagen.

Tab. 19 Massenspektrometrische Analyse der Peptidepitop-Synthesen aus AS-Tonern

Peptidepitop Sequenz  Temperatur Kopplungszeit theoretische Masse MALDI-TOF

Epitop 1 DTYRYIDYA 100 °C 30 min 1178,55 g/mol -
Epitop2  YPYDVPDYA 100 °C 30 min 1101,49 g/mol -
Epitop 1 DTYRYIDYA 125 °C 30 min 1178,55 g/mol 1178,39 m/z
Epitop2 YPYDVPDYA  125°C 30 min 1101,49 g/mol -

Anzumerken ist, daB fiir die erfolgreiche Synthese von Epitop 1 mit einer Arginin-Einheit an
Position 6 bei 125 °C erstmals ein Fmoc-L-Arg(Pbf)-OPfp-Toner verwendet wurde. Das
zeigt, daB} trotz der fiir die Stabilitit des voraktivierten Arginins kritischen Temperatur ein
Einbau in die Peptidsequenz gelungen ist. Das Fehlen der Massenpeaks fiir die librigen Pep-
tidepitope (1 und 2 bei 100 °C; 2 bei 125 °C) 148t sich entweder auf unvollstindige Synthesen,
unzureichendes Entfernen des Peptids vom Triger oder auf den bereits erwdhnten Produkt-
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verlust wihrend der Aufarbeitung zuriickfiilhren. Wie sich durch eigene Studien auf
modifizierten Glastrdgern zeigte, eignet sich das Peptidepitop DTYRYIDYA und der spezifische
Antikorper AU1 weniger gut als exemplarisches Erkennungspaar. Somit wurde verstirkt
Konzentration auf das Epitop 5 (DYKDDDDK) gelegt, das als zweite Komponente eines
anvisierten Epitop-Schachbrettmusters neben Epitop 2 fungieren sollte. Die Synthese mit AS-
Tonern bei 90 °C mit einer Kopplungszeit von 90 Minuten im Vergleich zu Epitop 2 sind in
Abbildung E40 zu sehen.

Tab. 20 Durchschnittliche Kopplungseffizienz und Gesamtausbeute bei der Peptidsynthese mit AS-Toner

Epitop Temperatur Kopplungszeit @ Kopplungseffizienz Gesamtausbeute
2 90 °C 90 min 86,2 % 30,4 %
5 90 °C 90 min 93,2 % 61,1 %

Die Gesamtausbeute bei dem kiirzeren Epitop 5 ist fast doppelt so hoch wie bei Epitop 2 (Tab.
20). Der Grund dafiir liegt allerdings nicht in der unterschiedlichen Lénge der beiden Peptide,
sondern in den unterschiedlichen durchschnittlichen Kopplungsausbeuten. Zum Vergleich
sind die Kopplungsausbeuten der Synthesen von Epitop 2 und 5 aus Losung in Tabelle 21 wie-
dergegeben.

Tab. 21 Durchschnittliche Kopplungseffizienz und Gesamtausbeute bei Epitopen 2 und 5 aus Ldsung

Epitop Quellzeit Kopplungszeit @ Kopplungseffizienz Gesamtausbeute
2 10 min 1lh 91,9 % 50,8 %
5 10 min 1lh 89,6 % 46,3 %

ol =70
100 ' J 100
9 |- - 190
80 | 180
70 | 170
60 [ 160
® sl 150
a0l ' 1 40
30 | 130
20 [ 120
10| 110
N

AlaLys Tyr Asp Asp Asp Pro Asp Val Asp Asp Lys Tyr Tyr Pro Asp Tyr

Sequenzen

Abb. E40 Syntheseverlauf der Epitope 2 und 5 mit AS-Tonern relativ zur ersten Aminosaure (bei 90 °C und je 90 min)
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Im Falle von Epitop 5 ist die Synthese mit AS-Tonern bei 90 °C und 90 Minuten Kopplungs-
zeit einer Synthese aus Losung sogar iiberlegen, was die durchschnittliche Kopplungseffizienz
und damit auch die Gesamtausbeute betrifft.

Die Ergebnisse der Massenspektrometrie fiir die Tonersynthese sind in Tabelle 22 aufgefiihrt.

Tab. 22 Massenspektrometrische Analyse der Peptidepitop-Synthesen aus AS-Tonern

Peptidepitop Temperatur Kopplungszeit  Sequenz  theoretische Masse MALDI-TOF
Epitop 2 90 °C 90 min YPYDVPDYA 1101,49 g/mol 1101,64 m/z
Epitop 5 90 °C 90 min DYKDDDDK 1012,42 g/mol 1012,26 m/z

Zusammengefalt 148t sich sagen, da3 die Synthesen der drei Peptidepitope aus einer Losung
der L-Aminosdure-OPfp-Ester in DMF erfolgreich an den deriviatisierten PEG-Glastrdgern
durchgefiihrt werden konnten. Die erzielten durchschnittlichen Kopplungsausbeuten liegen im
Bereich von 90 %. Auch hier hat eine erhohte Quellzeit positiven Einflufl auf die Ausbeute.

Eine Synthese mit Hilfe der Aminosduretoner hatte nicht bei allen Kombinationen aus Zeit
und Temperatur den gleichen erwiinschten Erfolg. Die Peptidsequenzen von Epitop 1, 2 und 5
lieBen sich dennoch unter unterschiedlichen Bedingungen synthetisieren und eindeutig im
Massenspektrum nachweisen (Tab. 23).

Tab. 23 Ubersicht erfolgreicher Peptidsynthesen aus Lésungen in DMF und mit Aminoséuretonern

Peptidepitop Sequenz aus Lésung aus AS-Toner

Epitop 1 4| 125°C,30 min M
. 150 °C, 10 min
Epitop2  YPYDVPDYA M 90 °C. 90 mi:] M

Epitop5 DYKDDDDK %} 90 °C, 90 min M
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3.4 Antikorper-Bindungsstudien

3.4.1 Immobilisierung von Peptid-Epitopen auf PEG-gegrafteten Glastragern

Bevor die oberflichenmodifizierten Glastrdger fiir eine Spotsynthese von Peptiden eingesetzt
wurden, tiberpriifte man zunichst, inwieweit sich vorsynthetisierte, immobilisierte Peptidepi-
tope durch spezifische Antikorper erkennen lassen und inwieweit sich die proteinresistenten
Eigenschaften auf das Signal-Rausch-Verhéltnis auswirken.

e} X
0 Q : ﬁo 0
I:«(N*O (o) N—\
3 smcc )—OJ °
NH

DMF
o]
HOXNAPEPTID-NHZ
I
Oﬁ o O
] Ny Ho)k)N/\PEPTID-NHZ Q N
) < Y~ o
NH HS NH
pH 7,0

Abb. E41 Kovalente Anbindung von Cystein-terminierten Peptiden an aminofunktionalisierte Oberflachen mittels SMCC

Bei der Immobilisierung der Peptidepitope entschied man sich fiir den bifunktionalen Linker
SMCCY, der zum einen iiber seinen Succinimidyl-aktivierten Carbonsiureterminus an amino-
funktionalisierte Oberfldchen iiber eine Amidbindung gekoppelt werden kann und zugleich an
seinem anderen Ende eine Maleimid-Funktionalitdt bereitstellt. Mit letzterer reagieren dhnlich
einer MICHAEL-Addition spezifisch Thiolgruppen, die sich iiber die Aminosdure Cystein in
Peptidsequenzen C-terminal einbauen lassen (Abb. E41)®. So ist gewihrleistet, daB das ge-
wiinschte Peptid mit seinem C-Terminus mit der Oberfldche kovalent verbunden ist und der
N-Terminus fiir eine ungehinderte Erkennung durch den Antikorper prasentiert werden kann.

Um beide Schritte, 1. die Anbindung des Linkers an die Oberfldche und 2. die Addition des
Cystein-Restes des Peptids zu quantifizieren, wurde zunéchst eine PEG-B-Alanin-Glasober-
flaiche mit acetylierten OH-Gruppen und bekannter NH,-Funktionalitdtsdichte (,,Fmoc-3-Ala-
OH I*, Abb. 40) mit SMCC versetzt und in einem zweiten Schritt erneut Fmoc-3-Alanin mit
DCC/NMI zugegeben, um diejenigen Aminogruppen zu erfassen, die nicht mit SMCC umge-
setzt wurden (,,Fmoc-B-Ala-OH II). Um eine Reaktion des in situ aktivierten Fmoc--Ala-
nins mit dem SMCC-Linker auszuschlieBen, wurde dieser zwischen beiden Schritten mit
Ethylmercaptan (C,HsSH) blockiert. Aus der Differenz der beiden Funktionalititsdichten, vor
und nach dem Ankoppeln von SMCC, 148t sich eine Aussage iiber die Kopplungseffizienz des
Linkers bestimmen. Abbildung E42 zeigt die erhaltenen Funktionalitdtsdichten und deren Dif-
ferenz mit und ohne Blockierung des SMCC-Linkers.

¥ SMCC: Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carbonséure
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Abb. E42 Ausbeute der SMCC-Kopplung [in %] an PEG-
B-Alanin-terminierte Glasoberflachen

J1o Der Einflul einer Blockierung des

Linkers vor der erneuten Kopplung mit
Fmoc-B-Alanin ist sehr gering und
bewegt sich in der Gréfenordnung von
5 %. Die Effizienz der Bindung des
SMCC-Linkers kann mit 60 % ange-
geben werden.

Um den Schritt der Peptidimmobilisie-
rung an den Linker zu quantifizieren,
wurden SMCC-terminierte Glasober-
flichen nach dem gleichen Schema
Die
Ethylmercaptan fand nicht statt. Die
zum Test eingesetzten Peptidepitope 2

hergestellt. Blockierung  mit

und 5 trugen C-terminal als Ankniipfungspunkt die Aminosdure Cystein und als zusétzliche

Besonderheit jeweils ihre terminalen Fmoc-Gruppen; die Seitenschutzgruppen wurden wéh-
rend der Synthese abgespalten. Somit war es moglich, die Kopplungseffizienz der beiden

Epitopsequenzen an den Linker durch Abspaltung der Fmoc-Gruppe zu messen.

Abbildung E43 zeigt die erhaltenen Resultate bei einer angenommenen Kopplungseffizienz
des SMCC an die Oberfliche von 60 %. Obwohl sich die beiden Peptide vollstindig im
verwendeten Phosphatpuffer bei pH 7.0 auflosten, zeigten sie auf den ersten Blick

unterschiedlich gute Bindungs-
ausbeuten an den SMCC-Linker.
Epitop 2 (YPYDVPDYAC) bindet mit ca.
50 % an SMCC, Epitop 5
(DYKDDDKC) nur mit ca. 20 %. Da die
erhaltenen Werte lediglich das Ab-
spalten der jeweiligen Fmoc-Gruppen
widerspiegeln, mu3 auch in Betracht
gezogen werden, dafl gerade dieses
Abspalten unterschiedlich vollstindig
ablaufen und somit die Resultate ver-
falschen kann. Auf der anderen Seite
wire durchaus vorstellbar, dal3 sich
aufgrund unterschiedlicher Strukturen
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Abb. E43 Kopplungseffizienz [in %] der beiden

Peptidepitope 2 und 5 an SMCC

und Ladungsverhiltnisse der Peptidsequenzen, verursacht durch die unterschiedliche Art und

Anzahl an Seitengruppen, tatsdchlich ungleichméfige Reaktionsausbeuten bei der Kopplung

an den SMCC-Linker ergeben konnen.



69

3.4.2 Nachweis der SMCC-immobilisierten Peptidepitope mittels Antikdrper

Nachdem die gewiinschten Peptidepitope kovalent an die SMCC-modifizierte Oberfldche ge-
bunden wurden, wird diese mit den spezifischen Antikdrpern in einer Pufferlosung inkubiert.
Die Antikorperdetektion ist auf zwei Wegen moglich. Zum einen kann der spezifische Anti-
korper bereits mit einem Farbstoff oder einem Enzym markiert sein oder man gibt einen mar-
kierten zweiten Antikdrper hinzu, der den unmarkierten ersten Antikdrper erkennt.

Fiir einen ersten Test wurden dazu per
Hand die Peptidepitope auf den Glas-
trager in einer Art Schachbrettmuster

—

1000 M 100 M 1000 uM 100 pM

aufgespottet. Das Spotvolumen der
einzelnen Punkte betrug dabei jeweils
cece 0,2 pL. Abbildung E44 zeigt ein
100 uM 1000 M 100 M 1000 pM bearbeitetes Foto eines Objekttrigers
mit dem erzeugten Spotmuster. Die

Abb. E44 Spotmuster eines PEG-gegrafteten,
aminofunktionalisierten und SMCC-modifizierten griinen Punkte symbolisieren das Epitop

Glasobjekttragers. 5, die roten Epitop 2. Die angegebenen
Konzentrationen beziehen sich auf die verwendeten Peptidlosungen. Die Zeile unterhalb der
Schachbrettmuster dient als Kontrollstreifen. Die blauen Begrenzungen wurden mit einem
wasserunloslichen Lackstift erzeugt, um einzelne Reaktionsrdume voneinander abzutrennen.
Der linke Teil des Testtragers wurde mit dem anti-FLAG-Antikorper inkubiert, der spezifisch
das Epitop 5 (DYKDDDDK) erkennt, der rechte Teil mit dem anti-HA-Antikdrper versehen, der
wiederum nur Epitop 2 (YPYDVPDYA) spezifisch erkennen soll. Abbildung E44 (oben) gibt
diesen Sachverhalt schematisch wieder.
Die Erstantikdrper anti-FLAG und
anti-HA entstammen beide aus der
Maus. FEine sich anschlieBende
Zweitinkubation mit einem Peroxidase
(POD)-markierten anti-Maus-
Antikorper auf dem = gesamten

anti-FLAG anti-HA

Objekttrager sollte nach Anwendung

eines Lumineszenz-Reagenzes (ECL-
Kit) ein Bild ergeben, wie in
Abbildung E45 (Mitte) gezeigt ist. Auf
der linken Seite werden nur die
Peptidspots des Epitops 5 erkannt und

auf der rechten Seite nur die des Epitops
2. Beim Vergleich der Abbildungen
E45 Mitte und unten erkennt man eine
nahezu vollstindige Ubereinstimmung.
Wenige Ausnahmen konnten z.B.

Abb. E45 Verteilungsmuster der spezifischen Erstantikor- durch Eintrocknungseffekte waihrend

per (oben) und erwartetes Entwicklerbild nach Inkubation : S 11
mit dem sekundaren, POD-markierten anti-Maus-AK (Mitte) des AUfbrmgenS der Peptldlosungen

und entwickelter Fotofilm nach der ECL-Methode (unten) verursacht worden sein.




70

Fiir einen Test zum Ausschluf3 einer Kreuzreaktion der beiden Erstantikorper, wurde derselbe
Trager noch einmal verwendet. Eine Kreuzreaktion wiirde vorliegen, wenn es zu einer Addi-
tion beider Farbkanile im Fluoreszenzscanner, symbolisiert durch eine Gelbfarbung, kime.
Zunichst muBten jedoch mit einem stripping-Puffer' sémtliche gebundenen Antikérpern ent-
fernt werden. Zu einer Neuinkubation wurde der Triger nun mit einem Gemisch aus einem
Kaninchen-anti-HA-Antikorper und einem Maus-anti-FLAG-Antikorper in TBS-Puffer ver-
setzt. AnschlieBend liel man ein Gemisch von Fluoreszenzfarbstoff-markierten anti-Kanin-
chen- (Alexa Fluor™ 647) und anti-Maus-
Zweitantikdrpern  ( )
ebenfalls in TBS auf den Peptidtriager
einwirken. Da die beiden farbstoffmar-
kierten Zweiantikdrper bei unterschiedli-
chen Wellenldngen mit einem Laser ange-
regt und detektiert werden konnen, 1aBt

sich somit ein Schachbrettmuster aus roten
und griinen Spots erzeugen. Abbildung E46
zeigt das zu erwartende (oben) und das

tatsdachliche, mit einem Fluoreszenzscanner
Abb. E46 Zu erwartendes (oben) und reelles angenommene Bild (unten)' Ein griiner
Spotmuster (unten) nach Ink'ubation mit sp('azjfischen Spot reprﬁsentiert nun das Epitop 5, erkannt
Erst- und fluoreszenzmarkierten Zweitantikérpern vom Maus-anti-FLAG-An tikérper, der
seinerseits wiederum spezifisch von dem

griin fluoreszierenden anti-Maus-Antikorper erkannt wird. Umgekehrt reprisentiert ein roter

Spot Epitop 2, erkannt vom Kaninchen-anti-HA-Antikorper, der von dem rot fluoreszierenden
anti-Kaninchen-Antikdrper erkannt wird. Aufgrund der jeweils in Mischungen eingesetzten
Antikorper-Losungen konnte gezeigt werden, dall sowohl Erst- als auch Zweitantikdrper zu
keinen stdrenden Kreuzreaktionen neigen. AuBerdem ist hervorzuheben, dafl sdmtliche
Inkubationen mit Antikdrpern ohne jegliche Blockieragenzien erfolgte. Das sehr gute Signal-
Rausch-Verhiltnis ist demzufolge auch auf die vorhandene Proteinresistenz zuriickzufiihren.

3.4.3 Vergleich mit kommerziell erhaltlichen, aminoterminierten Glasobjekttragern

Nachdem die beiden Peptidepitope kovalent an SMCC-modifizierte Oberflichen gebunden
und indirekt tiber fluoreszenzmarkierte Zweitantikdrper nachgewiesen werden konnten, war
es interessant herauszufinden, inwieweit die entwickelten PEG-graftpolymerisierten Glas-
oberfldchen sich mit anderen Oberflichensystemen hinsichtlich Signalintensitit vergleichen
lassen. Dazu wurden Aminopropylsilan-Objekttriger (APS) von nunc™ (Katalog-Nr.:
231632), Nexterion® Slide A+ Triger von SCHOTT und eigene B-Alanin-terminierte, graft-
polymerisierte Glasobjekttrager zundchst mit SMCC in DMF umgesetzt. Anschlielend wur-
den die beiden Cystein-terminierten Peptidepitope YPYDVPDYA-C und DYKDDDDK-C mit
Hilfe eines Spotroboters abwechselnd in einem Zweilinien-Muster auf die verschiedenen

! Charakteristika solcher stripping-Puffer sind ein groBer Uberschufl an Harnstoff zur Proteindenaturierung und
ein Detergenz wie beispielsweise SDS (Natriumdodecylsulfat) zum griindlichen Entfernen von Proteinen.
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Tréger aufgetragen. Die Konzentration der Peptidldsungen in Phosphatpuffer betrug dabei
1000 uM mit einem jeweiligen Spotvolumen von ca. 0,9 nL. Die beiden kommerziell
erhiltlichen Triger wurden entsprechend géngiger Protokolle mit 1 %iger BSA-Losung in
TBS fiir eine Stunde geblockt. Bei den PEG-B-Alanin-Triager fand dagegen kein Blockieren
statt, da man hier durch die erwiesenen proteinresistenten Eigenschaften keine Adsorption
von BSA erreichen wiirde. Sowohl die spezifischen Erst- als auch die fluoreszenzmarkierten
Zweitantikdrper wurden als Gemisch aufgetragen. Nach der Aufnahme der Trigersorten im
Fluoreszenzscanner unter Beibehaltung der Intensititen sowie gleicher Werte fiir Helligkeit
und Kontrast erhielt man folgende Bilder (Abb. E47):

0- 0 000 0 O

Nexterion® A+ nunc'™ APS PEG-R-Alanin

Abb. E47 VergroRerte Fluoreszenzaufnahmen von Epitop-Spotmustern
nach Inkubationen mit Erst- und Zweiantikérpern

Die drei gewidhlten Systeme lassen sich leicht voneinander unterscheiden. Die intensivsten
Signale wurden mit dem Nexterion®-Triger erzielt (Abb. E47, links) und die schwéchsten mit
dem nunc™-Aminopropylsilan-Triager (Abb. E47, Mitte). Der selbst modifizierte Glastriger
(Abb. E47, rechts) liegt mit seiner Signalintensitdt im Mittelfeld, obwohl hier kein
zusitzlicher Blockingsschritt vor der Antikorper-Inkubation durchgefiihrt wurde. Die Griinde
fiir die Unterschiede liegen zum einen in der unterschiedlichen Aminogruppendichte (APS <
PEG-B-Alanin) und wahrscheinlich in den verwendeten Glassorten, da bei den Nexterion®-
Glasern nach eigenen Angaben besonders autofluoreszenzarmes Glas zum Einsatz kommt.
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3.5 Herstellung und Charakterisierung der Aminosaure-Tonerpartikel

3.5.1 Vorbetrachtungen

Die Aminosduretoner sollten in der Theorie neben den voraktivierten Aminosiuren eine Art
»festes Losungsmittel enthalten, welches bei einer Temperatur von ungefahr 70 °C schmilzt,
aufgrund seiner hohen Polaritit die Aminosdure dabei auflost und deren Kopplung auf dem
Trager ermdglicht. Es war naheliegend, dabei das hohere Homolog zum etablierten N,N-Di-
methylformamid (DMF) das N,N-Diphenylformamid (DPF) zu verwenden, welches zwi-
schen 69 — 71 °C schmilzt und die genannten Kriterien erfiillen wiirde. Die daraus hergestell-

o
0 2 Q0 0
0 I
AN cra HOON i s
| H3C™ " “CHg ©/ \©

DMF DPF DMSO DPSO
Schmp.: - 61 °C Schmp.: 69 - 71 °C Schmp.: 16 - 19 °C Schmp.: 69 - 72 °C

Abb. E48 Vergleich der Schmelzpunkte der N,N-disubstituierten Formamid-Derivate und der Sulfoxid-Derivate

ten Tonermikropartikel agglomerierten allerdings sehr stark, vermutlich durch die Aufnahme
von Wasser. Vermindert werden konnte dies nach dem Ersatz des DPFs durch DPSO (Diphe-
nylsulfoxid), welches einen nahezu identischen Schmelzbereich vorweist (Abb. E48).

Die beiden wichtigsten Synthesebestandteile, Fmoc-Aminosdure-OPfp-Ester und Diphenyl-
sulfoxid, ersetzen als Einheit im herkdmmlichen Toner die farbgebenden Substanzen. Das
theoretische Kopplungsschema eines Aminosdure-Tonerpartikels ist in Abbildung E49 wie-
dergegeben. Der Aminosduretoner wird auf bestimmte Bereiche des Synthesetragers gedruckt
(Spots) und anschlieend bis zur Schmelztemperatur erhitzt. Dabei verfliissigt sich die vorher
feste Matrix und gestattet der Aminosédure die Kopplung an den Triager. Nach einigen Wasch-,
Capping- und Entschiitzungsschritten wird der Trager getrocknet und die ndchste Aminoséure

feste Matrix

. schmelzen,

Additive koppeln,

waschen waschen
Fmoc-AS-OPfp und und
abspalten abspalten —_—
—
schmelzen ¢ —_—
und
koppeln

PCITATE XY XXX | 666666 |

Abb. E49 Schema der einzelnen Schritte zum Koppeln von Aminoséure-Tonerpartikel auf einem
aminoterminiertem Tréager
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kann aufgedruckt werden.

3.5.2 Herstellungsverfahren

Das iibliche Verfahren zur Herstellung von Tonern, das Mischen und Kneten der einzelnen
Komponenten bei einer Temperatur, bei der das Tonerharz eine hohe Viskositdt aufweist, ist
wegen der Temperatursensitivitit der eingesetzten voraktivierten Fmoc-L-Aminosdure-OPfp-
Ester ungeeignet. Auch andere Verfahren, wie z.B. die beiden Polymerisationstechniken (EA
und MSP) scheiden aus, da angenommen werden muf}, daf} die reaktiven Aminosduren unter
diesen Bedingungen (wiBriges Medium, reaktive Monomere und Polymerisationsinitiatoren)
abreagieren und spater nicht mehr fiir eine Peptidsynthese zur Verfligung stehen wiirden. Es
muBte daher ein Verfahren gefunden werden, bei dem die einzelnen Tonerbestandteile zu ei-
ner homogenen, festen Matrix miteinander vermischt werden konnen und diese Matrix an-
schlieend in Mikropartikel zermahlen werden kann.

Gute Ergebnisse wurden erzielt, indem man die einzelnen Bestandteile

- Diphenylsulfoxid,

- Fmoc-L-Aminosiure-OPfp-Ester,

- Tonerharz (wie in den OKI-Tonern enthalten) und

- Ladungskontrollreagenz (z.B. Fe(Ill)- oder Al(III)-Komplex)

miteinander mischte und langsam unter Riihren erwarmte, bis sich eine homogene Schmelze
gebildet hatte. Die zdhe Masse wurde auf einer Unterlage aus Teflon ausgestrichen und
abgekiihlt. Die erstarrte Tonermatrix wurde zerkleinert und anschlieBend in einer
Luftstrahlmiihle (Abb. E50) zu Mikropartikeln zermahlen. Durch Sieben erhielt man die
Fraktion mit der gewiinschten Gréf3enverteilung.

Abb. E50 Luftrahimihle zur Generierung von
Aminoséaure-Tonerpartikeln
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3.5.3 Bestimmung von Kopplungsfahigkeit, Gré3enverteilung und Ladungseigen-

schaften der einzelnen Aminoséaure-Tonerpartikel

Asn His

AS

GIn Phe

AS

Ala Ser

Cys Lys
AS T AS T

Trp P Met
: ©
AS AS T

T AS &

Thr
AS :

Arg
s

AS

Glu
AS '

Leu

AS T
Gly

Tyr
AS 1

Ile

AS T
Pro

AS

Val

AS T

Abb. E51 Ubersicht von gekoppelten, entschiitzten und mit Bromphenolblau angefarbten

Mischungen aus Aminoséure-OPfp-Estern und DPSO (,AS") sowie AS-Tonermischungen (,T%)

Abbildung E51 zeigt eine Ubersicht von Aminosiure-Spots, die mit Bromphenolblau ange-
farbte Aminogruppen auf PEG-B-Alanin derivatisiertem Glas représentieren. Die mit ,, T* be-

zeichneten Punkte symbolisieren die
Aminoséuretoner im
Mischung der
voraktivierten Aminosduren in DPSO
(,AS*).  Nach der gleichzeitigen
Kopplung von Toner und Mischung bei
125 °C fiir 30 Minuten wurden die Tréger
gewaschen, die Fmoc-Gruppen
abgespalten und die Tréger anschliefend

mit Bromphenolblau angefdarbt. Rein

gekoppelten

Vergleich zu einer

qualitativ 1dBt sich erkennen, daf alle
Toner eine Kopplung der eingebetteten
Aminosdure-OPfp-Ester an die
Oberflache erlauben, d.h. die in dem

Toner enthaltenen Zusatzstoffe haben
keinen nachteiligen FEinflul auf die
Kopplung. Man  erkennt  zudem

Unterschiede in der Farbstirke, die man

auf natirliche Unterschiede in der
Kopplungseffizienz ~ der  jeweiligen
Aminosaure zurickfuhren konnte.

vol%

100 01 1 10

Partikeldurchmesser [um]

Abb. E52 GroRenverteilung der 20 Aminosauretoner
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Andererseits besitzen die a-Aminogruppen der zwanzig Aminosduren unterschiedliche

Lewis-Basenstirken, was dazu fiihrt, da3 die Deprotonierung des Bromphenolblaus - als
Voraussetzung fiir einen Farbumschlag von gelb nach blau - unterschiedlich gut ablduft.

Fiir ein optimales Druckergebnis mit dem OKI-Drucker ist es wichtig, dal die einzelnen Par-
tikelkollektive die gleiche enge GroBenverteilung im Bereich von etwa 9 um wie im Refe-
renz-Farbtoner (Abb. E53) aufweisen. Nach Mahlen der Partikelmatrix und Sieben der

10 100 10 100

Vol%

10 100 01 1 o

Partikeldurchmesser [um]

100

Abb. E53 GroRenverteilung der vier OKI-Farbtoner

die  zwanzig

GroBe
insbesondere auf ihre GroBenverteilung hin
untersucht. Aus Abbildung E52 (vorherige
Seite) ist ersichtlich, daf} die erzeugten Toner

Mikropartikel ~ wurden

Aminosiduretoner auf ihre und

einen mittleren Partikeldurchmesser von ca.
9 um aufweisen und bis auf Valin (Val,
rechts unten) jeweils einen geringen
Staubanteil unterhalb 1 um beinhalten, der
sich nur durch eine aufwendige Sichtung
unter Zuhilfenahme von Zentrifugalkriften
abtrennen lieBe und vorerst nicht entfernt

wurde.

Zwei weitere wichtige Parameter sind Betrag und Vorzeichen der Ladung des Toners, die
kurz vor dem Druckvorgang triboelektrisch erzeugt wird. Ausgedriickt wird dies durch das
Ladungs-Masse-Verhéltnis Q/m in [uC/g]. Dazu werden die verschiedenen Aminosduretoner

abgewogen und die La-

dung in der draw-off- 0

Methode mit einem Q/m- I 1
Meter vermessen. Abbil- a i |
dung E54 zeigt die ge- 2Lk Met & A Pro i
messenen Werte bezogen L Ala gin His { { Asp { lle Tyr
auf den Referenztoner SH# i ™ T : L val % s
von OKI, der ein Q/m- &3 '4"_ J T E Phe } :"-|- .[ | i
Verhiltnis von ? I I Cys T I |
-(3,92+£0,30) uC/g auf- g 5} Asn Lys .
weist. Die hergestellten Glu { 1
Aminosiuretoner besitzen or Thr )
alle jeweils eine negative 7L i
Ladung und schwanken - 4
im Mittel in einem relativ 8

engen Bereich von Aminoséuretoner

-2,5uClg (Gly) bis Abb. E54 Q/m-Verhéltnisse der Aminosauretoner im Vergleich zum

Referenztoner von OKI (dunkelblaue Linie) und dessen absoluter

-5,3 uC/g (Thr).

Fehler (cyanfarbene Linie)
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3.5.4 Synthese von Ladungskontrollreagenzien (CCA)

Durch die Orientierung der Entwicklung von Aminosduretonern an den Vorgaben der Toner
der Firma OKI miissen Ladungskontrollreagenzien verwendet werden, die eine negative Auf-
ladung des fertigen Toners ermdglichen und die gleichzeitig keine reaktiven Gruppen tragen,
mit denen die voraktivierten Aminosdure-OPfp-Ester reagieren konnten. Da die verwendeten
Farbtonerbestandteile oft einer gewissen Geheimhaltung seitens des Herstellers unterliegen,
waren eigene Synthesen vonndten. Ein Beispiel dazu ist der negativ geladene Eisen(IIl)-

® A THZ
NaOH $ 0
& @e o FeCl;- 6 H,0 %-100°C OfplelO
OH 4h (0]
H,O +

Abb. E55 Reaktionsschema der Synthese des Natrium-diaquobis(3-hydroxy-2-naphthonsaure)-
ferrat(lll)-Komplexes

Komplex, der sich aus der Reaktion von 3-Hydroxy-2-naphthonsdure mit Eisen(III)-chlorid
Hexahydrat in Wasser erzeugen lieB (Abb. E55)*°. Man erhilt ihn als ein feines, schwarzes
Pulver in 75 %iger Ausbeute. Durch die Elektronenkonfiguration des Zentralatoms besitzt der
Komplex paramagnetische Eigenschaften, was eine Analyse der Verbindung mittels NMR
ausschliefit. Die Identifikation erfolgte daher mit ESI-MS und IR-Spektroskopie. Die
Substanz schmilzt bei ca. 186 °C, ist unldslich in Wasser und méaBig 16slich in DMSO,
Methanol oder Ethanol. Seine wichtigste Eigenschaft ist allerdings die Féhigkeit, den Toner-
mischungen die gewlinschte negative Ladung bei triboelektrischer Aufladung zu verleihen.
Ein weiteres mogliches Ladungskontrollreagenz stellt ein verlackter, sechsfach koordinierter
Aluminium-Azakomplex dar (Abb. E56)*’, der iiber mehrere Reaktionsstufen (1. Diazotie-
rung der Anthranilsdure; 2. Synthese des Liganden durch eine Azakupplung und

O ;N+ O Nx
o, e Oy
NaOH aq. COOH

OH OH

i Nan O Ny
HH 1. NaOH O
OHHO "0 5 Al(s0,), 18 H,0 o o0

~
\NY/

|
AN
29
+

Na

N
& PSPy T8 R :
Al

Formamid 7z
N

0s_0
Os_OH HO 12 h
O 90 °C
Ny !

Abb. E56 Reaktionsschema der Synthese des Natrium-bis[2-(2-hydroxy-1-naphthylazo)benzoesaure]-
aluminat(lll)-Komplexes
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3. Verlackung des Liganden mit einem Al(IIl)-Salz) zugénglich ist. Der Komplex ist als
rotorangefarbenes, feinkristallines Pulver in 53 %iger Ausbeute erhdltlich. Er verleiht in
gleicher Weise wie der Eisen(Ill)-Komplex den Tonermischungen eine durch Reibung
erzeugte negative Ladung. Aufgrund der aufwendigeren Synthese und der niedrigeren
Ausbeuten beschrankte man sich allerdings auf den o.g. Eisen(III)-Komplex. Dieser ist zudem
kostengiinstiger herzustellen (Losungsmittel, Edukte, etc.) und einfacher aufzuarbeiten.

3.6 Erzeugung eines 2-Peptid-Arrays im Schachbrettmuster mit dem Laser-
drucker

3.6.1 Verwendung von Laserdruckerfolien als Aminosauretoner-Transporter

Vor der endgiiltigen Verfligbarkeit des angesprochenen Peptidlaserdruckers wurden Schach-
brettmuster aus den Peptidepitopen mit Folien nach der Tonertransfermethode erzeugt. Der
Ablauf sah dabei wie folgt aus:

1. Herstellung der entsprechenden sechs Aminosduretoner fiir die Epitope 2 und 5 (Ala,
Asp, Lys, Pro, Tyr und Val),

Ausdruck einer Matrix mit dem jeweiligen Aminosduretoner auf Laserdruckerfolien,
exakter Transfer der Matrix auf den modifizierten Glastrager,

Kopplung der voraktivierten Aminoséure an den Trager unter Andruck und Hitze,
Wasch- und Entschiitzungsschritte, Wiederholung der Schritte 1. - 5. und

Inkubation mit spezifischen Erst- und farbstoffmarkierten Zweitantikorpern.

Tyrosin
Tyr
Y

Prolin

S kW

Asparaginsaure
Asp
D

Tyrosin
Tyr
Y

Lysin
Lys
K

Asparaginsaure
Asp
D

Tyrosin
Tyr
Y

Asparaginsaure
As
D

Asparaginsaure
Asp
D

Asparaginséure
Asp
D

Lysin
Lys

Asparaginsaure
Asp
D

Tyrosin
Tyr

Abb. E57 Syntheseschema der Peptidepitope DYKDDDDK (links) und YPYDVPDYA (rechts)
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Bei Aminoséduren, die sich an derselben Position innerhalb der Peptidsequenzen befanden,
griff man auf eine Synthese aus Losung zuriick (Asp an Position 3; Tyr an Position 7; Abb.
E57).

*® o-o I o
oo (0. '_E
0 oo w,

oo ;¢ S B
®® .0 EU
e C°. < P

Abb. E58 Druckmuster (oben) und nach Inkubation
mit spezifischem Erst- und fluoreszenzmarkiertem
Zweitantikbrper erhaltenes Bild (unten)

Die in Abbildung E58 (unten) aufgenommene Fluoreszenzscanner-Aufnahme entspricht na-
hezu dem verwendetem Druckmuster. Auch die mitgedruckten Buchstaben représentieren
Antikorper-erkannte Peptidepitope. Lediglich Epitop 2 (rot) erscheint schwécher. Bei dieser
Sequenz waren bereits die Ausdrucke der entsprechenden Aminosduretoner insgesamt
schwicher im Vergleich zu Epitop 5. Wahrscheinlich ist bei der Synthese von Epitop 2 die
Gesamtausbeute wegen der beiden Prolin-Bausteine niedriger und somit weniger Peptid
vorhanden, das von dem Antikorper letztlich erkannt werden kann.
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3.7 Peptidlaserdrucker-Prototyp auf Basis der OKI C7200er Serie

3.7.1 Aufbau

Der Peptidlaserdrucker wurde in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer-Institut fiir Produk-
tionstechnik und Automatisierung (IPA) in Stuttgart entwickelt.*® Einfach formuliert ist er
eine Erweiterung eines kommerziell erhiltlichen OKI-Vierfarb-LED-Druckers® (Anfang
2002: Modell C7200 [Abb. E59, links], mittlerweile C7350) um weitere 16 auf insgesamt
20 Druckwerke. Aufgrund der verwendeten LED-Technik wund der eingesetzten

LED-Zeilenkopl

Heizeinheit Tonerkariusche

Transportband | Papier /

Abb. E59 OKI LED-Farbdrucker C7200 (links); Querschnitt durch den C7200 zur Verdeutlichung des
Tandemdruckprinzips (Mitte); technische Skizze des Peptidlaserdruckers mit 20 Druckwerken (rechts)

Aminosduretoner miillte man 1hn daher ,, Aminosdure-LED-Drucker bezeichnen.
Anschaulicher ist aber die Bezeichnung ,,Peptidlaserdrucker®, weil sie die zugrundeliegende
Technik und die spezifische Anwendung zusammenfaft. Ein Vorteil des in diesem
Druckersystem verwendeten Tandemprinzips (Abb. E59, Mitte) ist die bereits beschriebene
lineare Anordnung der einzelnen Druckwerke, die sich durch iiberschaubaren technischen
Aufwand erweitern 1dBt. Zudem erlaubt die planare Fiihrung des Druckmediums den Einsatz
starrer Tragermaterialien wie z.B. Glas, wenn man auf die Umkehrwalzen vor und nach der
Tonerkartuschen-Einheit verzichtet.

Der Peptidlaserdrucker ist in eine Rahmenkonstruktion aus Aluminium integriert und ist vor
Licht durch verschiebbare Seiten- und Deckenwénde geschiitzt (Abb. E60, links). Er besitzt
einen AnschluB} fiir Schutzgas, so dafl der gesamte DruckprozeB in einer inerten Atmosphére

Abb. E60 Peptidlaserdrucker mit Schaltschrank, Probenschlitten, Signalampel und Bedienpult (links); Blick
entlang der Druckstral3e mit ausgebauten Tonerkartuschen (Mitte); Probenschlitten mit bedrucktem Glastrager
(rechts)
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ablaufen kann. Der Schaltschrank zur Stromzufuhr und Druckersteuerung befindet sich an der
Seite der Rahmenkonstruktion und tragt eine dreifarbige Signalampel, die Auskunft iiber den
aktuellen ProzeBstatus gibt. Die Tonerkartuschen sind hintereinander angeordnet und werden
mechanisch durch eine Konigswelle parallel angetrieben. Das zu bedruckende Trigermaterial
1aBt sich durch Unterdruck auf einem Probenschlitten mit Linearantrieb mikrometergenau
iiber Anschldge positionieren. Der Schlitten besitzt einen Hochspannungsanschlufl (1 bis
10 kV) und bewegt sich prizise auf einer mittigen Stahlschiene (Abb. E60, Mitte) unter den
einzelnen Kartuschen hinweg. Die Abweichung auf einer Lange von ca. 3 m betrigt dabei ca.
10 um. Die Steuerung der LED-Zeilen der Druckwerke iibernimmt ein sogenannter FPGA™.
Dieser ist notwendig, da durch die hohe Anzahl an ansteuerbaren LEDs pro Entwicklereinheit
(ca. 10.000) groBe Datenmengen schnell verarbeitet und an die jeweilige, am Druckprozef3
teilnehmende Tonerkartusche adressiert weitergeleitet werden miissen. Sonstige Steuerungs-
aufgaben, wie z.B. die Spannungsversorgung der Netzteile, fiir die Schalter zur Positions-
tiberwachung des Probenschlittens etc. werden von PLC-Baugruppen” iibernommen.

3.7.2 Leistungsfahigkeit

Momentan ist der Peptidlaserdrucker in der Lage, Punktraster in einer Auflésung von ca.
400 cm™ zu drucken (Abb. E61, rechts). Die Punkte haben dabei einen Durchmesser von
250 pm und sind zu den benachbarten Punkten innerhalb einer Zeile 500 um (Mittelpunkt zu
Mittelpunkt) entfernt. Ein kompletter Druckvorgang dauert ca. 70 Sekunden. Momentan

)
\_/
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NA|

um,_

400 Spots/cm”

250

500 ym

~_
500 ym

‘ N
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(Y () -
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Abb. E61 Schematisches Druckmuster mit Durchmesser- und Abstandsmaf3en (links); vergrol3erte
Ausschnitte aus einem mit Glycin-Toner bedruckten Glas nach Kopplung und Anfarben mit BPB (rechts)

laufen Optimierungsarbeiten dahingehend, daB bei jedem Druckdurchlauf ein exaktes
Ubereinanderdrucken gewihrleistet werden kann. Dazu miissen die einzelnen Druckwerke
aufeinander abgestimmt bzw. ausgerichtet werden und eventuelle Abweichungen mechanisch
oder mit Hilfe der Steuerungssoftware ausgeglichen werden. Die angefiihrte Aufldsung soll
durch weitere Verkleinerung der Druckpunkte und durch Reduzierung ihrer Abstéinde
zueinander erhoht werden. Erkennbare theoretische Grenzen bei dieser Verbesserung sind
zum einen die Grofle der Tonerpartikel, die GroBe der LEDs bzw. der durch sie erzeugten
Lichtpunkte und zum anderen die erzielbare mechanische Genauigkeit.

™ FPGA: field programmable gate array; ein frei programmierbarer Logikschaltkreis mit hoher Rechenkapazitit;
Die auszufiihrenden Operationen erfolgen parallel.

" PLC: programmable logic controller; eine speicherprogrammierbare Steuerung (SPS) fiir Steuerungs- und
Regelungsaufgaben in der Automatisierungstechnik
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4. Zusammenfassung

4.1 Modifikationen von Glasoberflachen mit proteinresistenten Eigen-
schaften

Das  Prinzip der  UV-induzierten,  radikalischen  Graftpolymerisation  von
Poly(ethylenglykol)methacrylat (PEGMA,; n ~ 5) zum Aufbau eines PEG-Polymerfilms
konnte erfolgreich auf Glasoberflichen tibertragen werden. Notwendig dafiir war eine voraus-
gehende Silanisierung des Glases und dessen anschlieBende Ozonisierung, um oberflichenge-
bundene, photosensible Gruppen als Radikalstarter zu erzeugen. Es wurden aus verschiedenen
Silanisierungsmethoden und Losungsmitteln diejenigen ausgewéhlt, die Monoschichten mit
einer hohen Ordnung schaffen. Der Einflul von Ozon auf die Filme von alkyl- (18-TCS) und

1. Fmoc-3-Ala
DCC/NMI

2. 20%
Piperidin

Abb. Z1 Veresterung endstandiger OH-Gruppen eines graftpolymerisierten PEG-Methacrylat-Films
mit Fmoc-R-Alanin

alkenylsilanisierten (7-TCS) Glasern wurde mittels XP-, IR-Spektroskopie und Kontaktwin-
kelmessungen verfolgt. Die dabei hochstmogliche Anzahl generierter Hydroperoxidgruppen
auf der Oberfliche betrug 5,4 nmol/cm” und wurde iodometrisch bestimmt. Die Versuchsbe-
dingungen der sich anschlieBenden Graftpolymerisation wurden durch Variation von Be-
strahlungsdauer und Monomerkonzentration hinsichtlich maximaler Filmdicke (370 A) opti-
miert. Ebenso wurde die Anbindung von Fmoc-B-Alanin zur Einfithrung primérer
Aminogruppen (Abb. Z1) mit der Malligabe einer mdglichst hohen Belegungsdichte
verbessert. Die erzeugten Beschichtungen sind zudem stabil gegeniiber 90 %iger TFA, wie
XPS- und ellipsometrische Schichtdicken-Messungen belegen.

Die entwickelten Glasoberflichen verhindern dariiber hinaus die unspezifische Adsorption
von Proteinen (Lysozym, Fibrinogen, BSA und y-Globulin), die zunéchst mit einem Fluores-
zenzfarbstoff markiert und in Konzentrationen von
2 mg/mL in PBS-Puffer mit den Glastrigern in
Kontakt gebracht wurden. Aufnahmen mit einem
Fluoreszenzmikroskop zeigten keinerlei signifi-
kante Adsorptionen (Abb. Z2).  Zweifelsfrei
bestdtigt wurde dieser Befund mittels XP-

Abb. Z2 Glastrager unbehandelt (a) und ) . .
PEG-gegraftet (b) nach der Inkubation mit Spektroskopie an den gleichen unmarkierten

FITC-markiertem Fibrinogen Proteinen
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4.2 Peptidsynthesen

Die so modifizierten Glasoberfldchen erlauben Peptidsynthesen mit Fmoc-Aminoséure-OP{p-
Estern aus Losung (DMF) und mit Hilfe von Aminosdure-Tonerpartikeln in vergleichbarer
Ausbeute und Qualitit. Die Ausbeute der einzelnen Syntheseschritte der kurzen
Beispielsequenzen , YPYDVPDYA und DYKDDDDK an Rink-Linker modifizierten,
PEG-gegrafteten Glasobjekttragern wurden iiber das Abspaltprodukt der Fmoc-Gruppe
quantifiziert; die Peptide nach Abspaltung vom Triger mittels MALDI-TOF analysiert.
Tabelle 24 zeigt eine Zusammenfassung der einzelnen Peptidsynthesen und die jeweiligen
Reaktionsbedingungen. Die Synthesen aus Losung funktionierten erwartungsgemif bei allen
Beispielsequenzen ohne Einschrinkung. Bei der Synthese mit Aminosduretonern konnte
jedoch nicht unter jeder Reaktionsbedingung das gewlinschte Peptid anschlieBend im
Massenspektrum gefunden werden. Dennoch ist es bemerkenswert, dafl unter diesen, fiir die
Peptidsynthese ungewohnlichen Bedingungen (Temperatur, Art des Mediums), Kopplungen
von voraktivierten Aminosduren als Bestandteil eines Laserdrucker-Tonerpartikels zu
Oligopeptiden mdglich sind.

Tab. 24 Ubersicht (iber erfolgreiche Peptidsynthesen aus Lésungen in DMF und mit Aminosauretonern

Peptidepitop Sequenz aus Losung aus AS-Toner

Epitop 1 4| 125°C,30 min M
150 °C, 10 min

Epitop2  YPYDVPDYA M 90 °C. 90 mi:] M

Epitop5 DYKDDDDK %} 90 °C, 90 min M

4.3 Antikdrper-Bindungsstudien und Vergleich mit kommerziell erhaltlichen
Arraysystemen

Die beiden Cystein-terminierten Peptidepitope YPYDVPDYA-C und DYKDDDDK-C wurden
iiber den bifunktionalen Linker SMCC an die oben beschriebenen, modifizierten und amino-
terminierten Glastrdger kovalent angebunden. Fiir die Kopplungseffizienz von SMCC an
Aminogruppen in DMF konnte ein Wert von ca. 60 % ermittelt werden. Die Peptidepitope
koppeln unterschiedlich gut an SMCC (YPYDVPDYA: ca. 50 %, DYKDDDDK: ca. 20 %). Die
Erkennung der schachbrettartig angeordneten Peptidsequenzen erfolgte indirekt durch
fluoreszenzmarkierte ~Zweitantikdrper. Eine Kreuzreaktion zwischen den beiden
Erstantikorpern (anti-HA bzw. anti-FLAG) und den beiden Zweitantikdrpern, erkennbar an
einem gelben Fluoreszenzsignal durch Addition des roten und griinen Kanals im
Fluoreszenzscanner, fand nicht statt. Die beiden Peptidepitope wurden zum Vergleich der
Intensititen der Fluoreszenzsignale auch auf kommerziell erhéltlichen aminoterminierten
Glasoberflichen mit Hilfe eines Spotroboters aufgetragen und mit Erst- bzw.
Zweitantikdrpermischungen inkubiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind vergleichbar gut (Abb.
Z3).
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4.4

anti-FLAG

anti-HA

Nexterion® A+

nunc™ APS

PEG-R-Alanin

Abb. Z3 VergréRerte Fluoreszenzaufnahmen von Epitop-Spotmustern
nach Inkubationen mit Erst- und Zweiantikdrpern

Aminosaure-Tonerpartikel, Peptidarray und Peptid-Laserdrucker

Es konnten mit allen zwanzig proteinogenen L-Aminosduren aus dessen Fmoc- und Seiten-
gruppen-geschiitzten OPfp-Estern Tonerpartikel unter Zusatz eines ,,festen” Losungsmittels
und tiblicher Tonerbestandteile (CCA, Harze) hergestellt werden. Die Toner stimmen in Gro-
Benverteilung [um] und Ladungseigenschaften [uC/g] mit ihrem Vorbild, dem Farbtoner ei-
nes OKI-Vierfarb-Laserdruckers, gut bis sehr gut iiberein. AuBlerdem erlauben sie die Freiset-
zung der Aminosdure beim Schmelzen und deren Kopplung an den Triager (Abb. Z4).
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Abb. Z4 Ubersicht iiber die Kopplungsfahigkeit der Aminoséauretoner (T) und AS-DPSO-Mischungen
(AS) durch Anfarben entschitzter Aminogruppen mit Bromphenolblau nach erfolgter Kopplung (links

oben); GroRenverteilung der zwanzig Aminosaure-Tonerpartikel (rechts); Q/m-Verhaltnis der
Aminoséauretoner mit dem Eisen(lll)-Komplex als CCA in Relation zum OKI-Toner (links unten)
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Fiir einen ersten Test einer ortsaufgeldsten Peptidsynthese mit Aminosduretonern ohne den
entwickelten Peptidlaserdrucker wurden Peptidepitope aus Tonerpartikeln aufgebaut, die
vorher auf einer Laserdruckerfolie ausgedruckt und anschlieBend auf einen derivatisierten
Glastrdger positionsgenau transferiert wurden. Nach den Standardsynthese- und
Entschiitzungsschritten wurden die Peptidsequenzen indirekt nacheinander mit den
spezifischen Erst- und den fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern inkubiert und
nachgewiesen (Abb. Z5). Die beobachteten schwicheren Fluoreszenzsignale fiir Epitop
YPYDVPDYA konnten synthesebedingt (geringere durchschnittliche Kopplungseffizienz) oder
durch die Transfermethode verursacht worden sein (geringere Ubertragungsmenge wihrend
des Transports des Druckmusters von der Folie auf den Glastréger).

........

[ XX XX X
I LY XX

AYAIVAYTY

...........

Abb. Z5 Druckmuster (oben) und nach Inkubation
mit spezifischem Erst- und fluoreszenzmarkiertem
Zweitantikérper erhaltenes Bild (unten)

Der vom Fraunhofer-Institut fiir Produktionstechnik und Automatisierung (IPA) in Stuttgart
entwickelte und gefertigte 20-Farben-LED-Drucker auf Basis der Vierfarb-LED-Drucktech-
nik von OKI besteht aus einer linearen Anordnung von zwanzig LED-Druckwerken, die iiber
eine Konigswelle gleichzeitig angetrieben werden, um ein gleichméBiges Rotieren der Druck-
und Transportwalzen innerhalb der Druckwerke sicherzustellen. Der zu bedruckende Trager
wird auf einem Schlitten mit prizisem Linearvortrieb unter den Druckwerken hindurch be-
wegt und durchlduft die gesamte DruckstraBe in weniger als 70 Sekunden. Es wird eine
Auflésungen von derzeit ca. 400 cm™ erreicht. Weitere Optimierungsarbeiten hinsichtlich
Druckgenauigkeit und Aufldosungssteigerung sind in Arbeit.
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5. Ausblick

5.1 Erzeugen eines Peptidarrays mit dem Peptidlaserdrucker

Es existieren fiir alle zwanzig proteinogenen Aminosiuren kopplungsfahige Tonermischun-
gen. Die Arbeiten zur Sicherstellung der Druckgenauigkeit sind in Kiirze abgeschlossen. Fiir
die ersten Versuchsdurchldufe wird das im Objekttragerformat bereits erfolgreich geteste
Epitop-Schachbrettmuster aus den Peptidsequenzen YPYDVPDYA und DYKDDDDK durch
direkten Druck der Aminoséduretoner auf derivatisiertem Glas wiederholt werden. Daran
werden sich weitere kombinatorische Peptidsynthesen mit anderen Antikdrper-Epitop-Paaren
anschlieBen. Auf dem druckbaren Bereich, abziiglich einer vierseitigen Umrandung, lieRen
sich 394 x 394 = 155.236 Peptidspots generieren. Geplant sind dariiber hinaus eine weitere
Reduzierung der Spotdurchmesser und der Abstinde zueinander, so daBl eine
Auflésungssteigerung moglich wird. Zudem sollen die zur Zeit noch per Hand durchgefiihrten
Wasch- und Entschiitzungsschritte automatisiert werden.

5.2 Hintergrund und Idee eines , Peptidchips”

Mit der Ubertragung des Peptidarray-Konzeptes in die GroBenordnung eines Halbleiter-Chips
gelangt man zum urspriinglichen Begriff eines Biochips zuriick. Das, was zum groBeren Teil
heute unter dem Begriff ,,Chips* zusammengefafit wird, bezeichnet eher Formate eines Ob-
jekttragers (2,6 x 7,6 cm), auf dem sich unterschiedlichste
Molekiile gitterartig anordnen lassen. So entstehen auf diesen [ ¢

Tragern beispielsweise DNA-Chips durch kombinatorische
Synthese von Nukleotid-Bausteinen, werden Proteine, DNA- :
bzw. RNA-Fragmente oder Antikdrper auf Oberflichen im- i;

mobilisiert und oftmals mit dem Begriff ,,Protein-, ,,Gen-* .{"H-Q
oder ,,Biochip* tituliert. Griinde dafiir mogen auch in der ‘
Ubersetzung des englischen Ursprungswortes  liegen. W
Konsequenterweise wurde dazu auch der Begriff des
,Microarrays®  eingefilhrt, um der fortschreitenden

Miniaturisierung Rechnung zu tragen. Genau an diesem  Abb. A1 CMOS-Chip, fixiert auf
einer Platine und gebondet

Punkt setzt der Halbleiter-Peptidchip an. Er wire in der Lage,
auf seiner Oberfliche durch die Moglichkeit einer gezielten Ansteuerung seiner einzelnen
Pixelbereiche kombinatorische Synthesen ortsaufgelost durchzufiihren und gleichzeitig durch
eine integrierte Sensorik die auftretenden Bindungsereignisse zu detektieren, quasi eine
Synthese- und markierungsfreie Auslesemaschine in einem. Durch seine geringeren Ausmalle
und seine dennoch hohe Dichte an Syntheseorten pro Flacheninhalt wiirde er das zu
untersuchende Analysevolumen sehr gering halten.
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5.2.1 Aufbau und Syntheseprinzip

Ein fiir die kombinatorische Peptidsynthese geeigneter Chip besteht aus einzelnen elektro-
nisch ansteuerbaren Pixelfeldern, auf denen sich lokal begrenzte elektrische Ladungsfelder er-
zeugen lassen. Mit einem ebenso durch Reibung aufladbaren Aminosduretoner lieen sich die
jeweiligen Aminosduren Pixel fiir Pixel ortsgenau iiber elektrostatische Wechselwirkungen
ablagern. Hinzu kommt die Realisierung von Oberflichenmodifikation und —derivatisierung,
damit ausreichend reaktive Gruppen fiir die Synthese zur Verfiigung gestellt werden. Abbil-
dung A1l zeigt einen solchen CMOS-Chip. CMOS bedeutet ,,Complementary Metal Oxide
Semiconductor”, komplementirer Metalloxid-Halbleiter. Der CMOS ist ein Halbleiterele-
ment, das aus zwei Metalloxid-Halbleiter-Feldeffekt-Transistoren (englisch: ,,Metal Oxide
Semiconductor Field Effect Transistor”, MOSFET) besteht, die auf einem einzigen Silizium-
chip integriert sind. Der MOSFET wiederum wird als ein unipolarer Transistor bezeichnet,
bei dem die Gateelektrode durch eine Metalloxidschicht (SiO,) vom Halbleiterkristall (Si)
getrennt ist. In der VergroBBerung deutlich zu erkennen sind die einzelnen Pixelfelder und die
elektrischen Anschliisse zum Erzeugen der gewiinschten Ladungsmuster. Der hier gezeigte
Typus besitzt Pixelflichen von 100 x 100 pm?, was einer Elektrodendichte von 10 000 pro
cm’ entspricht. Bei einer erfolgreichen kombinatorischen Synthese wire man damit in der
Lage, hochkomplexe Peptidarrays im Chipformat zu generieren. Das Syntheseprinzip mit
elektrostatisch aufladbaren Aminosduretonern gibt Abbildung A2 wieder. Im ersten Schritt
werden dhnlich zum Xerographie-Verfahren elektrische Ladungsmuster (orange) auf den
Pixeloberflichen erzeugt. Beim Kontakt mit gleichsinnig geladenen Partikeln erfolgt eine
Ablagerung nur auf den ungeladenen Pixeln. Durch einen kurzen Heizimpuls werden die Par-
tikel vorerst lediglich angeschmolzen und dabei fixiert. Erst nach erneutem
Ladungsmusteraufbau, Ablagerung und Anschmelzen von Partikeln bis samtliche Pixel belegt
sind, erfolgt der eigentliche Reaktionsschritt durch lédngeres Erwdrmen iiber die
Schmelztemperatur der Partikelmatrix hinaus. Die vorher feste Matrixsubstanz verfliissigt

) gleichsinnig geladene Partikel
Pixelelektroden

%—/', y’ L
> £y > o
- > fossy
Chip geladene Elektroden Fixierung durch
Anschmelzen

: A . . waschen ]
feste Matrixsubstanz ———  Losungsmittel ——p Monomerenschicht

Abb. A2 Kombinatorisches Syntheseprinzip mit Aminosaure-Tonerpartikeln auf einem Chip
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sich und tibernimmt die Rolle des Reaktionsmediums. Dies ermdglicht die Kopplung der
Monomerbausteine an die derivatisierte Oberfliche. Nach standardisierten Wasch- und
Entschiitzungsschritten ist die erste Monomerenschicht kovalent auf der Chipoberfldche
gebunden und der Zyklus kann von neuem beginnen.

5.2.2 Erste Ergebnisse

Die prinzipielle Machbarkeit des Chipkonzepts zeigt
Abbildung A3. Zu erkennen ist eine vergroflerte
Darstellung eines CMOS-Chips mit 100 x 100 pm
grolen Pixelelektroden, auf denen sich selektiv zwei
herkdmmliche Farbtoner abscheiden lieen. Die
Abscheidung  erfolgte in  einer sogenannten
Aerosolkammer (Abb. A4 links), in der durch
Verwirbeln der einzelnen Partikelkollektive mit
Druckluft und Reiben an der Kunststoffwand die _ _
gewlinschte triboelektrische Ladung (sieche Abzbgi;gﬂ%@;ﬂ?%:ﬁgﬁizg,laenke“rver
Laserdruckproze3) des Partikelaerosols erzeugt wird. Farbtoner (schwarz und magenta)
Die einzelnen Pixelfelder wurden in diesem Fall

schachbrettartig nacheinander geschaltet und dabei elektrische Felder erzeugt, die zum
selektiven Abscheiden der aufgeladenen Partikel fiihrten.

Der Versuch mit Aminosdure-Tonerpartikeln funktioniert &hnlich gut. Abbildung A4 (Mitte)
zeigt einen Fmoc-Alanin-OPfp-Toner, der auf jedem zweiten Pixel abgelagert werden konnte.
Nach Anschmelzen des Aminosduretoners bei 90 °C fiir 10 Minuten sind gleichméBige,
transparente, isolierte Reaktionsrdume entstanden (Abb. A4 rechts).”

Abb. A4 Aerosolkammer mit Druckluftanschlul (links); Mikroskopiebilder von abgeschiedenem (Mitte) und
danach angeschmolzenem AS-Toner (rechts)

Die Pixelfelder des gezeigten CMOS-Chips tragen eine diinne Aluminiumschicht, die sich ge-
nauso wie die bearbeiteten Silizium- bzw. Glasoberflichen derivatisieren und
aminoterminieren lassen: die Grundvoraussetzung fiir die Peptidsynthese aus Partikeln. Das
bereits getestete Epitopschachbrettmuster YPYDVPDYA und DYKDDDDK soll als nédchstes auf
dem Chip synthetisiert und vorerst ebenso iiber fluoreszenzmarkierte Zweitantikdrper sichtbar
gemacht werden.
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6. Materialien und Analytik

6.1 Materialien und Gerate

6.1.1 Reagenzien und Losungsmittel

Die Reagenzien zu Oberflichenmodifizierungen, Festphasensynthesen sowie Synthesen in
fliissiger Phase wurden von folgenden Unternehmen bezogen und ohne weitere Aufreinigung
eingesetzt: Sigma-Aldrich Chemie (mit den Marken Sigma, Aldrich, Fluka bzw. Riedel-de
Haén, Taufkirchen/Deutschland), Merck Biosciences (Novabiochem, Bad So-
den/Deutschland), VWR International (Darmstadt/Deutschland), Bachem (Weil am
Rhein/Deutschland)

Die voraktivierten Fmoc-L-Aminosdure-pentafluorphenylester (Fmoc-AS-OPfp) von Histidin,
Threonin und Serin wurden von Fluka (Sigma-Aldrich, Taufkirchen/Deutschland), die restli-
chen 17 der 20 proteinogenen OPfp-L-Aminosdureester von Novabiochem (Merck Bioscien-
ces, Bad Soden/Deutschland) erworben.

Fiir Cellulosemembranen wurde das Gel Blotting Papier GB002 (Dicke: 0,4 mm) von Schlei-
cher & Schiill Bioscience (Dassel/Deutschland) verwendet. Die Laserdruckerfolien aus PET
(AF4300) stammten von 3M (Neuss/Deutschland), die Glasobjekttriger (76 x 26 mm, ge-
putzt) von R. Langenbrinck (Emmendingen/Deutschland).

Alle verwendeten Losungsmittel bzw. fliissigen Reagenzien wurden ohne weitere Aufreini-
gung in der angegebenen Qualitétsstufe verwendet:

Essigsdureanhydrid (99+%), Cyclohexan (p.a.) jeweils von Acros Organics, Geel/Belgien; Pi-
peridin (99 %, Aldrich); Schwefelsdure (p.a., konz., AppliChem/Darmstadt); Dichlormethan
(analytical reagent grade, Fisher Scientific/Schwerte); Bicyclohexyl (puriss.), N,N-Diisopro-
pyldiethylamin (purum), Ethanol (p.a.), Methanol (p.a.) jeweils von Fluka; Wasserstoffper-
oxid (30%, p.a.), Chloroform (p.a.) jeweils von J. T. Baker, Deventer/Niederlande; n-Hexan
(p.a., Riedel-de Haén); N-Methylimidazol (99 %, Sigma). Das fiir Aminosédurekopplungen aus
Losung verwendete  N,N-Dimethylformamid (peptide grade, biosolve, Valkens-
waard/Niederlande) wurde {iber Molekularsieb 4 A, die Losungsmittel Benzol und Isopropa-
nol iiber Molsieb 4 A bzw. 3 A (jeweils von Carl Roth/Karlsruhe) getrocknet.

Die zur Verifizierung der Proteinresistenz eingesetzten Proteine Rinderserumalbumin (BSA,
Cohn-Fraktion V, > 96%), Fibrinogen (aus Humanplasma; gerinnungsfahiges Protein:
~ 95 %), y-Globulin (aus Humanblut, 99 %) und Lysozym (aus Hiihnereiweif3, lyophilisiert,
~ 95 %) stammten von Sigma-Aldrich/Taufkirchen).
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6.1.2 Antikdrper

Die jeweiligen Antikdrper wurden als Losungen bestellt und nach Aliquotierung bei —20 °C
unverdiinnt aufbewahrt. Kurz vor jeder Anwendung wurden diese aufgetaut und in einem be-
stimmten Verhiltnis mit Pufferlosung verdiinnt.

Name bestellt bei

anti-HA antibody, affinity isolated, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA
0.8 mg/mL, host: rabbit
anti-FLAG® M5 monoclonal antibody, purified, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA

host: mouse

anti-HA.11 monoclonal antibody, purified, Covance, Berkeley, California, USA

host: mouse

Peroxidase-konjugierter goat anti-mouse AK IgG Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
+ IgM (H+L); AffiniPure Crove, Pennsylvania, USA

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse 1gG (H+L) Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Germany
2 mg/mL

Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse 1gG (H+L) Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Germany
2 mg/mL

Alexa Fluor® 647 goat anti-rabbit IgG (H+L) Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Germany
2 mg/mL

Fiir den Antikorpernachweis mittels Chemilumineszenz wurde das SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate-Kit von Perbio Science/Bonn in Kombination mit einem Kodak
Biomax XAR Film von Sigma verwendet.

6.1.2 Gerate

Oberflachenmodifikation

Zur Erzeugung von Ozon diente ein Ozonisator LAB2B der Marke Triogen und wurde bezo-
gen von der WS Industrievertretung und Technischer Fachhandel/Bonn. Sauerstoff wurde in
der Qualititsstufe ,,medizinischer Sauerstoff* aus Druckgasflaschen benutzt.

Fiir die Graftpolymerisation unter UV-Licht verwendete man einen Quecksilber-Mitteldruck-
Strahler (150 W) von UV-Consulting Peschl/Mainz mit dem passenden Spannungsgerit TQ
150 (Heraeus Noblelight GmbH/Hanau). Emissionsspektrum des Strahlers in Abb. M1)

Die Bestrahlung der Proben geschah in einer Stickstoffatmosphére, um stérende Nebenreak-
tionen durch etwa sich bildendes Ozon zu vermeiden. Daher fanden die Bestrahlungsversuche
in einer Edelstahlwanne statt, die mit einer Quarzglasplatte zum Lichtdurchlal3 verschlossen
wurde und Gasanschliisse zum Einlafl des Schutzgases aufwies.
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Abb. M1 Emissionsspektrum des Hg-Strahlers (Quelle: Heraeus Noblelight GmbH)

Séaulen zur Proteinaufreinigung nach Markierung mit FITC

Zur Anwendung kamen NAP™-25 Einwegsiulen, die bereits mit Sephadex™ G-25 (DNA
grade) vorgepackt waren (Amersham Biosciences Europe GmbH/Freiburg). Das Sdulenmate-
rial ist ein Polydextran mit einer AusschluBgroBe von 10 kDa.

Peptidsynthese

Die Peptidepitope zur Immobilisierung an SMCC-terminierte Oberflichen wurden in der
Peptidsyntheseeinheit von Dr. Riidiger Pipkorn am DKFZ an fester Phase synthetisiert, gerei-
nigt und mittels MALDI-TOF charakterisiert.

Tonerherstellung

Zum Mahlen der Tonermatrizes verwendete man die Luftstrahlmiihle 100 AS der Firma
Hosokawa/Augsburg. Die dafiir notwendige Druckluft wurde mit der Adsorptionstrocknungs-
anlage DACZ 9 von Boge/Bielefeld und dem Kompressor EPC 440-100 von Kaeser Kom-
pressoren GmbH/Coburg bereitgestellt. Zum Sieben stand eine AS 200 digit der Firma Retsch
GmbH/Haan zur Verfligung.

Spotroboter
Zum Spotten der Cystein-terminierten Peptidepitope wurde ein BioChip Arrayer von der
Firma PerkinElmer LAS GmbH/Rodgau, vormals Packard Biochip Technologies, verwendet.

6.2 Analytik

XPS

Die XP-Spektren wurden an einem MAX-200-Spektrometer der Firma Leybold-Heraeus
GmbH/Hanau (seit 1987: Leybold AG) aufgenommen. Als nicht-monochromatische Ront-
genquelle diente eine Aluminiumanode mit einer Energie der Ka; »-Linie von 1486,6 eV. Zur
Detektion der Elektronen wurde ein Energieanalysator EA 200 verwendet. Die experimentelle
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Auflésung der Anlage betrug 0,9 eV.”! Als MeBparameter wurden folgende Werte eingestellt
(Tab. 25):

Tab. 25 Mel3parameter fur XP-Spektren

Orbital Startenergie Endenergie Schrittweite Verweilzeit Pal3energie Scanzahl
[eV] [eV] [meV] [ms] [eV]
Cils 300 275 200 100 48 15
Ols 545 525 200 40 48 20
Si2s 178 145 200 40 48 20
Si2p 115 85 200 40 48 20
Nis 410 390 200 100 48 20
Ubersicht 1000 -4,8 200 10 96 5

Zur Kontrolle von Signalintensitit und Probenposition wurde zunichst ein Ubersichtsspek-
trum gemessen. AnschlieBend wurden die Detailspektren zur qualitativen und quantitativen
Analyse aufgenommen. Aufgrund von auftretenden Aufladungseffekten wurden die Spektren
auf den Cls-Peak mit 284,6 eV kalibriert. Die Spektren wurden zudem vor einer Analyse
durch eine apparatespezifische Transmissionsfunktion normiert, da die Nachweisempfind-
lichkeit des Analysators vom jeweiligen Energiebereich abhingig ist. Die quantitative Ana-
lyse wurde mit dem Programmpaket Microcal Origin, Version 3.78 der Firma Microcal Soft-
ware, Inc. (Northhampton/USA) durchgefiihrt.

Vor einer qualitativen Analyse der MeBdaten ist es notwendig, aufgrund der inelastisch ge-
streuten Sekundirelektronen eine Untergrundkorrektur vorzunehmen. Beim sogenannten
SHIRLEY-Abzug’” wird eine Unstetigkeit an der Stelle des Peakmaximums beriicksichtigt, in-
dem der inelastische Untergrund einer heavyside-Stufenfunktion folgt und proportional zur
Peakintensitét ist. Dazu werden dhnlich einem linearen Untergrundabzug links und rechts des
Signals Fixpunkte festgelegt und das Gesamtintegral so berechnet, da3 die Halbintegrale links
und rechts der Unstetigkeit gleich grof3 sind.

Zur Bestimmung von Stochiometrieverhiltnissen Na/Ng zwischen detektierten Elementen A
und B wurde das statistische Modell angewendet:

o und lg: Intensititen der Elementsignale
oa und og: elementspezifische Wirkungsquerschnitte

Xa und Ag: Abschwichungslingen [A] eines Photoelektrons bei der Energie Ex bzw. Eg

Die Intensitéten Ix wurden durch Anpassung von Voigt-Profilen an die jeweiligen Signale und
durch Integration der Einzelpeaks erhalten. Wirkungsquerschnitte ox (normiert auf Geis = 1)

und Abschwichungslidngen Ax wurden der Literatur entnommen’ und lauten wie folgt (Tab.
26):
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Tab. 26 Verwendete Wirkungsquerschnitte ox und Abschwachungslangen ix

Orbital o [W.E.] A[A]
Cls 1,00 24,0
Ols 3,08 20,3
Nis 1,84 215
Si2p 082 352

FT-IRRAS (Fourier-transformierte Infrarot-Reflexions-Absorptionsspektroskopie)
IRRA-Spektren wurden mit einem Spektrometer von Bio-Rad Laboratories/Miinchen, Modell
FTS 175c, aufgenommen. Das Gerét wird mit getrockneter Luft gespiilt und ist ausgestattet
mit einem Fliissigstickstoff-gekiihlten Hg-Cd-Te-Detektor (MCT-Detektor). Die Spektren
wurden nach ca. 1500 Scans mit einer Auflésung von 4 cm™ aufgenommen.

Ellipsometrie

Zur Bestimmung der Dicke des Graftpolymerfilms auf Siliziumoberflichen diente ein El-
lipsometer, Typ M-44, von J. A. Woollam Co. Inc. (Lincoln/Nebraska). Alle Messungen wur-
den bei einem eingestellten Winkel von 75° durchgefiihrt. Die Filmdicke wurde unter Ver-
wendung der Software WVase32™ und des CAUCHY *-Modells bestimmt.

Kontaktwinkel

Die Kontaktwinkel wurden mit einem Goniometer G1 von der Firma Kriiss GmbH/Hamburg
unter Verwendung der Methode des liegenden Tropfens (,,sessile drop method) bestimmt.
Nach dem Anlegen einer Tangente an den Fliissigkeitstropfen wird die Tangente zum
Mittelpunkt parallel verschoben und der entsprechende Winkel von der Skala abgelesen. Die
Messung erfolgte dabei dynamisch durch Aufnahme der Vorriickwinkel unter stetiger
Dosierung des Wassertropfens mit einer Kaniile. Es wurden je Probe sechs Werte bestimmt
und daraus der Mittelwert gebildet.

Massenspektrometrie

Zur Massenbestimmung der synthetisierten Peptide auf modifizierten Glasoberfldchen wurde
ein MALDI-Flugzeitmassenspektrometer des Typs Reflex 1l (Bruker-Daltonik/Bremen)
benutzt. Das Gerdt war mit einer SCOUT-Ionenquelle, einem 337 nm Stickstoff-Laser und
einem lonenreflektor ausgestattet und verfligte liber eine verzogerte lonenextraktion (delayed
extraction).

Die Analysen der synthetisierten Ladungskontrollreagenzien wurden in der Massenspektro-
metrie-Abteilung des Organisch-Chemischen Instituts der Universitidt Heidelberg durchge-
fithrt. Zum Einsatz kam dabei ein Finnigan TSQ-700 von Thermo Electron/Bremen.

NMR

Die NMR-Spektren wurden mit einem DRX-301-Spektrometer von Bruker BioSpin
GmbH/Rheinstetten bei 300 MHz (‘H) bzw. 75 MHz (**C) aufgenommen. Als Referenz
dienten die Restprotonen des verwendeten deuterierten Losungsmittels. Die chemischen
Verschiebungen d sind alle in [ppm], die H,H-Kopplungskonstanten J in [Hz] angegeben.
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Verwendete Abkiirzungen: s (Singulett), br-s (breites Singulett), d (Dublett), dd
(Doppeldublett), t (Triplett), m (Multiplett).

IR-Spektroskopie

Die IR-Spektren der Reinsubstanzen wurden als KBr-Prefling an einem FT-IR-Spektrometer
IFS-66 von Bruker aufgenommen. Die Lage der Banden wird in Wellenzahlen v in [cm™'] an-
gegeben. Bandenintensititen werden wie folgt abgekiirzt: s (stark), m (mittel), w (schwach),
br (breit).

UV-Spektroskopie

Fiir UV-spektroskopische Untersuchungen wurden die chemikalienbestdndigen UV-Einmal-
kiivetten aus Kunststoff (220 bis 900 nm) von neoLab/Heidelberg mit einem SmartSpec Plus
Spektrophotometer von Bio-Rad Laboratories/Miinchen benutzt.

Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Aufnahme der adsorbierten, FITC-markierten Proteine auf Glastragern kam eine Pix-
Cell Il LCM System von Arcturus/Mountain View, USA an einem Olympus M081 Mikroskop
zum Einsatz. Verwendet wurde das Objektiv mit einer 4-fachen VergroBerung. Die Bilder
wurden mit einer Hitachi-Digitalkamera aufgenommen und 50-fach nachvergroBert.

Fluoreszenzscanner

Die mit farbstoffmarkierten Antikdrpern versehenen Glasobjekttriger wurden mit einem
GenePix"” 4000B Fluoreszenzscanner bei einer Laseranregung mit 632 nm (rot) bzw. 532 nm
(griin) ausgelesen - zur Darstellung der Bilder diente die Software GenePix® Pro (beides von
Axon Instruments bzw. Molecular Devices/Union City, USA).

Partikelgrolien-MelRgerat
Zur Bestimmung der GroBenverteilung der Mikropartikel kam ein Mastersizer 2000 der
Firma Malvern Instruments GmbH/Herrenberg zum Einsatz.

DSC (Differential Scanning Calorimetry)

Zur Bestimmung der Phasen- bzw. Glasiibergangstemperaturen wiahrend des Schmelzprozes-
ses der Aminosiure-Tonerpartikel wurde ein DSC 204 F1 Phoenix® von der Firma Netzsch
Geratebau GmbH/Selb verwendet.

Q/m-Meter
Mit dem Modell 210HS-2B Q/m Analyzer der Firma TREK Inc./Medina, USA wurden die
Ladungs-Masse-Verhiéltnisse der Tonermischungen in der ,,draw-off**-Methode bestimmt.
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7. Durchfihrung

7.1 Oberflachenmodifikationen

7.1.1 Modifizierung von Cellulosemembranen®

Die Cellulose im Format 21 x 29 cm wird in ca. 30 mL DMF fiir 10 Minuten in einer Instru-
mentenschale aus Melamin vorinkubiert. Nach Entfernen des Losungsmittels wird die noch
feuchte Membran in folgende Losung fiir drei Stunden eingelegt: 1,25 g Fmoc-B-Alanin
(4,0 mmol), 748 puL DIC (4,8 mmol) und 632 pL. NMI (8,0 mmol). Das Gefdl3 bleibt dabei
verschlossen. AnschlieBend wird die Losung dekantiert und die Membran dreimal mit je
50 mL DMF fiir jeweils flinf Minuten gewaschen. An dieser Stelle ist es moglich, Proben zu
entnehmen, um spater den Derivatisierungsgrad zu bestimmen (siche 7.1.1.1). Man versetzt
die Cellulose mit 50 mL einer 20 %igen Losung von Piperidin in DMF fiir 20 Minuten. Die
Membran wird dann nacheinander mit DMF (5 x 50 mL, 5 min) und MeOH (3 x 50 mL,
5 min) gewaschen. Nach Trocknung an der Luft ist die derivatisierte Cellulose einsatzbereit.
Fiir eine lingere Lagerung kann sie lichtgeschiitzt und luftdicht verpackt bei 0 °C mehrere
Monate gelagert werden.

7.1.1.1 Bestimmung des Derivatisierungsgrades

Nach erfolgter Ankopplung von Fmoc-§3-Alanin und Waschen mit DMF werden aus der ge-
trockneten Cellulosemembran Spots definierter Grofle herausgestanzt. Der mittlere Flachen-
inhalt der Membranspots betrigt dabei (0,23 + 0,02) cm®”. Die Membranproben werden mit je
1 mL 20 %igem Piperidin in DMF versetzt, 20 Minuten geschiittelt und die erhaltenen Losun-
gen gegen die Stammlosung bei A = 301 nm UV-spektroskopisch vermessen. Aus der
gemessenen Extinktion E, der konstanten Schichtdicke d = 1 c¢cm und dem molaren
Extinktionskoeffizienten & = 5129°° L/mol errechnet sich der Derivatisierungsgrad DG nach””’:

E -V[mL]-1000
g-Alem’]

DG [umol/cmz] =

€: Extinktionskoeffizient [L/mol]

E: Extinktion bei A =301 nm

V: Volumen [mL] der Abspaltlsung

A: Flicheninhalt des Cellulosespots [cm’]
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7.1.2 Modifizierung von Laserdruckerfolien aus Polyethylenterephthalat (PET)

7.1.2.1 Peroxidierung mit Wasserstoffperoxid und UV-Licht

Die Folien werden in Stiicke zu je 2 x 1 cm geteilt und die obere rechte Ecke entfernt, um die
Oberseite der Folie zu markieren. Sie werden nacheinander zweimal mit DMF und einmal mit
Wasser gespiilt und im Luftstrom getrocknet. Um wéhrend der Bestrahlung den Auftrieb der
Folienstiicke durch Bldschenbildung zu verhindern, werden die Folien mit der Unterseite an
den Boden einer Glasschale geklebt (Klebestift). Es wird soviel 30%ige Wasserstoffperoxid-
Losung zugegeben, bis der Fliissigkeitspegel iiber der Folie ungefahr 1 cm betrigt. Die UV-
Lampe wird im Abstand von 10 cm zu den Folien positioniert und fiir eine bestimmte Zeit
eingeschaltet. Die Losung erwarmt sich dabei auf ca. 45 °C und es bilden sich vermehrt kleine
Luftblaschen. Eventuell vom Boden abgeloste Folien farben sich dabei stirker gelb. Die be-
strahlten Proben werden vom Boden gelost, nacheinander je zweimal mit DMF und H,O ge-
waschen, um restlichen Klebstoff zu entfernen und im Hochvakuum {iber Nacht getrocknet.

7.1.2.2 UV-induzierte Graftpolymerisation

Die getrockneten und peroxidierten PET-Folien werden mit der derivatisierten Seite nach
oben in eine Losung von 5 v% PEGMAs und 2 mM Mohrsches Salz
((NHy)2Fe(SOs4), - 6 HO) in destilliertem Wasser in einer Quarzglasschale eingelegt. Stick-
stoff wird mit Hilfe einer diinnen Glaskapillare durch die Losung hindurch fiir ca. 30 Sekun-
den eingeleitet und in die Schale anschlieBend mit einem Quarzglasdeckel und Parafilm ver-
schlossen. Im Abstand von 10 cm zu den Folien wird die UV-Lampe fiir eine bestimmte Zeit
eingeschaltet. Die Folien bleiben wéhrend der gesamten Bestrahlung auf dem Schalenboden
liegen. In der Losung bilden sich gelbfarbene, niederschlagartige Schlieren aus. Die Folien
werden griindlich mit Wasser gespiilt und in 70 °C heilem Wasser fiir 48 Stunden geriihrt.
Nach Abspiilen mit Wasser werden die Proben im Hochvakuum iiber Nacht getrocknet. Nach
dieser Prozedur weisen die beschichteten PET-Folien im Vergleich zum Ausgangsmaterial
eine geringere mechanische Stabilitét auf und besitzen eine schwach gelbe Farbung.

7.1.2.3 Einfuhrung der Aminoterminierung mit Fmoc-#Alanin

Die PEG-gegrafteten Folien werden fiir 10 Minuten in DMF gelegt. Man mischt unter Riihren
1,56 g Fmoc-B-Alanin (0,1 M) und 929 pL DIC (0,12 M) in 50 mL trockenem DMF und 1463t
5 Minuten stehen. Das DMF wird von den Folien mit Stickstoff abgepustet. Zur angesetzten
Losung werden nun 793 uL NMI (0,24 M) zugetropft und die erhaltene Mischung zu den Fo-
lien gegeben. Man 1a6t drei Stunden stehen. Die Losung wird abgetrennt und die Folien wer-
den mit DMF gewaschen (5 x 3 min). AnschlieBend gibt man eine Losung von 20 % Piperi-
din in DMF zu, inkubiert 20 Minuten und wéscht anschlieBend nacheinander mit DMF (5 x
5 min) und MeOH (2 x 3 min). Die Folien werden an Luft getrocknet.



96

7.1.2.4 Aufdrucken des Aminosauretoners

Die derivatisierte Folie wird mittels Klebestift auf ein herkommliches Blatt Papier der GrofB3e
DIN A4 geklebt und im Laserdrucker mit einem Fmoc-L-Asparaginsdure-OP{p-Toner
bedruckt. Man 148t eine Stunde reagieren und wischt anschliefend in DMF (5 x 5 min).
Danach gibt man eine Losung von 20 % Piperidin in DMF zu, inkubiert 20 Minuten und
wischt anschlieBend nacheinander mit DMF (5 x 5 min) und MeOH (2 x 3 min). Die freien
Aminogruppen werden mit einer 0,01 %igen Ldsung von Bromphenolblau in MeOH
innerhalb von 15 Minuten angefarbt. Man spiilt einmal mit MeOH nach und trocknet an der
Luft.

7.1.3 Modifizierung von Glasobjekttragern

7.1.3.1 Silanisierung

Glasobjekttrager werden fiir eine Stunde in 200 mL frisch zubereitete CAROsche Siure
(H2SO4 / H,0O, (30 %), 70/30) gegeben, anschliefend griindlich unter flieBendem Wasser ab-
gesplilt und im Trockenofen fiir 30 Minuten bei 100 °C getrocknet. Man achtet darauf, daf3
samtliche Wassereste entfernt sind und 148t die Tréger abkiihlen. Man mischt 45,9 pL 7-Oc-
tenyltrichlorosilan (7-TCS; 0,2 mmol) oder 78,8 uL Octadecyltrichlorosilan (18-TCS;
0,2 mmol) mit je 200 mL Cyclohexan und gibt die Triager dazu. Das Gefdll wird verschlossen
und {iber Nacht luftdicht stehen gelassen. Man spiilt die Silanlosung mehrfach mit n-Hexan
von den Glastrigern und wéscht mit Wasser nach. Danach werden die Trager in Chloroform
(2 x 200 mL, 15 min) gewaschen und an der Luft getrocknet. Zur lingerfristigen Lagerung
bewahrt man die Trager unter Stickstoff lichtgeschiitzt auf.

7.1.3.2 Ozonisierung

Die Oberseiten der silanisierten Glasobjekttriger werden durch Anritzen der oberen rechten
Ecke markiert. Die Triager werden mit der Oberseite nach oben dicht nebeneinander auf eine
Unterlage aus Glas oder Polypropylen gelegt und in eine Edelstahlwanne (45 x 30 x 9 cm) mit
Gasanschliissen und Silikonschlduchen gegeben. Die Wanne wird luftdicht verschlossen. Die
Durchfluflirate an medizinischem Sauerstoff durch den Ozonisator bzw. die gesamte Apparatur
wird auf 1 L/min eingestellt. Aus der Apparatur austretendes Ozon wird iiber den zweiten
Schlauch an der Edelstahlwanne in den Abzug geleitet. Der Ozonisator wird bei maximaler
Leistung (Stufe 11) fiir 30 Minuten eingeschaltet. Danach 146t man fiir ca. eine Minute Sauer-
stoff durch die Apparatur leiten und flutet anschlieBend die Edelstahlwanne mit Stickstoff (ca.
3 Minuten). Die Triager werden herausgenommen und sofort fiir den nichsten Derivatisie-
rungsschritt (7.1.3.3) weiterverwendet.

7.1.3.3 UV-induzierte Graftpolymerisation

Man 16st 149 mg Ammoniumeisen(Il)-sulfat Hexahydrat ((NH4),Fe(SOs), - 6 H,O; 0,4 mmol)
in 190 mL Wasser und gibt unter Riihren 10 mL Poly(ethylenglycol)methacrylat (PEGMAs5;
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~ 30 mmol®) hinzu. Diese Losung wird solange unter Riihren abwechselnd evakuiert und mit
Stickstoff beliiftet, bis keine signifikante Gasentwicklung mehr festzustellen ist. Die frisch
ozonisierten Glasobjekttrager werden in einer Schale (20 x 11,5 x 2,6 cm) aus Polypropylen
eng mit der Oberseite nach oben angeordnet. Man gibt die wiBrige Losung zu, wobei eine
Blasenbildung zu vermeiden ist. Die Plastikschale wird in die Edelstahlwanne gesetzt und
letztere mit einer Quarzglasplatte luftdicht verschlossen. Innerhalb der néchsten fiinf Minuten
wird die Wanne mit Stickstoff geflutet und die UV-Lampe mittig in einem Abstand von
10 cm zur Glasoberfldche positioniert. Die Bestrahlungsdauer betrdagt 60 Minuten. Wahrend
der Bestrahlung herrscht ein geringer Stickstoffiiberdruck in der Wanne. Nach dem Ende der
Prozedur werden die gegrafteten Triger griindlich mit Wasser abgespiilt und fiir zwei Stunden
in 80 °C heilem Wasser geriihrt. Danach 146t man sie iiber Nacht in DMF riihren, spiilt das
DMF mit MeOH ab und trocknet die Trager im Luftstrom. Sie werden im Kiihlschrank bei
0 °C unter Stickstoff lichtgeschiitzt gelagert.

7.1.3.4 Einfuhrung der Aminoterminierung mit Fmoc-NH-(CH,),-COOH-Derivaten

Die PEG-gegrafteten Gldser werden in DMF fiir ca. 10 Minuten vorgequollen. Man mischt
unter Riihren in trockenem DMF die Fmoc-geschiitzte Aminoalkansdure (0,1 M) und DCC
(0,12 M) und 14Bt 5 Minuten stehen. Das DMF 1dft man von den Glastrdgern vorsichtig
ablaufen. Zur angesetzten Losung wird nun NMI in einer entsprechenden Endkonzentration
von 0,24 M zugetropft und die erhaltene Mischung auf die Objekttrigeroberseite aufgegeben
(ca. 1 mL pro Objekttrager). Je nach gewiinschter Aminogruppendichte 146t man die Trager
mit der iiberstehenden Losung eine bestimmte Zeit luftgeschiitzt stehen. Man saugt die iiber-
stehende Losung ab und wischt mit DMF (5 x 3 min). Die Trager werden anschlieend in
eine Losung von 70 % DMEF, 20 % N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 10 % Essigséu-
reanhydrid liber Nacht eingelegt. Die Losung wird entfernt und man wéscht die Tréger fiinf-
mal je drei Minuten mit DMF. Die einzelnen Objekttrager werden nun mit je 1 mL 20 %igem
Piperidin in DMF versetzt, 20 Minuten inkubiert und die erhaltene Losung gegen die
Stammlosung bei A = 301 nm UV-spektroskopisch vermessen. Der mittlere Fldcheninhalt der
verwendeten Triger betrigt 19,76 cm”. Aus der Extinktion E (d = lcm) und dem molaren
Extinktionskoeffizienten & = 5129 M™" errechnet sich der Derivatisierungsgrad DG nach:

DG [nmol/cmz] = M
€-19,76 cm

Die Triger werden anschlieBend nacheinander mit DMF (3 x 50 mL, 5 min) und MeOH (2 x
50 mL, 3 min) gewaschen. Nach Trocknung im Luftstrom sind die derivatisierten Objekttra-
ger einsatzbereit. Fiir eine ldngere Lagerung kdnnen sie lichtgeschiitzt und unter Stickstoff bei
0 °C mehrere Monate aufbewahrt werden.

° M(PEGMAG) ~ 360 g/mol laut Hersteller
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7.2 Proteinresistenz-Tests

7.2.1 Markierung von Proteinen und Antikorpern mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)*®

Je 20 mg der entsprechenden Proteine bzw. Antikorper werden in 2 mL Carbonatpuffer
(pH 9,0) geldst. Die Konzentration an FITC in getrocknetem DMSO betrigt ebenfalls
10 mg/mL. Das Volumen an eingesetzter FITC-Losung berechnet sich wie folgt:

mProtein [mg] : 071 N

Vire[mL] = R-M

FITC
Protein

m: Masse

M: molare Masse [g/mol]

R bezeichnet das gewlinschte Reaktionsverhiltnis zwischen FITC und Protein bzw. Antikor-
per. Mit R =10 und Mgpc = 389,4 g/mol ergeben sich folgende Ansitze:

Substanz M [g/mol] Vgt [pL]

BSA 06.430 117
v-Globulin | 157.500 49
Lysozym 14.307 544
Fibrinogen | 340.000 23

Das berechnete Volumen an FITC-Losung wird zu der Protein- bzw. Antikorperldsung gege-
ben und fiir 90 Minuten unter Lichtausschluf3 leicht geschiittelt. Im Falle von Lysozym ver-
wendete man eine DMF-FITC-Losung, da es bei der Zugabe von DMSO-FITC zu einer Aus-
flockung kam. In der Zwischenzeit werden die Sephadex® G-25-gepackten Sdulen mit je
25 mL PBS-Puffer dquilibriert. Jeweils 2 mL der Reaktionslosung werden pro Sdule aufgetra-
gen und getrennt. Die erste gelbe Fraktion ist das entsprechende FITC-markierte Produkt, das
aufgefangen und vor LichteinfluB3 geschiitzt wird. Von den einzelnen Losungen werden UV-
spektroskopisch zwei Extinktionswerte E bei A; = 280 nm und A, = 492 nm gegen PBS-Puffer
bestimmt, um Proteingehalt P und Markierungsgrad MG zu berechnen. Dabei miissen die Lo-
sungen gegebenenfalls vorher mit PBS-Puffer verdiinnt werden.

Ezso -0,3- E492
1,4

P [mg/mL] =

P: Proteingehalt der Losung [mg/mL]
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mol Peye  P-68000

Protein

MG|: mOIFlTC :| — E492 ‘M Protein __ E492 ‘M Protein

MG: Markierungsgrad [molgrc/molp;oein]

Aus den gemessenen Werten erhielt man folgende Durchschnittsangaben:

Substanz \P [mg/mL]\ MG [moIF.Tc/moIprotem]\

BSA 1,91 3,21
v-Globulin 4,04 2,83
Lysozym 2,11 1,27
Fibrinogen 1,95 491

7.2.2 Fluoreszenzmikroskopie adsorbierter FITC-Proteine auf Glasoberflachen

Die jeweiligen, unterschiedlich modifizierten Glasobjekttrager (PEG-OH-gegraftet und PEG-
NHe-acetyliert) und zum Vergleich eine unbehandelte Probe werden fiir 15 Minuten in PBS-
Puffer rehydratisiert. Nach Entfernen der Pufferlésung werden die Triger mit je ca. 1 mL
FITC-markierter Protein- bzw. Antikdrperlosung in PBS iiberschichtet und fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur unter Lichtausschluf3 inkubiert. Die Proteinldsungen sollten einen Gehalt
P von ungefdhr 2 mg/mL aufweisen und miissen gegebenenfalls mit PBS-Puffer verdiinnt
werden. Nach Ablauf der Zeit wird die Proteinlosung sukzessive gegen PBS-Puffer ausge-
tauscht, ohne daf3 die Objekttrager aus der Losung genommen werden. Man 1a8t die Triger
noch 10 Minuten in PBS-Puffer liegen, spiilt mit destilliertem Wasser nach und trocknet sie
im Luftstrom. Die Trager werden unter Stickstoff und Lichtausschluf} bei 0 °C aufbewahrt.

7.2.3 XP-Spektroskopie adsorbierter Proteine auf Glasoberflachen

Die zu untersuchenden Objekttriger werden fiir 15 Minuten in PBS-Puffer rehydratisiert. In
der Zwischenzeit werden Losungen von je 20 mg Protein bzw. Antikdrper in 10 mL PBS an-
gesetzt. Nach Entfernen der Pufferlosung werden pro Objekttriager in einer Petrischale 10 mL
Proteinlosung zugegeben und unter leichtem Schiitteln fiir eine Stunde inkubiert. Zur PBS-
Protein-Losung wird anschlieBend so viel PBS-Pufferlésung zugegeben bis die Petrischale
tiberlduft. So ist sichergestellt, dal der betreffende Trager nicht austrocknen kann. Man
schiittelt anschlieBend leicht fiir drei Minuten. Diese Prozedur wird dreimal wiederholt. Man
146t die Trager noch zehn Minuten in PBS-Puffer liegen, spiilt mit destilliertem Wasser nach
und trocknet sie im Luftstrom. Die Triager werden unter Stickstoff und Lichtausschluf3 bei
0 °C bis zur Messung am XP-Spektrometer autbewahrt.
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7.3 Antikorperbindungsstudien

7.3.1 Kovalente Anbindung von Peptiden an NH,-funktionalisierte Glastrager

7.3.1.1 Einfuhrung des bifunktionellen Linkers Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)
cyclohexan-1-carbonsaure, SMCC

Die NH,-funktionalisierten Tréger (Angaben fiir ca. 5 Stiick) werden fiir 15 Minuten in DMF
vorgequollen. Nach Entfernen des DMF wird je 1 mL folgender Losung pro Tréger aufgetra-
gen: 3,4 mg/mL SMCC in trockenem DMF (10 mM). Man 14t {iber Nacht inkubieren, wischt
anschlieBend viermal je 3 Minuten mit DMF und trocknet die Triager im Luftstrom.

7.3.1.2 Kopplung der Cystein-terminierten Peptide an SMCC-Oberflachen

Von den entsprechenden Peptiden werden Stammldsungen von 1000 pM in Natriumphos-
phatpuffer (pH 7,0) und eine Konzentrationsreihe angesetzt. Die SMCC-modifizierten Glas-
triger werden fiir 10 Minuten in Phosphatpuffer eingelegt und getrocknet. Die gepufferten
Peptidlosungen werden entweder zu je 1 uL mit einer Pipette oder zu je 1 nL mit einem Spot-
roboter auf den Triager aufgespottet und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer Petri-
schale mit angefeuchtetem Filterpapier als Unterlage inkubiert. Man gibt nun zu den Trigern
eine Losung von 218 pL 2-Mercaptoethanol in 50 mL Phosphatpuffer (50 mM) und schiittelt
fiir 30 Minuten. Danach wischt man mit Phosphatpuffer (3 x 50 mL, 5 min), Wasser (1 x
50 mL, 1 min), Ethanol (2 x 50 mL, 3 min) und trocknet im Luftstrom.

7.3.2 Inkubation mit spezifischem bzw. sekundarem, POD-markiertem Antikorper

Die Trager mit den kovalent gekoppelten Peptiden werden zundchst im Waschpuffer (TBS,
pH 7,4 mit 0,1 v% Tween"20) fiir 15 Minuten vorinkubiert. Die spezifischen Antikorper wer-
den mit TBS/Tween-Puffer 1:1000 verdiinnt. Die Pufferlosung wird von den Trégern entfernt
und je 1 mL Antikdrperlosung pro Objekttriager aufgetropft. Man 146t die Trager entweder fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur oder fiir 16 Stunden bei 4 °C inkubieren. Um ein Austrock-
nen der Oberflichen zu vermeiden, verwendet man in den Petrischalen als Unterlage ein mit
TBS-Puffer angefeuchtetes Filterpapier. Die Antikdrperlosung wird abgesaugt und die Trager
werden zum Waschen einzeln in 50 mL-Falcon Tubes gegeben. Man wischt griindlich unter
Schiitteln mit TBS/Tween (6 x 30 mL, 5 min). Die gewaschenen Triger werden zum Schutz
vor einem Austrocknen in TBS-Puffer gelassen. Der Peroxidase-markierte Zweitantikdrper
wird in der Zwischenzeit mit TBS/Tween-Puffer 1:4000 verdiinnt und man entfernt die Puf-
ferlosung von den Trigern. Auf die noch feuchten Glastrager gibt man jeweils 1 mL der
Zweitantikorperlosung und inkubiert unter denselben Bedingungen (16 h bei 4 °C oder
1 Stunde bei Raumtemperatur). Die Antikdrperlosung wird abgesaugt und die Trager werden
ebenfalls zum Waschen einzeln auf 50 mL-Falcon Tubes verteilt. Man wischt griindlich unter
Schiitteln mit TBS/Tween (6 x 30 mL, 5 min).
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7.3.3 Nachweis des Sekundarantikorpers mittels Chemilumineszenz

Die noch feuchten, mit dem Zweitantikérper versehenen Triger werden in einer Entwickler-
kassette zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt und so vor Austrocknung geschiitzt. Man
mischt 250 pL der Luminollésung (,,Enhanced Luminol Reagent) und 250 pL der Peroxidlo-
sung (,,Oxidizing Reagent*) des ECL-Kits. Pro Trager werden ca. 3-4 Tropfen dieser Mi-
schung aufgetragen. Man legt die Klarsichtfolie wieder iiber die Trager und verteilt somit die
Losung gleichmifBig. In der Dunkelkammer wird der lichtempfindliche Film zurechtge-
schnitten, fiir eine Sekunde kurz auf die Triager gedriickt und in der Entwicklermaschine ent-
wickelt. Sollte die Belichtungszeit zu kurz gewesen sein, wiederholt man den Vorgang
schrittweise bei lingeren Expositionen.

7.3.4 Nachweis des Sekundarantikoérpers mittels Fluoreszenz

Die unter 7.3.2 mit dem spezifischen Antikorper versehenen Glastrdger werden nach dem
Waschen mit TBS/Tween mit farbstoffmarkierten Zweitantikorpern in einer Verdiinnung von
1:1000 in TBS/Tween versetzt (1 mL pro Trager) und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in
einer Feuchtekammer inkubiert. Die Antikorperlosung wird abgesaugt und die Trager werden
zum Waschen einzeln auf 50 mL-Falcon Tubes verteilt. Man wéscht griindlich unter Schiitteln
mit TBS/Tween (6 x 30 mL, 5 min) und spiilt zum Schlufl mit dest. Wasser die Pufferlosung
ab. Die Trager werden im Luftstrom getrocknet und bis zur Analyse mit dem Fluoreszenz-
scanner unter Stickstoff und Lichtausschluf3 bei 0 °C aufbewabhrt.

7.3.5 Entfernen der gebundenen Antikdrper

Die Trager mit den gebundenen Antikdrpern werden zweimal fiir je 15 Minuten in der Losung
1 (120,13 g Harnstoff, 2,50 g Natriumdodecylsulfat in 200 mL Wasser) und anschliefend
zweimal fiir je 15 Minuten in der Losung 2 (160 mL Wasser, 200 mL Ethanol, 40 mL
Essigsdure) geschiittelt. Die Trager werden danach zweimal je fiinf Minuten in TBS-Puffer
gewaschen, mit dest. Wasser gespiilt und im Luftstrom getrocknet.

7.4 Peptidsynthesen an fester Phase

7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Peptidsynthesen aus Losung

7.4.1.1 Spotsynthese auf derivatisierter Cellulose

Die zur Synthese notwendigen OPfp-Ester der Fmoc-geschiitzten L-Aminosduren werden in
einer Konzentration von 0,3 M in trockenem DMF frisch aufgeldst. Das gewiinschte Peptid
wird vom C-Terminus her aufgebaut, d.h. man beginnt bei einer Sequenz wie zum Beispiel:
H,N-AS-AS,-AS;3-AS4-ASs- mit der Aminosdure Nr. 5. ® Man pipettiert je nach ge-
wiinschter Spotgrofle ca. 1 bis 10 uL der DMF-Losung auf die aminoterminierte Cellulose
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(ca. 5 x 5 cm) und 14Bt diese fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einem verschlossenen
Gefal3 ruhen. @ Man wischt die Cellulose anschlieBend nacheinander unter leichtem Schiit-
teln fiir 1, 2 und 5 Minuten mit je 25 mL einer 5 %igen Losung von Essigsdureanhydrid in
DMF und danach mit DMF (5 x 25 mL, 3 min). ® Zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe gibt
man die Cellulose in 25 mL 20 %iger Piperidinlosung in DMF und wéascht wiederum mit
DMF nach (5 x 25 mL, 3 min). @ Reste von DMF werden durch zweimaliges Waschen in je
25 mL MeOH fiir 3 Minuten entfernt und die Cellulose an der Luft getrocknet. Der erste
Kopplungszyklus ist damit beendet und man wiederholt die Schritte ® bis @, bis die letzte
Aminosédure gekoppelt hat und damit die Peptidsequenz aufgebaut ist.

Nun 148t man die Cellulose fiir ca. 10 Minuten in DCM schiitteln und gibt sie anschlieend
fiir eine Stunde in ein verschlieBbares Polypropylen-Gefill zusammen mit einer Losung von
91 % TFA, 4 % DCM, 3 % Triisobutylsilan in Wasser. Man wischt nacheinander mit jeweils
25 mL DCM (4 x 3 min), DMF (3 x 3 min) und MeOH (2 x 3 min) und trocknet die Cellulo-
semembranen im Luftstrom.

7.4.1.2 Manuelle Peptidsynthesen aus Losung am RINK-Amid-Linker auf Glasern

Die Anbindung des Rink-Amid-Linkers (4'-{(R,S)-a-[1-(9-Fluorenyl)methoxycarbonyl-
amino]-2,4-dimethoxybenzyl}-phenoxyessigsdure) ist identisch mit 7.4.2.3. Zur Synthese
verwendet man 0,3 molare Losungen von Fmoc-L-Aminosdure-Pentafluorphenylestern in
trockenem DMF. Die Triger werden 5 bzw. 10 Minuten vorher in DMF gequollen. Pro hal-
bem Objekttrager werden ungefdahr 0,5 mL AS-Ldsung verwendet. Die Kopplungszeit bei
Raumtemperatur betrdgt eine Stunde. Die Waschprozedur entspricht ebenfalls Punkt 7.4.2.3;
das Waschen mit DCM entfillt allerdings.

7.4.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift fir Peptidsynthesen mit Aminoséuretonern

7.4.2.1 Testausdrucke auf derivatisierter Cellulosemembran

Ein ca. 10 x 5 cm groBles Stiick NH,-terminierter Cellulosemembran wird mit Klebestift auf
ein DINA4-Blatt an die Stelle geklebt, auf der das Druckmuster erscheinen soll. Die Toner-
kartusche des Laserdruckers wird mit Aminosduretoner befiillt und wieder in den Drucker
eingesetzt. Das Blatt mit der Membran wird iiber den Einzelblatteinzug mit dem gewiinschten
Muster bedruckt und die Membran anschlieBend vorsichtig entfernt. Man legt die bedruckte
Membran zwischen zwei Blatt normales Papier und erhitzt die Membran zum Koppeln der
Aminosédure von unten mit einer regelbaren, vorgeheizten Heizplatte und von oben mit einem
Biigeleisen auf ca. 100 °C fiir 10 Minuten. Man wischt die Tonerriickstinde mit DMF von
der Membran (3 x 20 mL, 3 min) und inkubiert anschliefend die Membran in einer Losung
von 5 mL Essigsdureanhydrid, 10 mL DIPEA in 35 mL DMF fiir 20 Minuten. Man wéscht
mit DMF (5 x 20 mL, 3 min) und legt danach die Membran in eine Losung von 20 % Piperi-
din in DMF fiir 20 Minuten. Die Cellulose wird nacheinander mit DMF (5 x 20 mL, 3 min)
und MeOH (5 x 20 mL, 3 min) gewaschen und mit 0,01 % BPB in MeOH fiir ca. 15 Minuten
angefarbt. Man wischt einmal mit MeOH nach (20 mL, 3 min) und trocknet die Membran an
Luft.
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7.4.2.2 Peptidsynthesen mit Aminosauretonern auf NH,-terminiertem Glas

Das gewiinschte Druckmuster aus Aminosduretoner wurde zunichst auf eine PET-Folie
(Laserdruckerfolie) gedruckt und anschlieBend exakt auf einem derivatisierten
Glasobjekttrager ausgerichtet. Als Schablone diente dazu ein Winkel aus Kunststoff. Die mit
Klebeband fixierte Folie wurde zusammen mit dem Glas auf einen Geltrockner gelegt und
unter Vakuum bei 90 °C fiir 90 Minuten erhitzt. AnschlieBend werden die Trager wie in Punkt
7.4.1.1 gewaschen, entschiitzt und getrocknet.

7.4.2.3 Manuelle Peptidsynthesen mit Aminoséauretonern am RINK-Amid-Linker auf
Glasern

Cre)

o)
H4CO HN/go

H3CO” ‘ ‘ ~0” >COOH
D1

Die PEG-OH-gegrafteten Glasobjekttriger werden fiir 10 Minuten in DMF vorgequollen.
Zwischenzeitlich 16st man 1,08 g (2 mmol) 4'-{(R,S)-a-[1-(9-Fluorenyl)methoxycarbonyl-
amino]-2,4-dimethoxybenzyl } -phenoxyessigsdure (,,Rink-Amid-Linker) D1 und 496 mg
(2,4 mmol) DCC in 20 mL trockenem DMF. Nach fiinf Minuten Riihren gibt man 318 pL
NMI (4 mmol) dazu. Das DMF wird von den Tragern abgesaugt und die Linkerlosung aufge-
tropft (1 mL pro Tréger). Man inkubiert fiir 1, 2 und 3 Stunden, wischt die Trager anschlie-
Bend dreimal mit DMF (5 x 1 min), tropft 1 mL einer Losung von 20 % Piperidin in DMF je
Trager auf und miBt nach 20 Minuten die Extinktion bei 301 nm. Die Triger werden nachein-
ander mit DMF (3 x 1 min) und MeOH (2 x 1 min) gewaschen und im Luftstrom getrocknet.
Fiir die Peptidsynthese werden die Rink-modifizierten Gldser halbiert, gewogen und deren
Oberseite markiert. Der Aminosduretoner mit der ersten zu koppelnden Aminosdure wird mit
dem Spatel auf dem Trager verteilt und dieser auf die bereits vorgeheizte Heizplatte (T =
90 °C; 100 °C; 125°C bzw. 150 °C) gelegt. Um die vollstindige Verteilung der
geschmolzenen Masse zu gewihrleisten, wird ein dhnlich grofes Bruchstiick eines
Objekttragers aufgelegt und gegebenenfalls angedriickt. Man 148t fiir eine bestimmte Zeit
reagieren und gibt danach den noch heiflen Triger nacheinander fiir 2, 3 und 5 Minuten in
eine Losung von 1 mL Essigsdureanhydrid in 20 mL DMF. Um eventuelle Reste der im
Aminoséduretoner befindlichen Zusatzstoffe zu entfernen, wird einmal mit Chloroform fiir 3
Minuten gewaschen. Man wéscht mit DMF (3 x 1 min) und spaltet mit je 0,5 mL 20 %igem
Piperidin in DMF die Fmoc-Schutzgruppe innerhalb von 20 Minuten ab. Man mif}t die
Extinktion fiir jeden Kopplungsschritt, um spéter die durchschnittliche Kopplungsausbeute
bestimmen zu konnen. Die Trager werden nacheinander mit DMF (3 x 1 min) und MeOH (2 x
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1 min) gewaschen und im Luftstrom getrocknet. Man wiederholt die Schritte, bis die letzte
Aminoséure der gewiinschten Sequenz gekoppelt hat und wischt anstatt mit MeOH mit DCM
(2 x 1 min), um restliches DMF zu entfernen.

7.5 UV-spektroskopische Untersuchungen

7.5.1 lodometrische Konzentrationsbestimmmung an Hydroperoxogruppen nach
Ozonisierung™

R-OOH+2 1 +2H" R-OH + 1, + H,O

I, + | l,

Die durch Ozonisierung entstandenen Hydroperoxogruppen (R-O-OH) oxidieren lodid zu ele-
mentarem lod, das bei Uberschuf an Iodidionen zum Triiodid-Anion weiterreagiert, welches
UV-spektroskopisch nachgewiesen werden kann. In 420 mL (entsprechend 335,3 g)° einer
Mischung aus einem Teil Benzol (getrocknet iiber Molekularsieb 4 A) und sechs Teilen Iso-
propanol (getrocknet iiber Molekularsieb 3 A) werden 0,34 mg Eisen(I1I)-chlorid Hexahydrat
(FeCls - 6 H20; 1 ppm) geldst. Die Mischung wird mit Natriumiodid bis zur Séttigung unter
AusschluB3 direkten Sonnenlichts versetzt. Die frisch ozonisierte Probe (Folie oder Glastriger)
wird in 10 mL dieser Benzol-Isopropanol-Mischung bei 60 °C eingelegt. Man laf3t unter gele-
gentlichem Schwenken 10 Minuten reagieren, entfernt das Wasserbad und mischt 1 mL Was-
ser hinzu. Nach 5 Minuten Abkiihlen wird die entstandene Losung bei A =360 nm spektro-
skopisch gegen die Ausgangslosung (+ 10 % Wasser) vermessen. Fiir die Konzentrationsbe-
rechnung wird ein ¢ = 157729 L/mol verwendet. Anhand der Masse bzw. Fldche der Probe
148t sich die Belegungsdichte in nmol/mg bzw. nmol/cm” berechnen.

7.5.2 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten vom Piperidin-Dibenzofulven-Addukt

9 S )

DMF

+ CO, + HyN

D2

Das bei der Reaktion von Piperidin und Fmoc-geschiitzten, primdren Aminogruppen entste-
hende Piperidin-Dibenzofulven-Addukt (D2) besitzt sein Absorptionsmaximum bei

P _Vip, +Vsp,

Pumix = V4V,
9 bestimmt aus einer Konzentrationsreihe von Tetrabutylammoniumtriiodid [13311-45-0] in Isopropanol/H,O
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A =301 nm. Zur Bestimmung von & werden verschieden konzentrierte Losungen von Fmoc-
L-Alanin in DMF mit Piperidin versetzt, so dal der Gehalt an Piperidin jeweils 20% betragt.
Die Losungen werden 20 min geschiittelt und danach photometrisch in Kunststoff-Kiivetten
bei 301 nm vermessen. Als Referenz dient eine Mischung aus 800 pL. DMF und 200 pL Pipe-
ridin. Aus der Steigung der Auftragung von Ejo; gegen die Konzentration erhélt man einen
mittleren Koeffizienten von € = 5129 M, welcher unterhalb von Literaturwerten liegt, die
zudem groflen Schwankungen unterliegen.

7.6 Synthesen von Ladungskontrollreagenzien

7.6.1 Natrium-diaquobis(3-hydroxy-2-naphthonséaure)-ferrat(lll)

i o OH, ]
=r=ro o
i
i H20 _Na+
D3

In einem 500 mL-Dreihalskolben mit Tropftrichter und RiickfluBkiihler wird in eine Suspen-
sion von 7,53 g (40 mmol) 3-Hydroxy-2-naphthonsdure in 150 mL Wasser unter Riihren eine
Losung von 5,41 g (20 mmol) FeCls - 6 H,O in 13,5 mL Wasser zugetropft. Die Losung farbt
sich dabei von hellgelb nach tiefdunkelblau. Man erwdrmt die Mischung auf ca. 96 °C und
tropft innerhalb einer Stunde eine Losung von 2,40 g (60 mmol) NaOH in 100 mL Wasser zu.
Man erhitzt fiir drei Stunden zum Sieden und 146t anschliefend auf Raumtemperatur abkiih-
len. Die Reaktionslosung wird an der Wasserstrahlpumpe filtriert und der schwarze Riick-
stand mit kaltem Wasser gewaschen, bis das Filtrat nahezu neutralen pH anzeigt. Der Nieder-
schlag wird im Exsikkator {iber Nacht getrocknet, mit Chloroform gewaschen und im Hoch-
vakuum getrocknet. Man erhélt 7,3 g von D3 (15 mmol; 75 %) als grau-schwarzes Pulver.

ESI-MS: ber. (M-Na"): 464,21; gef.: 464,1 (14); 428,2 (M-2 H,0, -Na'; 40); 143,4 (100)
'"H-NMR: keine Daten, da paramagnetisch

IR (KBr): 3426 br (O-H), 3054 m (Ar-C-H), 1630 m, 1593 m, 1516 m (jeweils Ar-C=C),
1452 m, 1389 m, 1149 w, 1085 w, 742 m (Ar-C-H)

UV: Amax = 236,2 nm (Ethanol)

Schmp.: 186,2 °C
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7.6.2  Natrium-bis[2-(2-hydroxy-1-naphthylazo)benzoesaure]-aluminat(lll)

7.6.2.1 Synthese des Komplexliganden 2-(2-Hydroxy-1-naphthylazo)benzoeséure

. ; 5
5 i N i
T [l
5\?a//8a\|}/N:N/1§?/3 - 5\?a,/8a\:|L§ \Nl—ilif'/
4\ 2 7'\ 4\ 2\ 7‘\
37 SOHHO” N0 37 S0 HO” YO

D4

10,0 g (72,92 mmol) Anthranilsdure werden in 33,3 mL (45,7 g) halbkonzentrierter Schwefel-
sdure (ca. 47 %) gelost und auf 5 °C mit Eis abgekiihlt. Man erhilt eine beigefarbene Suspen-
sion. Unter Riithren werden 29,2 mL (72,92 mmol) einer wéBrigen 2,5 M NaNO,-Losung
(8,63 g auf 50 mL Wasser) so zugetropft, dafl die Temperatur der Reaktionslosung nicht tiber
5 °C steigt. Man riihrt anschlieend noch, bis sich alles gelost hat. Die Mischung (A) wird
weiter im Eisbad gekiihlt. Mischung B besteht aus 10,51 g (72,92 mmol) 2-Naphthol, aufge-
16st in 72,92 mL 2 M NaOH (8 g auf 100 mL). In die Mischung B wird nun langsam bei ca.
5 °C die diazotierte Anthranilsdure-Losung (A) zugetropft. Sofort fillt ein orangeroter Nieder-
schlag aus. Um ein Verklumpen zu vermeiden, gibt man Eiswasser nach Bedarf zu. Der Nie-
derschlag wird an der Wasserstrahlpumpe filtriert und im Exsikkator tiber Nacht getrocknet.
Eine Umkristallisation erfolgt in Hexan/DCM.

ESI-MS: ber. (M "): 292,29; gef.: 315,3 (M + Na"; 100); 293,3 (M "; 40)

'H-NMR [300 MHz, d¢-DMSO]: & = 6,64 (d; 1H; *J =9,8; 3-H), 7,36 (t; 1H; *J = 7,62; 4>-H),
7,44 (t; 1H; *J = 7,14; 6-H), 7,64-7,69 (m, 2H, 5-H und 5°-H), 7,85 (d; 1H; *J = 9,8; 4-H),
8,02 (dd; 1H; 33 =7,9; ") =12; 3’-H), 8,33 (d; 1H;J = 8,5; 6’-H), 8,41 (d; 1H;?J =7,9; 8-H),
9,70 (br-s, 1H, OH), 16,37 (br-s, 1H, NH)

BC-NMR [75 MHz, d¢-DMSO]: & = 118,56; 120,68; 121,10; 124,34; 124,19; 126,99; 127.89;
128,15; 128,60; 131,75; 131,97; 133,69; 134,14; 150,09; 160,23; 162,91; 165,48

IR (KBr): 3429 br (O-H), 3031 m (Ar-C-H), 2680-2472 w (C=0), 1705 s (C=0), 1621 m,
1602 m, 1568 m (jeweils Ar-C=C), 1495 s, 1480 s, 1448 s, 1254 s (C-N), 1200 s (C-O), 845 w
+ 749 s (Ar-C-H)

Rf (CCly/MeOH 3:1) = 0,56

7.6.2.2 Komplexbildung mit Aluminium(lll)-sulfat

1,17 g (4 mmol) der Diazaverbindung D4 werden in 35 mL Formamid suspendiert. Des weite-
ren werden 0,40 g (10 mmol) NaOH in 10 mL Formamid gegeben, die sich erst nach ca. einer
Stunde vollstindig geldst haben. Die NaOH-Losung wird zur Diazasuspension gegeben und
20 Minuten auf 70 °C erwédrmt. Zu dieser tiefdunkelroten Mischung gibt man eine Losung
von 1,60 g (2,4 mmol) Alx(SO4); - 18 H,O in 20 mL DMF. Man riihrt bei 90 °C fiir weitere
fiinf Stunden und gieBt anschlieBend die Reaktionsmischung in ca. 50 mL Eiswasser, wobei
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Na
D5

ein rotorangefarbener, feiner Niederschlag ausfillt, der filtriert und an Luft getrocknet wird.
Man erhélt 800 mg von D5 (1,3 mmol; 53 %). Eine Umkristallisation erfolgt in MeOH.

ESI-MS: ber. (M-Na"): 607,54; gef.: 607,49 (100); 249,40 (10)

'H-NMR [300 MHz, d¢-DMSO]: & = 6,36 (d; 2H; *J = 9,2; 3-H), 7,05 — 7,68 (m; 10H; 4°-H,
5°-H, 6’-H, 6-H, 7-H), 7,75 (d; 4H; *J = 9.,2; 4-H, 5-H); 8,06 (d; 2H; *J = 7,0; 3°-H), 8,50 (d;
2H; %) =8,2; 8-H)

BC-NMR [75 MHz, d¢-DMSO]: § = 118,56; 120,61; 121,05; 123,08; 124,19; 127,88; 128.61;
129,31; 132,87; 133,59; 134,55; 139,68; 149,15; 150,18; 155,23; 159,41; 160,23; 165,02

IR (KBr): 3430 br, 3059 w, 2956 s, 2904 s (jeweils Ar-C-H), 1652 m - 1602 m (Ar-C=C),
1491 w, 1353 w, 1310 w, 1256 w (C-N), 749 m (Ar-C-H)

Rf (CCly/MeOH 3:1) = 0,67

7.7 Herstellung von Aminosauretoner

Die jeweiligen Tonerkomponenten (DPSO, CCA, Fmoc-L-AS-OPfp-Ester und das Tonerharz)
werden abgewogen und in einem 250 mL-Becherglas vermischt. Die Mischung wird langsam
erwérmt, bis sich eine viskose Schmelze gebildet hat. Diese 1483t man solange riihren, bis sich
die einzelnen Bestandteile gut vermischt haben. Die noch fliissige Masse wird auf einer
Teflonmembran ausgebreitet. Nach dem Abkiihlen wird die erstarrte Mischung mit einem
Messer zerkleinert und in der Luftstrahlmiihle mit getrockneter Luft zermahlen. Die erhalte-
nen Mikropartikel werden mit einem Sieb in verschiedene grof8e Fraktionen getrennt. Die
Aminoséure-Tonerpartikel werden unter Stickstoff bei — 20 °C gelagert.



108

8. Anhang

8.1 MALDI-TOF Spektren von mit Aminosduretonern synthetisierten
Peptiden (Rohdaten)

8.1.1 Epitop 1 (DTYRYIDYA)

Reaktionsbedingungen: 125 °C, 30 min Kopplungsdauer

[M+H]"

8.1.2 Epitop 2 (YPYDVPDYA)

Reaktionsbedingungen: 90 °C, 90 min Kopplungsdauer

IMHHT'

[M+H-H,0

\

[M+Na']"
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8.1.3 Epitop 5 (DYKDDDDK)

Reaktionsbedingungen: 90 °C, 90 min Kopplungsdauer

|
5 IMeH

1600

=l MO

200 1000 1100 1200
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